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Filogeografia da espécie Subulo gouazoubira (Mammalia; Cervidae) na
Caatinga

RESUMO - A Caatinga € um bioma exclusivamente brasileiro e apresenta a
biodiversidade expressiva, contendo varias espécies endémicas, e que sofrem
com as variacdes climaticas e a¢cbes antropicas que reduziram pela metade sua
cobertura natural. A mastofauna nesta regido ndo é bem conhecida devido a
escassez de conhecimento cientifico fundamental, relacionado a sua taxonomia,
historia natural e distribuicdo. O bioma se distribui em sete ecoregifes e possui
populacdes silvestres que sofrem com o0s impactos ambientais gerados pela
fragmentacao de habitat, caca e agravo dos processos de desertificacdo. Nesse
contexto, o veado-catingueiro (Subulo gouazoubira), € o principal representante
dos cervideos neotropicais na Caatinga. A espécie que apresenta divergéncia
recente em relacdo ao género Mazama, possui ancestrais com rapida
diversificacdo (=1,6 Ma) pela América do Sul. Dessa forma, o presente trabalho
prospectou populacdes de veado-catingueiro nesta regido do Nordeste, através
de amostragem néo invasiva, a fim de caracterizar a organizacdo da sua
genética populacional na diversidade ambiental do bioma. E desta forma, auxiliar
na compreensao das distribuicdes das linhagens genéticas que ocorrem na
Caatinga, entendendo seus perfis filogeograficos. Através de trés marcadores
mitocondriais (CIT B + ND2 + ND5) foram realizadas analises de genética
populacional, demograficas, filogenética e filogeograficas. Os resultados
demonstram que as subpopulacdes amostradas apresentam baixa diferenciacéo
e que nao ha evidéncia de isolamento por distancia na distribuicdo das linhagens,
o que denota a manutencédo de fluxo génico entre elas. Uma baixa estruturacéo
dentro de cada subpopulacédo e néo entre elas, denota a diversidade haplotipica
de cada subpopulacdo na demarcacao filopatrica das fémeas. Ademais, essas
subpopulacdes detém valores de diversidade haplotipica e nucleotidica baixas a
moderadas. Analises demograficas apontam para um cenério de populagdo em
expansdo, com oscilacbes demograficas causadas por gargalos populacionais
seguidos de processos expansivos subitos. A alta diversidade haplotipica da
amostragem total é refletida numa rede de haplétipos Unicos que demonstram
relacbes genealdgicas, convergindo com a hipotese dos grupamentos
populacionais separados por barreiras ao fluxo génico. Esta diversidade também
esta refletida na filogenia apresentada com presenca de politomia entre alguns
individuos amostrados, e sado agrupados em um clado exclusivo dos demais
espécimes de veado-catingueiro. Estes resultados abrem indicios para
aprofundamento de estudos da possibilidade de uma Unidade Genética para a
populacdo. Além disso, apontam a necessidade de planejamento de
conservagao, preservando seu potencial adaptativo aliado a redugdo dos
impactos ambientais.

Palavras-chave: DNA fecal nao-invasivo, Floresta Estacional Seca, Genética
populacional, Veado-catingueiro.
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Phylogeography of the species Subulo gouazoubira (Mammalia; Cervidae)
in the Caatinga

ABSTRACT - The Caatinga is an exclusively Brazilian biome and has an
expressive biodiversity, containing several endemic species, which suffer from
climate variations and anthropic actions that have reduced its natural cover by
half. The mammalian fauna in this region is not well known due to the scarcity
of fundamental scientific knowledge related to its taxonomy, natural history and
distribution. The biome is distributed in seven ecoregions and has wild
populations that suffer from the environmental impacts generated by habitat
fragmentation, hunting and worsening desertification processes. In this context,
the brocket deer (Subulo gouazoubira) is the main representative of the
Neotropical deer in the Caatinga. The species that presents recent divergence
in relation to the genus Mazama, has ancestors with rapid diversification (=1.6
Ma) across South America. Thus, the present work prospected populations of
brown deer in this region of the Northeast, through non-invasive sampling, in
order to characterize the organization of its population genetics in the
environmental diversity of the biome. And in this way, help in understanding the
distributions of genetic lineages that occur in the Caatinga, understanding their
phylogeographic profiles. Using three mitochondrial markers (CIT B + ND2 +
ND5) population genetic, demographic, phylogenetic and phylogeographic
analyzes were performed. The results demonstrate that the sampled
subpopulations present low differentiation and that there is no evidence of
isolation by distance in the distribution of lineages, which denotes the
maintenance of gene flow between them. A low structure within each
subpopulation and not between them denotes the haplotypic diversity of each
subpopulation in the philopatric demarcation of females. Furthermore, these
subpopulations have low to moderate values of haplotypic and nucleotide
diversity. Demographic analyzes point to a scenario of an expanding
population, with demographic oscillations caused by population bottlenecks
followed by sudden expansion processes. The high haplotypic diversity of the
total sample is reflected in a network of unique haplotypes that demonstrate
genealogical relationships, converging with the hypothesis of population groups
separated by barriers to gene flow. This diversity is also reflected in the
phylogeny presented with the presence of polytomy among some individuals
sampled, and they are grouped in an exclusive clade of the other specimens of
brown deer. These results open up evidence for deepening studies of the
possibility of a Genetic Unit for the population. In addition, they point to the need
for conservation planning, preserving its adaptive potential combined with the
reduction of environmental impacts.

Keywords: fecal DNA, Gray Brocket, Non-invasive sampling, Population
genetics, Seasonal Dry Forest.



Capitulo 1
1. INTRODUCAO

A Caatinga € o Unico bioma do Brasil que contém seus limites inteiramente
restritos ao territério nacional, abrangendo pouco mais de 912 mil km? da regiéo
Nordeste. Ela é caracterizada pelo clima quente e semiarido, com baixa umidade
relativa que contribui para evapotranspiracdo e temperaturas altas, e por
apresentar um mosaico de fitofisionomias diferentes (Nimer, 1972; Velloso et al.,
2002; De Albuquerque et al., 2012a). Possui um regime de chuvas irregular
devido uma variabilidade espacial e temporal que reflete em microclimas
distintos pela distribuicdo do bioma (Silva et al., 2017a). E mesmo com grande
extensado sobre oito Estados brasileiros, a regido possui menos 2% de Unidades
de Conservacéo de Protecdo Integral, como também menos 7% de sua area esta
sob protecdo de alguma Unidade de Conservacdo de Uso Sustentavel (Leal et
al., 2005; Fonseca et al, 2018)

E considerada uma unidade biogeogréfica, sendo a maior, mais isolada e
biodiversa entre as Florestas Tropicais Sazonalmente Secas (FTSSs),
apresentando espécies endémicas de ampla distribuicdo (Queiroz, 2006), e
sendo a FTSS mais populosa entre as outras existentes no mundo (Silva et al.,
2017a). Alguns fatores bidticos e abidticos delimitam nove ecoregides dentro da
Caatinga, que estariam relacionadas a diversificacao e distribuicdo das espécies
no bioma (Velloso et al., 2002; Werneck et al.2011; Silva et al., 2017a). Mesmo
podendo apresentar histérias evolutivas Unicas, estas unidades regionais séo
interdependentes e compartilhadas evolutivamente (Graham e Fine, 2008). As
caracteristicas relacionadas ao solo, sistema de chuvas ou varia¢gdes de altitude,
entre outras, podem estar envolvidas na distribuicdo heterogénea de espécies
de um bioma e na composi¢ao das comunidades biolégica como um todo (Peres-
Neto e Kembel, 2015).

Ganem (2017) sup®e valores da biodiversidade altos, tendo em vista que
41% da regiao nunca foi investigada e 80% permanece subamostrada. Ademais,
atividades agricolas tém influenciado a diminuicdo da biodiversidade,
enfraquecimento de processos e servicos ecossistémicos, taxas negativas de

crescimento das populacdes e alteracdo do comportamento animal (Costa et al.,



2009; De Albuquerque et al., 2012a; Da Silva et al., 2017).

Mesmo com uma proporc¢ao significante de espécies compartilhadas com
biomas vizinhos, como a Amazénia e o Cerrado (Carmignotto et al., 2012), a
Caatinga possui uma alta percentagem de espécies endémicas e mamiferos
proprios de areas abertas. Dentre essas espécies, temos 0s representantes da
familia Cervidae, mais especificamente do género Mazama Rafinesque 1817, e
gue estdo presentes em toda regido Neotropical (Duarte et al., 2008).

E o género mais diverso dentre os cervideos neotropicais e suas espécies
sdo caracterizadas pela rapida diversificagdo, convergéncia morfolégica e
lacunas na sua sistematica, dificultando a classificacdo do grupo e deixando
duvidas acerca das relacfes evolutivas destas espécies, dado a polifilia nas
propostas filogenéticas apresentadas por véarios autores (Gilbert et al., 2006;
Duarte et al., 2008; Gutiérrez et al 2017; Heckberg, 2020).

Os representantes deste género possuem habito solitario e
comportamento evasivo (Merino e Rossi, 2010). Apresentam médio porte (10-65
kg), com movimentagdo por ambientes de florestas densas e vegetacgOes
fechadas (Eisenberg, 2000; Merino et al., 2005), e os machos portam chifres
simples e pontiagudos (Duarte, 1996b, 2008).

As espécies atribuidas ao género Mazama foram recuperadas em dois
agrupamentos, atualmente classificados como duas subtribos, a Blastocerina e
Odocoileina (Heckberg, 2020). O déficit nas informacbBes taxondmicas
demonstram a necessidade de uma revisdo do género, em que ja é apontada a
demanda da descricdo de novas espécies (Heckberg 2020; Cifuentes-Rincén et
al., 2020). De acordo com o que é considerado pelo International Code of
Zoological Nomenclature (ICZN), a espécie Mazama americana, subtribo
Odocoileina, é a espécie tipo do género. Desta forma, o nome Mazama fica
restrito & composigéo do clado desta espécie, em menor ou maior abrangéncia
(Gutiérrez et al. 2017).

Seguindo esta tendéncia, as espécies que estao fora deste clado e foram
recuperadas na subtribo Blastocerina apresentam-se polifiléticas e, portanto, é
proposta a elevacdo de alguns taxons nominais a categoria de género,
nomeando uma organizacdo monofilética dentro da subtribo. Uma destas
espécies passou por recente reavaliagdo taxondmica e foi reclassificada do

género Mazama para o género Subulo, dado o grupamento polifilético a que



pertencia com o Veado-roxo (antigo Mazama nemorivaga, atual Passalites.
nemorivagus) (Gutiérrez et al. 2017; Heckeberg 2020; Morales-Donoso et al.,
2023).

Por sua vez, o Veado-catingueiro (Subulo gouazoubira) € o cervideo
brasileiro mais abundante e a espécie de maior predominancia na Caatinga
(Black-Décima et al.,, 2010; Alves et al.,, 2016; Bernegossi et al., 2022).
Figueiredo (2014) demonstra que S. gouazoubira pode ser dividido em cinco
clados distintos, com distribuicdo simpétrica em maioria. Esse dado entra em
acordo com a alta diversidade haplotipica j& apresentada por Duarte et al. (2008).
Esta condicdo é originada por uma rapida radiacdo adaptativa recente (1,65
Ma), e esta alta diversidade haplotipica alerta para a necessidade da
confirmacéo da existéncia do complexo de espécies cripticas para os cervideos
da subtribo Blastocerina (Figueiredo, 2014; Borges, 2017).

Além disso, ha diferencas na morfologia espermatica e dos conjuntos
cromossOmicos destas espécies para as demais outras (Cursino e Duarte, 2016;
Galindo et al., 2021). Este ultimo ponto esta associado ao fato de que a evolucao
das espécies do género Subulo ou ainda atribuidas ao género Mazama,
possuem composicdo cromossdmica diferentes por rearranjos cromossémicos
através de fusdes céntricas ou em tandem com decréscimo no namero diploide
(Duarte e Merino, 1997), devido a uma fragilidade cromossomica. Desta forma,
os niveis de diferenciacao cariotipicas sao elevados para algumas das espécies
(Duarte e Jorge, 2003), e o acumulo dessas alteracdes esta relacionado a
reducao do fluxo génico entre populacdes divergentes, resultando num possivel
acréscimo do numero de espécies em descoberta (Gonzalez e Duarte, 2020).

Na filogeografia, os efeitos de processos macro e microevolutivos e
demograficos sdo observados, entre e dentro das populagbes, assim como a
biogeografia histérica das linhagens genéticas (Wenink et al., 1996). Assim,
variacbes geograficas podem revelar quais os padrbes fenotipicos, e quais
mecanismos historicos e ecoldgicos sdo essenciais para inferir os processos
evolutivos das populagdes naturais (Zink e Remsen, 1986). Isto permite
reconhecer a diversidade genética das espécies, que podem levar a varias
possibilidades em vieses regionais e taxonbmicos das estimativas de
diversidade (Bickford et al., 2007).

Na regidao Neotropical, os biomas inseridos nas Diagonal de Formacdes



Abertas sdo os menos representados em estudos filogeogréaficos, mesmo com
expressivo aumento recente de trabalhos publicados (Werneck, 2011; 2016).
Dentre as hipdteses biogeograficas testadas até entdo, € evidenciada a
determinante contribuicdo das alteracdes climaticas e geoldgicas nos processos
de diversificacdo de espécies, tais como as incursées marinhas a formacao do
Rio Sdo Francisco, o soerguimento da Chapada do Araripe e os gradientes
ambientais associados (Oliveira et al, 2015; Werneck, 2015). A particularidade
destes processos nas regides mais semiraridas do Brasil é revelada em estudos
que demonstram uma alta diversidade de formas cripticas relacionadas ao
periodo Terciario (Turchetto-Zolet et al, 2013; Mesquita et al, 2017; Thome et al,
2021).

Mesmo sendo uma area de pesquisa relevante para a identificacdo de
estrutura genética consequente das dindmicas ambientais da regido semiarida
nordestina, estudos envolvendo filogeografia molecular na Caatinga sé&o
limitados (Werneck, 2011; 2016). Entre os existentes o maior foco estd em areas
de Brejos de altitude (remanescente de Mata Atlantica em areas de Caatinga)
(Cabanne et al., 2008; Carnaval e Bates, 2007) e/ou direcionados a espécies
vegetais (Barral, 2018; Balbino, 2018). Para a Caatinga ganham destaque 0s
estudos com aves, com a herpetofauna, com artropodes ou com foco
entomoldgico (Rodrigues, 2003; Nodari, 2008; Oliveira, 2014; Ledo et al, 2020;
Foerster, 2022). Na Caatinga a maioria dos trabalhos envolvendo a mastofauna
esta focada em pequenos roedores (Machado et al, 2023) e grupos de morcegos
(Pavan e Tavares, 2020), mas trabalhos com as espécies de médio e grande
porte sS40 escassos.

Para entender como as populagdes estdo organizadas e como a variagao
genética esta associada a sua distribuicdo geogréfica, a investigacao atraves de
genes mitocondriais € uma abordagem estabelecida. O DNA mitocondrial
(mtDNA) acumula alta variagdo na sequéncia nucleotidica, o que o torna uma
importante fonte de informagé&o para o desenvolvimento da filogeografia (Avise,
2009). Haplétipos mitocondriais coexistem nas populacbes de uma espécie, e
suas sequéncias podem ser utilizadas para estimar histérias matrilineas, devido
exclusivamente a herangca materna (Avise, 2009). Portanto, além de terem boa
aplicabilidade para inferéncias filogenéticas em estudos populacionais com

cervideos neotropicais (Gonzélez et al., 1998; Gilbert et al., 2006; Duarte et al.,



2008; Carnelossi, 2008; Abril et al., 2010; Maran, 2016), estudos com
marcadores mitocondriais podem demonstrar marcos de disperséo, visto que as
fémeas sdo pouco dispersas e estdo espacialmente associadas a sua prole,
denotando a estruturacdo demogréafica através de informacdes da linhagem
materna (Gonzalez et al., 2009).

Além disso fluxo génico proporciona a homogeneizacao da variabilidade
genética entre as populacbes proporcionada pelo fluxo génico, permite a
movimentagédo de genes entre as populagdes e dentro delas (Slatkin, 1995). A
manutencao desta variabilidade confere alto potencial adaptativo e evolutivo as
populacdes, contrapondo os efeitos gerados pelas estocasticidades ambientais
(Geburek e Konrad, 2008). Por isso, o conhecimento do patriménio genético
abarcado nas populacdes de uma espécie e como elas estao estruturadas € uma
informacgéo basal para acdes de conservacédo (Vencovsky et al., 2007). Portanto
€ essencial a deteccdo de grupamentos demograficos e seus possiveis
corredores de conexao para poder inferir sobre seus padrdes de fluxo génico, o
que revelaria uma distribuicdo hierarquica da diversidade genética entre as
subpopulacdes existentes ao longo da ampla distribuicdo geogréfica (Crandall et
al., 2000), como do veado-catingueiro.

Pela dificuldade de captura de cervideos, o uso do DNA fecal tem se
mostrado uma metodologia de amostragem nao-invasiva eficiente para deteccao
de Unidades Evolutivas, tamanho e distribuicdo populacional, &rea de vida, entre
outros (Trinca et al., 2013; Oliveira, 2015; Mantellatto, 2016; De Oliveira et al.,
2019). Com a finalidade da correta viabilizacdo da coleta das amostras fecais, a
alternativa esta na utilizacdo de cées farejadores (Oliveira, 2015; De Farias
Peres et al., 2021). Esta abordagem metodoldgica € estabelecida para espécies
elusivas e/ou de dificil captura, como oncga-pintada, cachorro-vinagre, alguns
primatas e veados florestais (Tsubouchi et al, 2012; Torres-Romero et al, 2019;
Rowe et al, 2021; Peres et al, 2021). A importancia da aplicabilidade do método
de coleta esta em aumentar o espectro de busca em area e nimero amostral,
contanto com a eficiéncia de faro de um céo farejador.

Alguns trabalhos com populacdes de cervideos do Nordeste brasileiro
demonstram baixa amostragem da regido (Rossi, 2000; Elizondo, 2010;
Figueiredo, 2014), o que causa déficit de informacao, sendo necessario um maior

namero amostral, como também a necessidade de maior aprofundamento em



pesquisas filogeogréaficas, de forma a ter uma melhor compreensao da origem
desses grupos e de que maneira se deu seu processo de diversificacdo (De
Albuquerqgue et al., 2012; Carmignotto et al., 2012; Feij6é e Langguth, 2013; Alves
et al., 2016). Portanto, a atualizacdo de informacBes sobre os cervideos na
Caatinga € urgente, o que permitira descobertas acerca do patriménio genético
das populacdes encontradas, visto que € o mamifero de maior porte encontrado
no bioma, com ampla area de vida (64Ha), e adaptacdes regionais como um
menor tamanho corporal e adequagéo alimentar (Duarte, 1998; Vogliotti, 2003)
Assim, este trabalho prospectou populacdes de cervideos na Caatinga
através de amostragens genéticas nao invasivas, de populacdes até entdo
desconhecidas, analisado um conjunto de regiées do DNA mitocondrial. Com
base nisso nos propomos a caracterizar o perfil filogeografico das populacdes de
cervideos no bioma, e inferir sobre quais os fatores seriam responséaveis pela
distribuicdo espacial das linhagens de haplotipos mitocondriais do veado-
catingueiro na regido Nordeste. A partir da andlise destes dados séo verificados
0S processos evolutivos e demogréficos da espécie ao sinal de expansdo ou
retracao populacional aliados aos eventos de dispersédo e vicariancia historicas.
Todos estes fatores podem indicar qual o nivel de organizacdo e possivel
estruturacdo das subpopulacdes analisadas, de acordo com 0s processos macro
e microevolutivos vividos pelas linhagens no espaco, e se existe evidéncia de
grupamentos para a determinagcédo de Unidades Evolutivas Significativas (ESU).
Os esclarecimentos em relacdo a genética populacional e andlises
demograficas contribuirdo como subsidios de informacédo para a conservacéo
desta espécie para a diversidade funcional do Bioma. Além disso, este
entendimento ira potencializar as necessarias avaliagbes do estado de
conservagao regionais, que séo tao escassas quanto o conhecimento sobre as

populac6es da espécie na Caatinga.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.A Familia Cervidae

Pertencente a ordem Artiodactyla, a familia Cervidae contém 55 espécies
e 18 géneros, compondo a segunda familia com maior rigueza de espécies entre

0os ruminantes, ficando depois da Bovidae (Zurano et al., 2019; Gonzalez e



Duarte, 2020; Bernegossi et al., 2022). A dispersé@o dessas espécies a partir da
Eurasia foi permitida através da formacédo de corredores biogeograficos pela
expansao em areas abertas, permitindo o deslocamento dos cervideos e outros
taxons com habilidades cursoriais (Hassanin et al., 2012).

A diversificacao das pastagens no limite do Eoceno-Oligoceno (x 36 Ma)
coincidiu com as mudancas climaticas de quente e umido para condicdes mais
frias e secas (Meng e Mckenna, 1998; Hassanin e Douzery, 2003). Este
fendmeno influenciou na divergéncia refletida nas principais linhagens de
ruminantes demonstrando que as taxas de evolucao deles n&o foram constantes
ao longo do tempo (Demiguel et al 2014). Desde o Oligoceno até o Plioceno
meédio (36 a 2,5 Ma), as condic¢des climaticas e vegetacionais globais levaram a
varias radiacbes rapidas e sucessivas, gerando eventos adicionais de
diversificacao de curto prazo dentro da familia Cervidae (Hernandez Fernandez
e Vrba, 2005).

Tais condicdes propiciaram a diversificacdo dos Cervidae, assim como de
outros ruminantes, em que a competicdo resultante dos habitats sobrepostos
entre herbivoros desenvolveu um papel crucial na evolucao do grupo (Gilbert et
al, 2006). Uma rapida ramificacdo de linhagens e a evolugcdo paralela, gerada
pela pressdo seletiva de fatores ambientais similares em diferentes regides
geograficas, parecem explicar a falta de resolucdo nas topologias destes
ruminantes e a abundancia de desenvolvimentos morfolégicos convergentes
(Hernandez Fernandez e Vrba, 2005; Janise e Theodor, 2014).

A origem de Cervidae é datada no Mioceno médio (13,5 Ma), e tem desde
esta Era até o inicio do Plioceno (5 Ma) o intervalo de tempo de maior
diversificacdo do grupo (Zurano et al., 2019). A progressiva fragmentacao das
florestas e difusdo das pradarias configuraram alteracbes nas paisagens da
Eurdsia que contribuiram para o estabelecimento de espécies de grande porte.
Existem evidéncias do registro fossil que indicam que os cervideos se originaram
na Europa, expandindo-se pela Asia e pela Africa (Heckeberg, 2017b).

Posteriormente, conquistaram uma expansao natural quase que global,
exceto na Austrélia e Antartida (Heckeberg e Worheide, 2019). A rota dispersiva
de cervideos ancestrais teria seguido da Asia para a América do Norte, através
do Estreito de Bering (Zurano et al., 2019). E, justamente, ha £5 Ma ja havia a

presenca de morfotipos verdadeiros de cervideos norte-americanos (Gilbert et



al., 2006; Gonzélez e Duarte, 2020).

As espécies desta familia possuem relevante papel bioloégico, sendo
considerados engenheiros ecossistémicos, pelos servicos ambientais que
prestam a manutencdo da composi¢cdo vegetal de seus habitats, além de fazer
parte da cadeia trofica de grandes predadores. Suas populacdes selvagens ou
cativas também geram rendimento econdémico, seja para promocdo de
conservacgao ou na indastria alimenticia (Randi et al., 2001; Price et al, 2005).

Varios estudos para a resolugcdo das incertezas taxondmicas foram
conduzidas, e € observado que o uso de caracteres morfolégicos ndo demonstra
uma identificacdo robusta nem mesmo uma filogenia conclusiva, devido os altos
niveis de homoplasia decorrente de convergéncia adaptativa por fatores
ecoldgicos (Duarte et al 2008; Merino e Rossi, 2010; Heckberg, 2020). Os
padrdes evolutivos dos cervideos tiveram sua alta diversificacdo regida pela
interacdo de uma série de processos adaptativos levando em conta a morfologia,
a fisiologia, a adaptacédo do sistema digestivo, a distribuicdo temporal e espacial
da vegetacao e das propriedades fisico-quimicas das plantas (Merino e Rossi,
2010).

Desta forma, a diversidade de ecossistemas habitados por essas
espécies denota a variabilidade morfologica promovida pela radiacéo adaptativa,
e apresentando portes de pequeno a grande, com individuos portando de + 6 kg
a 600 kg (Geist, 1998; Duarte e Merino, 1997; Duarte e Gonzalez, 2010). Esta
adaptacdo também é congruente com algumas variacBes fenotipicas
observadas nos tipos de chifres apresentados na familia.

O desenvolvimento de estudos que tenham abordagem integrativa de
metodologias se faz relevante para a geracéo de resultados congruentes entre
evidéncias morfologicas, comportamentais e genéticas. E assim, com um
conjunto de dados mais robusto foi possivel conferir um maior suporte na
classificagdo sistematica das duas subfamilias de Cervidae: a Cervinae e a
Capreolinae (Groves, 2007; Heckberg, 2020). Enquanto a primeira subfamilia se
apresenta num agrupamento monofilético estabelecido, a Capreolinae tem suas
espécies e géneros questionados quanto ao seu reconhecimento pelas lacunas
apresentadas nas reconstrucoes filogenéticas (Gutiérrez et al., 2017; Zurano et
al., 2019).

A subfamilia Cervinae € composta pela tribo Cervini (com os géneros Axis,



Cervus, Dama, Elaphus, Rucervus e Rusa) e pela tribo Muntiacini (com 0s
géneros Muntiacus e Elaphodus) (Gustafson, 2015). A subfamilia Capreolinae é
subdividida nas tribos Alceini (género Alces), Capreolini (com o0s géneros
Capreolus e Hydropotes), Rangiferini (género Rangifer) e Odocoileini
(Odocoileus, Blastocerus, Ozotoceros, Mazama, Subulo, Hippocamelus, Pudu
(Heckberg et al., 2016; Bernegossi et al., 2022). Todos os cervideos da regido
Neotropical sdo da tribo Odocoileini, e ela forma o grupo mais heterogéneo e
com mais incertezas taxondmicas entre os cervideos (Gilbert et al., 2006), das
quais a polifia é constatada para os géneros Pudu, Mazama, Hippocamelus e
Odocoileus (Duarte et al., 2008; Hassanin et al., 2012).

Uma das caracteristicas marcantes nos Artiodactyla, do ponto de vista
citogenético, é de apresentarem rearranjos cromossémicos que promovem
pequenas variagdes estruturais. Individuos da familia Cervidae possuem uma
das maiores taxas de evolucéo cariotipica em mamiferos consequente de uma
fragilidade cromossémica, a qual caracteriza os cervideos (Duarte et al, 2008).
Sao comumente observadas variacdes intra e interespecifica do nimero de
cromossomos (Tomazella et al, 2016; De Farias Peres et al. 2021).

O padrdo estabelecido para os cervideos quanto a sua evolucdo
cariotipica consiste na reducdo do niumero cromossémico, e ela ocorre devido a
fusdes em tandem e Robertsonianas (Fontana e Rubini, 1990; Tomazella et al,
2016). Isto é evidenciado pela diminuicdo do numero dipléide das espécies a
partir do cariétipo ancestral (2N=70) (Neitzel, 1987; Abril et al., 2010). A
amplitude no niumero cromossémico esta associado a uma fragilidade estrutural
dos cromossomos, e uma redugdo extrema pode ser observada para o género
Muntiacus com cariétipos de 2N=6 para fémeas e 2N=7 para machos (Yang et
al., 1995; Tomazella et al., 2017). Os caribtipos das espécies da subfamilia
Capreolinae passaram por recorrentes e complexos rearranjos cromossodmicos,

e no género Mazama as ocorréncias sdo as mais complexas.

2.2.Cervideos Neotropicais

Apoés a passagem das formas ancestrais de cervos vindos da Eurasia,
datadas do Plioceno (x5 Ma), através do acesso proporcionado pelo Estreito de
Bering, h& a suposicédo que 0s primeiros taxons norte-americanos pertencentes

a Odocoleini foram representados pelos géneros extintos Eocoileus e Bretzia
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(Fry e Gustafson, 1974; Webb, 2000; Gilbert et al., 2006). Dados de registros
fésseis sul-americanos indicam que a divisdo de Odocoileini e Rangifer ocorreu
no Mioceno médio (15,4 a 13,6 Ma) (Groves e Grubb, 1987). Outros estudos de
mesma fonte amostral relatam que uma diversificacdo foi iniciada dentro de
Odocoileini hd 5 Ma, e a subdivisdo nas suas duas subtribos Blastocerina e
Odocoileina ocorreu ha cerca de 3,4 Ma (Hassanin et al., 2012; Heckeberg et al.,
2020).

Atualmente, os individuos pertencentes a esta tribo possuem ampla
distribuicdo ecogeogréfica por toda a América, e desde o Alasca até a Patagbnia
(Gutiérrez et al. 2017). Sao de grande interesse biogeogréafico pela grande
variedade de habitats que ocupam como arbustos desérticos, savanas,
pantanos, florestas tropicais de terras baixas, florestas Umidas montanhosas,
paramo e tundra alpina em elevac¢des do nivel do mar até cerca de 4800 metros
(Piovezan et al. 2010; Barrio, 2013; Gutiérrez et al., 2015). Também tém alto
valor cinegético e interesse da saude publica no Ocidente (Bennett e Robinson,
2000; Martinsen et al., 2016; Uehlinger et al., 2016)

A tribo Odocoileini tem suas 17 espécies organizadas nas duas subtribos
Odocoileina (“grupo vermelho”) e Blastocerina (“grupo cinza”), em sete géneros
estabelecidos: Blastocerus, Hippocamelus, Mazama, Subulo, Odocoileus, Pudu
e Ozotoceros (Figura 1 - Duarte et al. 2008; Heckberg et al. 2016; Gutiérrez et
al., 2017; Bernegossi et al.2022). J& Odocoileus é citado com distribuicdo desde
o sul do Canada ao norte do Brasil (Grubb, 2005).

Sendo assim, falando particularmente do evento geoldgico ocorrido no
final do Plioceno e inicio do Pleistoceno (x2,5 Ma), o advento do Grande
Intercambio Biotico das Américas, foi possibilitada a dispersdo entre os
continentes e a troca faunistica. A culmindncia da formacdo desta ponte
intercontinental, que foi formada pelo soerguimento gradual do Isto do Panama
desde o final do Mioceno até o final do Pleistoceno, permitiu a disperséo ou a
ampliacdo da distribuicdo geograficas dos diversos taxons envolvidos, teve
grande influéncia na evolucédo e composicao da mastofauna neotropical (Webb,
1985; Woodburne, 2010).

Considerada uma das regides biogeograficas mais ricas na diversidade
de cervideos, a regido Neotropical € formada pela riqueza ecossistémica

representada na diversidade dos biomas contidos. Sua biodiversidade é
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abrigada por florestas tropicais secas e Umidas, savanas, manguezais e
montanhas, além das areas de hotspots descobertas em sua distribuicdo desde
0 México e recobrindo todo o continente sul-americano (Myers et al., 2000).

Durante o processo de colonizacdo por toda essa é&rea foram
evidenciadas hipoteses filogenéticas para o qual se revela que pelo menos oito
formas ancestrais de cervideos entraram na América do Sul pelo Istmo do
Panama (Duarte et al., 2008; Merino e Rossi, 2010). Sendo todos os cervideos
neotropicais da familia Cervidae, pertencentes a tribo Odocoileini, € indicado que
0 sucesso adaptativo deste grupo se deva a auséncia de outros ruminantes nas
areas de ocupacdo (Webb, 2000; Hassanin et al.,2012; Gonzalez e Duarte,
2020).
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Figura 1. Relaces filogenéticas de cervideos neotropicais (Odocoileini:
Capreolinae: Cervidae) inferidas a partir do gene mitocondrial Citocromo b.

Fonte: Duarte et al. (2008).

As incursbes de colonizacdo feitas pelos cervideos em ambiente

neotropical podem ter ocorrido em duas etapas, visto o tempo de divergéncia

entre as linhagens ancestrais das subtribos que se dispersaram pela América do

Sul (Duarte et al., 2008). Neste processo de colonizagdo, as espécies

apresentaram adaptacdo a ambientes distintos, desde areas de vegetacdo mais

abertas a formacdes florestais mais densas. Primeiramente, é apontado que a
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forma ancestral de Blastocerina, j& diferenciada antes da formacéo do Isto do
panama, teria acessado a América do Sul no inicio do Plioceno (4,9-3,4 Ma),
através de um fechamento primérdio da passagem panamenha (Montes et al.,
2015). No segundo momento, e sabidamente pela mesma via, a colonizacao ja
seria das formas ancestrais das espécies Mazama americana e do Odocoileus
virginianus, entre o fim do Plioceno e comeco do Pleistoceno (Gilbert et al.,
2006).

Duarte et al. (2008) detalham 6 formas ancestrais distintas para o
processo de colonizacao efetuado pelas espécies de cervideos neotropicais, em
gue se apresenta nesta sequéncia: a) o ancestral de S. gouazoubira e H.
bisulcus; b) o ancestral de B. dichotomus; c) o ancestral de O. bezoarticus, H.
antisensis e P. nemorivagus; e) o ancestral de P. puda; f) um ancestral que deu
origem a M. americana, M. nana, M. jucunda, e g) o proprio O. virginianus. A
polifilia apresentada por um dos géneros da tribo Odocoileini, 0 Mazama, que
apresenta espécies em ambas as subtribos Blastocerina e Odocoileina
(Heckberg et al. 2020).

Com a maioria dos géneros ja diferenciados, a grande diversidade de
cervideos da regido Neotropical é consequente de uma recente e intensa
irradiacdo adaptativa, e que conferiu a convergéncia morfolégica dentre algumas
espécies, por volta de £1,6 Ma (Duarte et al 2008; Gonzalez et al., 2010). Entre
as hipoteses sobre o biotipo dos ancestrais odocoleines, Hershkovitz (1982)
indica um espécime de pequeno porte vivente em todas as Américas durante o
Mioceno-Plioceno, do qual os géneros Mazama e Pudu teriam divergido, e que
futuramente as adaptacdes morfoldgicas evidenciariam o aumento do tamanho
corporal. Entretanto, Merino e Rossi (2010) defendem o oposto: individuos de
portes médios com chifres ramificados e que evoluiria independentemente nas
formas dos géneros Mazama e Pudu, com chifres simples.

Estes dois ultimos géneros citados lideram o interesse de estudos
envolvendo revisdes taxondmicas pela polifilia apresentada, assim como em
Hippocamelus (Hassanin et al., 2012; Heckeberg et al., 2016; Gutiérrez et al.,
2017; Heckeber et al 2020). Outros géneros de Odocoileini precisam ser
investigados (Gutiérrez et al., 2017). Através de analises morfométricas e de
caracteristicas esqueléticas qualitativas sdo apontadas diferencas entre os

espécimes de Odocoileus virginianus da América do Norte e do Sul (Molina e



14

Molinari., 1999). Os mesmos autores evidenciam a variabilidade morfolégica
entre as populacdes de O. virginianus da Venezuela.

Entretanto, Gonzalez e Duarte (2020) demonstram que com o incremento
de dados moleculares, ndo € vista esta diferenciacdo entre as populacbes da
América do Norte e América latina, o que evidencia uma histéria evolutiva
recente com a regido Neotropical, com limite de distribuicdo ao norte na Floresta
Amazonica.

Por conta disso, alguns estudos mais recentes indicam a necessidade de
esforcos no aumento de marcadores morfolégicos e moleculares,
particularmente nucleares, e dados citogenéticos para ajudar na reconstrucao da
complexa histéria evolutiva dos cervideos da tribo Odocoileini e progredir com
sua resolucdo taxonémica (Duarte et al., 2008; Gutiérrez et al., 2017; Heckberg
et al. 2020).

Nos clados recuperados na filogenia molecular inferida através do
marcador mitocondrial Citocromo b, Duarte et al. (2008) (Figura 1) demonstra o
grupamento de espécies divididos nas subtribos de Odocoileini. Com registro do
ancestral comum a 5 Ma, as espécies da subtribo Blastocerina sdo: o veado-
catingueiro (Subulo gouazoubira — ainda tratado no género Mazama), veado-
roxo (Passalites nemorivagus — ainda tratado no género Mazama), cervo-do-
pantanal (Blastocerus dichotomus), huemul (Hippocamelus bisulcus) e veado-
campeiros (Ozotocerus bezoarticus). Ja as espécies pertencentes a subtribo
Odoicoleina, cujo ancestral comum viveu ha aproximadamente 2 Ma atras, sédo
o veado-mateiro-pequeno (Mazama bororo), veado-da-mao-curta (Mazama
nana), veado-mateiro (Complexo Mazama americana), veado-mateiro-centro-
americano (Mazama temama), veado de cauda branca (Odocoileu virginianus) e
veado-mula (Odocoileu hemiomus).

Dentre estas espécies, o género Mazama Rafinesque, 1817 (Mammalia:
Artiodactyla: Cervidae), do qual o veado-catingueiro (Subulo gouazoubira) fazia
parte, tem destaque por apresentar a historia evolutiva mais controversa,
demandando alguns desafios para a sua compreensdo. Os pesquisadores
apresentam resultados congruentes em relagdo a altas taxas de divergéncia
molecular, além dos apresentados pelas evidéncias citogenéticas, que possuem
indicacdes em formarem complexos de formas cripticas das espécies (Duarte et
al., 2008; Figueredo, 2014; Gutiérrez et al., 2017; Cifuentes-Rincon et al., 2020).
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Devido aos altos niveis de homoplasia existente nestes cervideos,
identificacbes baseadas em caracteres morfologicos, seja por investigacdo
morfométrica ou filogenética, sempre foram questionadas (Duarte et al. 2008;
Merino e Rossi, 2010). O viés dessa fonte amostral inferiu erroneamente
sinonimias entre espécies diferentes, posteriormente validadas apds revisao
mais adequada com o incremento de dados moleculares e citogenéticos (Gilbert
et al., 2006; Duarte et al., 2008; Gutiérres et al., 2017; Cifuentes-Rincon et al.,
2020; Heckberg et al., 2020). A convergéncia morfolégica, provavelmente
associada a adaptacOes a ambientes semelhantes (Figura 2) vista nestes

individuos de veados neotropicais dificultou bastante a classificacdo sistematica,

tendo em vista as incertezas taxonémicas e filogenéticas apresentadas.

Figura 2. Espécimes adultos de uma espécie do género Subulo Fischer, 1814,
seguida de outra espécie do género Passalites Cuvier, 1817 e outras quatro
espécies do género Mazama Rafinesque, 1817 que ocorrem no territorio
brasileiro: (A) veado-catingueiro (S. gouazoubira, Fischer, 1814), (B) veado-roxo
(P. nemorivagus, Cuvier, 1817); (C) veado-mateiro (complexo M. americana,
Erxleben, 1777), (D) veado-da-mao-curta (M. nana (Hensel, 1872)), (E) veado-
mateiro- boror6 (M. jucunda, Thomas, 1913) e (F) Veado-mateiro (M. rufa, llliger,
1915). Imagens: José Mauricio Barbanti Duarte.

A diversidade cariotipica dos cervideos é caracterizada pela diversidade
do numero dos conjuntos cromossdmicos em grupamentos morfolégicos de
espécies aparentemente semelhantes, revelando complexos de formas cripticas,
falhas na identificacdo e incertezas taxonémicas (Duarte e Jorge, 2003). Sdo
comumente observados alguns rearranjos cromoss6micos por translocagfes
robertsonianas e fusdes em tandem, e polimorfismos intra e interespecifico.

As sucessOes destes rearranjos podem levar a um isolamento pos-
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zigético, conferindo uma especiacdo simpatrica nas subpopulacdes envolvidas
(Duarte e Jorge, 2003; Tomazella et al., 2017). Herzog e Harrignton (1991)
supdem que a manutencédo desse polimorfismo esta relacionada a regides de
mutacdo neutra e que sO se fixam com o aumento da endogamia numa
populacdo geograficamente isolada. Sendo assim, a condi¢do € demonstrada na
reducdo do numero cromossémico, a partir de um cariotipo ancestral de 2N=70.
Em perfil detalhado este cariotipo possui 68 cromossomos autossémicos
acrocéntricos, um cromossomo X acrocéntrico grande e um cromossomo Y
metacéntrico pequeno (Neitzel, 1979; Fontana e Rubini, 1990).

Este cariotipo ancestral é reconhecido para S. gouazoubira, que em
estudo recente de populacbes do Pantanal apresentou 3 variacdes
intraespecificas dos rearranjos cromossémicos (VALERI et al., 2018). J& no
género Mazama estéo presentes 0s cromossomos b, associados a uma alta taxa
de polimorfismo e variagdo cromossdémica de 2N=32 a 2N=70 (Duarte e Jorge,
2003; Abril et al., 2010b). O Complexo Mazama americana ainda apresenta
variacdo dos numeros dipléides de seus citdtipos congruente a uma coeréncia
geografica (Abril et al., 2010b). Essa amplitude no nimero cromossémico esta
associado a uma fragilidade estrutural dos cromossomos (Tomazella et al.,
2017).

Estas variacdes citogenéticas e moleculares evidenciam os desafios para
as resolucbes das incertezas taxonémicas dos cervideos neotropicais. Ainda
mais quando unida ao fato destas espécies reunirem caracteres morfolégicos
altamente conservados, filogeneticamente ndo informativos e/ou propensos a
convergéncia devido a alta adaptacdo ecoldgica (Heckberg, 2020). Portanto,
através de uma analise integrada de todo esse conjunto de dados, alguns
trabalhos j& caracterizam e designam uma atualizagdo no status taxonémico de
algumas espécies de cervideos neotropicais, de modo a descrever ou revalidar
novas espécies (Duarte et al., 2008; Gutiérrez et al., 2017; Cifuentes-Rincon et
al., 2020; De Farias Peres et al., 2021; Bernegossi et al., 2022).

Cifuentes-Rincon et al. (2020) propde a retirada dos taxons referentes a
Subtribo Blastocerina, restando ao género Mazama apenas as espécies da
subtribo Odocoileina, ligadas a espécie tipo Mazama americana (Erxleben,
1777), de nedtipo localizado na Guiana Francesa. A partir desta definicdo, a

primeira espécie do Complexo Mazama americana € revalidada por M. rufa
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(llliger, 1811) (De Farias Peres et al., 2021). E na subtribo Blastocerina, o género
Subulo para o veado-catingueiro (Bernegossi et al., 2022), da seguimento nos
ajustes taxonomicos solicitados a partir da evidéncia de polifilia para o grupo a
partir de dados moleculares (Duarte et al., 2008; Heckeberg 2020). No mesmo
contexto, outros géneros devem ser designados para M. chunyi, podendo ser
atribuido ao género Subulo por ser grupo irméo, e outro para M. nemorivaga
(Gutiérrez et al. 2017). Esta ultima espécie teve sua atualizacdo taxondmica
recentemente com a revalidacdo do género Passalites sendo designada como
Passalites nemorivagus Cuvier, 1817 (Morales-Donoso et al., 2023).

2.3.Subulo gouazoubira e suas caracteristicas na Caatinga

O veado-catingueiro (Subulo gouazoubira) Fischer, 1814 é a espécie
mais abundante e amplamente distribuida entre os cervideos neotropicais
(Black-Décima; Vogliotti, 2016). Recentemente, a espécie passou por
reavaliacdo taxonomica devido a polifilia demonstrada nos clados recuperados
com outras espécies do género Mazama, o qual S. gouazoubira fazia parte
(Duarte et al. 2008; Gutiérrez et al. 2017; Heckeberg, 2020).

Baseado em parametros morfoldégicos associados a convergéncias
adaptativas do grupo de cervideos neotropicais de médio porte e chifres simples,
o veado-catingueiro foi designado ao género Mazama (Fischer, 1814).
Entretanto, Bernegossi et al. (2022) reuniram evidéncias de andlises
morfologicas, citogenéticas e filogenéticas para transferir a espécie ao género
Subulo Smith, 1827. Posto que, pelo principio de prioridade do Cdédigo
Internacional de Nomenclatura Zoolégica (ICZN) (RIDE, 1999), Subulo é o nome
genérico mais antigo disponivel para suceder a classificacdo do morfotipo
relacionado ao taxon nominal de Cervus gouazoubira Fischer, 1814 (Bernegossi
et al. 2022). Esta classificacdo dada por Fischer foi baseada na descricao de
Gouazoubira de Azara (1801) que por néo ser binomial ndo € valida pela ICZN
e ndo pode ser utilizada. Pela falta do material do hol6tipo descrito por Azara
(1801), este estudo também nos traz a designagédo de um nedétipo através de um
topotipo (espécimes coletados na mesma localidade tipo da espécie descrita),
de Puerto Galileo, do distrito de José Falcon, também em Assuncao, no Paraguai

(Bernegossi et al. 2022).
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Na América do Sul a espécie se distribui a partir do Cerrado, ao sul do Rio
Amazonas, se estendendo por todo o Brasil, chegando a alcancar regides da
Bolivia e por todo o Uruguai, chegando até a provincia de Entre Rios, na
Argentina (Avila-Pires, 1959; Duarte, 1996; Silva-Caballero; Ortega, 2022)
(Figura 3). Alguns autores estendem sua distribui¢cdo a regido do Norte brasileiro
(Grubb, 2005; Canevari e Vaccaro, 2007), mas € estabelecido que na regido
amazobnica esta ecologicamente substituida pelo Veado-roxo (Passalites

nemorivagus) (Rossi, 2000; Duarte et al. 2008).
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Figura 3. Distribuicdo geografica do Veado-catingueiro (Subulo
gouazoubira) na América do Sul. Fonte: Silva-Caballero; Ortega, 2022.
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Ao longo da distribuicdo da espécie sdo observadas variagcfes ecoldgicas,
regionais individuais de coloracao (do cinza escuro até o marrom avermelhado)
e de tamanho (peso entre 11-2 e 5 kg) (Black-Décima et al., 2010), e os
individuos machos da espécie apresentam chifre simples, em forma de espeto.
De habito diurno, a espécie apresenta uma alta plasticidade ecolégica, o que Ihe
confere uma Gtima adaptacéo a diversos ambientes naturais, se estendendo a
ambientes antropizados e areas agricolas (Duarte, 2012; Black-Décima e
Vogliotti, 2016), desde grandes plantacdes de cana-de-acUcar e eucalipto, e
cultivos familiares onde muitas vezes se refugiam em busca de alimento.

Dentre as caracteristicas morfolégicas gerais desta espécie, o padrao
apresentado por Azevedo et al. (2021) (Figura 4) detalha: a presenca de chifres
simples e sem ramificagdes, e a coloracao da pelagem corporal podendo variar
do tom castanho acinzentado ao castanho-amarelado (A); faixa rostral de
coloracdo castanho clara (B); faixas orbitais destacadas com uma mancha
branca evidente sobre os olhos (C); a cauda com abundantes e longos pelos
de coloracao castanha acinzentada amarelada (D); tendo em vista os cervideos
neotropicais de pequeno a médio porte, apresentam uma maior proporcao das
orelhas em relacdo ao tamanho da cabeca como um todo, e com grande
guantidade de pelos (E), e possui uma mancha na extremidade maxilar menor,
e a regido mais clara da regido gular é continua (F).

O S. gouazoubira retém o cariétipo ancestral da familia Cervidae de 2N =
70 e FN = 70, formado por 68 cromossomos acrocéntricos, tendo 0 cromossomo
X acrocéntrico como o maior do lote e o cromossomo Y metacéntrico, como o
menor (Neitzel, 1987; Tomazella et al., 2017; Bernegossi et al. 2022) (Figura 5).
Em alguns casos, quando observada a presenca de uma fusdo céntrica em um
estado heterozigoto, o caribtipo apresentado é de 2n = 69 e FN = 70 (Duarte,
2012; Tomazella et al., 2017).

Na populagao restrita ao Pantanal em que ja foram relatadas variagbes
intraespecificas (Valeri et al. 2018), elas se apresentaram em 3 padrfes de
rearranjos cromossomicos, onde se observa: uma fusdo céntrica no estado
heterozigoto, uma fusdo em homozigose (Tomazella, 2016) e uma fusao entre
0S cromossomos autossémicos 7 e 15. Esta dltima variagdo é visivel no
cromossomo translocado com morfologia diferenciada associada a um aumento

em seu comprimento (Bernegossi et al. 2022).
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A fragilidade cariotipica caracteristica dos cervideos é ocasionada por
variacbes estruturais de comum ocorréncia como as translocacfes
Robertsonianas, mas também por inversdes pericéntricas e fusées em tandem,
além da presenca de cromossomos. Estes rearranjos, a partir do cariétipo basal
de S. gouazoubira, sugerem como ocorre a evolucao cariotipicas dos Mazama,

e consequentemente apresentam um alto nivel de polimorfismo (Duarte, 1998).

Veado-catingueiro

Subulo gouazoubira

Figura 4. Caracteristicas morfolégicas de Subulo gouazoubira. Fonte: adaptado
de Azevedo et al. (2021).

A heterogeneidade gradativa causada por essas variacoes

cromossbmicas podem agir como barreira reprodutiva citogenética, pela
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incompatibilidade causada pelos rearranjos (Wurster e Benirschke, 1968). Estes
fatores podem influenciar os processos de especiacdo em conjunto com a
evolucdao cariotipica da espécie envolvida (Capanna et al, 1977; Tomazella et al.,
2017). A taxa de transmissao destes rearranjos é diretamente relacionada com
a estrutura das subpopulacgdes envolvidas.
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Figura 5. Cariotipo padrdo de um macho da espécie S. gouazoubira (2n=70;
NF=70), sob colorag&o convencional (Giemsa). Fonte: Abril et al, 2010.

Estudos de genética populacional estabelecem que as subpopula¢des de
veado-catingueiro apresentam altos niveis de fluxo génico em sua ampla
distribuicdo, o que revela um cenario de manutencdo do intercambio de
individuos entre as areas, como se nao houvesse barreira geografica para a
disperséo (Bidegaray et al., 2003). Bideragay (2003) encontrou alta variabilidade
genética para uma amostragem de 19 individuos da Argentina, Brasil e Bolivia,
a partir de um fragmento do gene Citocromo b.

A partir de marcadores moleculares dos DNA nuclear e mitocondrial,
Figueiredo (2014) reforca essa ndo estruturacdo geografica, visto agrupamento
de individuos simpatricos estarem distribuidos em clados diferentes da inferéncia
bayesiana aplicada. Além disso, o estudo revela que essas populagbes advém
de uma diversificagdo rapida e recente (1,65 Ma). Todavia, 36 espécimes sao

recuperados em 5 clados filogenéticos e demonstram uma subdivisdo
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haplotipica de uma amostragem de vérias regides do pais, em que apenas dois

individuos eram do Nordeste (Paraiba e Bahia). (Figura 6)
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Figura 6 — Hipotese filogenética recuperada para as populacdes de S.
gouazoubira e P. nemorivagus (ainda tratados como Mazama gouazoiubira e
Mazama nemorivaga), a partis dos Marcadores mitocondriais Cit b e COlI, e os
nucleares MGF e IL16., que denotam a alta diversidade haplotipica. Fonte:
Figueiredo, 2014.

A diversidade adaptativa para diferentes ecossistemas pode influir em
varios aspectos ecoldgicos da espécie como area de vida, comportamento, dieta,
reproducao e selecdo de habitat, e que pode causar algumas variagoes inter e
intrapopulacionais (Vogliotti, 2003). Duarte (1998) e Rossi (2000) relatam que os
individuos do Nordeste brasileiro sdo 0s menores, em comparacdo aos
individuos de outras regiées do pais. Alguns estudos indicam a influéncia da
produtividade ambiental no tamanho corporal e densidade de cervideos,
principalmente em regides secas (Marshal et al., 2006; Wolverton et al., 2009).

O veado-catingueiro é um herbivoro ruminante com estémago dividido em
quatro compartimentos: o rimen e o reticulo que exercem funcdo fermentativa

gracas aos microrganismos presentes, viabilizando a digestéo da celulose, o que
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representa uma vantagem adaptativa na obtencdo de energia e nutrientes
(Putman, 1988). No omaso ocorre a absor¢cdo de agua e minerais encontrados
no alimento, e no abomaso (estbmago verdadeiro) a digestdo de carboidratos e
proteinas. Estes veados tém escolha alimentar generalista por folhas de
arbustos, frutas, flores (Vogliotti, 2003).

O tipo de dieta que o animal necessita condiciona a utilizacdo do habitat.
Autores relatam que existe uma maior movimentacdo do veado-catingueiro em
periodos de menor disponibilidade alimentar (Bonifacio et al., 2015; Black-
Décima, 2000). Nas populacdes da Caatinga € percebido comportamento
oportunista ao se agregarem temporariamente com grupos de bovinos para
conseguir recurso alimentar e hidrico, como é relatado para outras espécies de
cervideos (Cosse et al, 2009; Bonifacio et al, 2015).

A congruéncia entre os padrdes fenologicos reprodutivos das espécies
vegetais que fazem parte da dieta dos cervideos e maior avistamento de filhotes
tém ponto em comum com o sucesso do desenvolvimento ecossistémico gerado
da estacao chuvosa que, em teoria, ocorre do més de dezembro a maio. Essa
condi¢do parece indicar um padrdo reprodutivo devido & sazonalidade das
chuvas, como ocorre para outras espécies do bioma no Nordeste (Bonifacio et
al., 2015). A gestacao dura 7 meses e o cuidado materno é por volta de 6 meses
ou até a proxima cria (Duarte et al., 2012).

O status atual de conservacdo em escala global é classificado como
“Least Concern” (Menos Preocupante), pela Unido Internacional para a
Conservacdo da Natureza (IUCN) - Red List, devido a sua ampla area de
distribuicdo (Black-Decima e Vogliotti, 2016). O contrario do que a classificacao
pode indicar, a espécie ndo € suficientemente estudada nos seus aspectos
biolégicos e ecoldgicos, 0 que gera a escassez de informacdes na literatura
sobre as condi¢des de vida das populagfes selvagens e cativas (Black-Décima
et al., 2010). A espécie que ainda € referida na Red List por Mazama
gouazoubira, ndo figura na Lista Nacional de Espécies ameagadas (MMA, 2022).

Esse déficit de conhecimento e atualizacdo de informacdes sobre o
veado-catingueiro esta atrelado a algumas questbes que constituem nos
principais motivos para a escassez de trabalhos em vida-livre: 1- O
comportamento evasivo da espécie; 2 - A dificuldades de captura dos cervideos;

3 —interesse / expertise cientifico na area de estudo (Carmignotto e Astua, 2017;
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De Farias Peres et al., 2021).

Em escalas regionais, esta considerada como “dados insuficientes” no
Parana, “vulneravel” no Rio Grande do Sul e “em perigo” no Rio de Janeiro
(Bergallo et al., 2000; Fontana et al., 2003; Mikich e Bérnils, 2004).
Recentemente, a espécie foi inclusa como “vulneravel” no estado do Ceara
(SEMA, 2022), sendo esta a Unica classificacdo para o Nordeste, regido em que
autores apontam o seu alto valor cinegético (Oliveira et al., 2003b; Da Cruz,
2005; De Albuquerque et al. 2012a; Alves et al., 2012a, 2016; Bonifacio et al.,
2015; Barboza et al. 2016; Carmignotto e Astla, 2017).

De modo geral, os cervideos tém como predadores os cachorros-do-mato
e felinos, como onca-pintada (Panthera onca) e puma (Puma concolor) e estédo
presentes na Caatinga. Além disso, contribuem na engenharia ecossistémica
pela influéncia na composicao e densidade da vegetacdo, através do consumo
vegetal e também dispersdo de sementes (Cavalcanti et al., 2009b; Feldhamer
e Macshea, 2012; Mertens et al., 2017). Atreladas a esta importante contribuicéo
estdo alguns servi¢os ecossistémicos como a modulacao do ciclo de nutrientes
pelo consumo de biomassa vegetal, e 0 controle populacional das espécies
consumidas (Chiarello, 1999; Cardillo et al., 2005). Cavalcanti et al. (2009b) e
Mertens et al. (2017), relacionam a reducdao do umbuzeiro (Spondias tuberosa
Arruda) na Caatinga com a diminuicdo das populacdes de S. gouazoubira, por
ser um dos principais dispersores naturais do vegetal, importante para nutricao
animal e humana.

Por serem espécies generalistas sdo mais tolerantes as perturbacdes no
habitat, e ttm uma capacidade maior de transicao entre fragmentos florestais ja
reduzidos (Harrisson et al. 2014). Esta habilidade indica a persisténcia das
subpopulacdes viaveis em resposta a complexidade da estrutura do ambiente
em que habitam (Graae et al. 2018). Mas, mesmo com esta relativa tolerancia a
ambientes antropizados (Duarte et al. 2012), as populacbes de veado-
catingueiro sofrem com a consequéncia da perda e fragmentacao de habitats, a
medida que o expdem a uma grande pressao de caca e a patdgenos transmitidos
por espécies exoticas, introduzidas e/ou invasoras (Gonzalez e Duarte, 2020).
Esta espécie tem alto valor cinegético nas comunidades locais do semiarido
brasileiro (Melo et al., 2014), principalmente pelo alto valor como recurso

alimentar, pela biomassa extraida (Rocha-Mendes et al., 2005; Altrichter, 2006),
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mesmo com a cacga de animais silvestres sendo proibida no pais (Brasil, 1998).

Alguns trabalhos da etnozoologia alertam sobre a pressédo da caca para
além da captura esportiva ou de subsisténcia ja bem relatada culturalmente para
S. gouazoubira no Nordeste (Bonifacio et al., 2015; Carmignotto e Astua, 2017).
E consiste na utilizacdo da espécie no uso de partes corporais para fins
medicinais, assim como a variedade de enfermidades tratadas (Oliveira et al.,
2010; Melo et al., 2014). Bezerra et al (2014) relata o declinio populacional, ou
até mesmo a extin¢ao local em &reas que esta perturbacdo ocorre de maneira
intensa na Caatinga. Ademais, predacao por cdes ferais e maior contato com a
disseminacdo de patdgenos, além da interferéncia negativa em seu
requerimento tréfico e uso de area de vida, sdo outras questdes que compdem
o complexo de deterioracdo de uma populacéo silvestre na natureza (Cardillo et
al. 2005).

A maioria dos estudos in situ que envolvem o veado-catingueiro no
semiarido nordestino tém o contexto do conhecimento dos padrdes de
ocorréncia e distribuicdo de mamiferos de médio e grande porte (Feij6 e
Langguth, 2013; Carmignotto e Astua, 2017; Marinho et al., 2018) e alguns outros
ligados ao comportamento alimentar, uso de habitat, reproducdo, taxonomia e
citogenética (Periago e Leynaud, 2011; Romero e Chatellenaz, 2013; Zanetti et
al., 2014; Angeli et al, 2014; Gonzalez et al., 2018; Valeri et al., 2018). Diante a
demanda de conhecimento sobre a composi¢ao ecoldgica, funcional e histérica
das linhagens dessa espécie no dominio da Caatinga, pesquisas com maior
abrangéncia amostral, e que relacionem o0s processos evolutivos com as
particularidades dos filtros ambientais, podem nos indicar como as populacdes
de S. gouazoubira estdo estruturadas entendendo as particularidades

ambientais do bioma.

2.4.Caatinga: Biogeografia, Ecorregides e Histérico de Cervideos

Apresentando uma heterogeneidade de habitats e histéria geoldgica
complexa, a Regido Biogeografica Neotropical € notavel pela sua diversidade
bioldgica, sendo considerada a mais diversa do Planeta. Com uma éarea
geografica ampla, se estendendo desde o centro-sul do México até o centro-sul
da Argentina, apresenta uma grande diversidade de areas, objetos de estudo

gue visam entender a regionalizacdo em diferentes aspectos ecoldgicos (Pérez-



26

Hernadndez e Lew, 2001; Morrone, 2002; 2010; 2022). Atrelado a este contexto,
0s processos historicos de dispersao, vicariancia ou extingdo moldaram os
padrées de distribuicdo geogréafica das espécies contidas (Da Silva e Garda,
2010).

A modulagéo da biodiversidade dessa regido tem hipétese de origem no
periodo Terciario (65 a 5 Ma). Incursbes marinhas, formacfes montanhosas
como soerguimento da Cordilheira do Andes ou o fechamento do Istmo do
Panama na América Central, e as altera¢gBes climéticas consequentes foram
relevantes para o processo de diversificagdo da biota (Leigh et al., 2013). Assim
como o periodo Quaternario (1,6 Ma), que nos ciclos climéaticos de periodos
glaciais e interglaciais, caracteristicos da Era geoldgica, proporcionaram uma
condicdo ambiental que promoveu retragdo e expansdo de formacdes
florestais/areas aberta, e isolamento e disperséo de espécies (Hewit, 2004).

De acordo com Morrone (2014), a regido Neotropical € composta por trés
sub-regifes: a sub-regido das Antilhas, a sub-regido Brasileira, e a sub-regido
Chacoana (Morrone, 2006; 2014; Arana et al. 2021) (Figura 7). Esta ultima, tem
datacdo de formacéao provavel para o periodo do Mioceno Superior (9 a 6,8 Ma)
(Roig-Juiient et al., 2006), e é considerada uma unidade monofilética para a
Biogeografia Cladistica (Morrone, 2006; Avilla et al. 2013). Esta sub-regido
apresenta espécies autdctones e aléctones em simpatria, apresentando um
cenario gerado pelo acréscimo das oscilagfes climaticas ocorridas em toda
regido Neotropical durante o Pleistoceno (1,6 Ma).

Delimitada numa area conhecida como Diagonal de Areas Abertas Secas
da América do Sul (Morrone, 2014), a sub-regido chacoana apresenta uma vasta
conjuncédo de biomas com vegetacao aberta e clima semiarido, dos quais séo
conhecidos: o Chaco, os Pampas, o Cerrado, o Pantanal e a Caatinga. As
pressdes ecoldgicas causada pelas oscilagbes climaticas impulsionaram a
movimentacao da fauna na direcao das altas latitudes para as baixas latitudes.
Isto se deu devido a ocorréncia de invernos na regido Pampeana, com
temperaturas médias muito mais baixas que as ocorridas no Pleistoceno
Superior, condi¢ao biologicamente inviavel para a Biodiversidade vigente (Prado
et al., 1987).

E, por isso, Cartelle (1999) considera a porcao boreal desta diagonal,

representada atualmente pela Caatinga, como um refugio climatico que teria
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abrigado e sustentado uma variedade de taxons adaptaveis a areas secas e
abertas, advindos de uma ampla distribuicdo geografica. Toda a diversidade é
bem representada na variedade dos biomas contidos e suas florestas. Ha
evidéncia de que um periodo de aumento de umidade, ocorrido apés o Ultimo
Maximo Glacial (UMG), de 18.000 — 12.000 anos atras, influenciou a
fragmentacao da sub-regido Chacoana nas provincias biogeograficas definidas
por Morrone (2006) pelos biomas atuais Chaco, Pampas, Cerrado e Caatinga.
No Brasil, ainda inserido na sub-regido Chacoana, uma sub-demarcacao
de uma area biogeografica na mesma area, conhecida por Regido Intertropical
Brasileira (RIB), € considerada uma area biogeografica que se estende pelas
regides Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste, com excecdo dos estados do

Maranh&o, Sédo Paulo e Mato Grosso, respectivamente (Cartelle, 1999; Oliveira

et al., 2017) (Figura 6).
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Figura 6. Delimitacdo da Regi&o Intertropical Brasileira. Adaptado
de Oliveira et al, 2017.

Nela estdo inseridas maioritariamente as provincias da Caatinga e do
Cerrado (41, 42 Figura 7), pertencente ao dominio Chacoano; e as provincias da
Chapada Diamantina, Atlantica e do Espinhaco, do dominio Parana (46, 47 e 50,
respectivamente; Figura 7) (Morrone et al, 2022).

A Teoria do Reflugio foi proposta primeiramente para a Amazbnia por

Vanzolini e Williams (1981), e posteriormente para a regido do Nordeste
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brasileiro por Cartelle (1999), sendo a porcéo representada especificamente pela
area do Bioma Caatinga. Essa hipétese também foi levantada por Ab’Saber
(2003; 2006) na Teoria dos Redutos de Vegetacao e dos Refugios de Fauna. Ela
defende que nas dUltimas glaciacOes, alteracbes climaticas e ambientais
influenciaram a extensao da Caatinga nas &reas litoraneas da porcao atlantica
do Brasil, e no Cerrado a ocupacédo de areas de vegetacao tropical de floresta
Uumida se restringia as planicies amazonicas. Esse cenario favoreceu o refagio
progressivo da fauna mais ao Sul, juntamente com o aumento populacional na
Florestas Sazonalmente Secas (FTSS), na regido do semiarido nordestino
(Haffer e Prance, 2002).

Prado e Gibbs (1993) assumem que esse deslocamento populacional se
deu por um evento Unico de vicariancia, e propdem que o padréo de distribuicdo
atual das espécies das FTSS é disjunto e fragmentado. Essa organizacao seria
um vestigio da expansdo das florestas sazonais e contracdo das florestas
umidas no Ultimo Maximo Glacial, comentada anteriormente. Algumas &reas
chamadas de "Brejos de altitude" abrigam remanescentes desta floresta tropical
Uumida, pretérita na Caatinga, e que unia Amazénia e Mata Atlantica, antes da
retracdo na vegetacdo atual caracteristica do semiarido nordestino (Andrade-
Lima, 1982; De Oliveira et al., 1999). Com base em estudos palinolégicos, o
estabelecimento do clima semiarido é relatado para o inicio do Holoceno (10.000
anos) (Behling et al., 2000).

A Caatinga configura o nucleo de maior extensao das FTSS na América
do Sul (Prado, 2003; Silva et al., 2017a). Compreende * 11% do territorio
brasileiro, se distribuindo em uma &rea de 862.818 kmz2 (IBGE, 2019). O clima
semiarido tem alto potencial de evapotranspiracao (1.500—2.000 mm/ano), baixa
precipitacdo (300-1.000 mm/ano) e estacdo seca de 6 a 11 meses com
temperaturas elevadas (Queiroz, 2006; Sampaio, 2010; Moro et al., 2016; Souza,
2020). Sua formacao florestal forma um mosaico vegetacional desde formacdes
abertas, mais arbustivas, até florestas secas densas, dependendo degradacao
local ou do grau de aridez (Velloso et al., 2002; Silva e Souza, 2018). E nesta
vegetacao séo representadas adaptacdes caracteristicas do bioma: a presenca
de espinhos, como as cactaceas; com herbaceas na estacdo chuvosa; e com

folhas deciduas da estacao seca (Queiroz, 2006; Werneck et al., 2000).
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Figura 7. Provincias biogeograficas da Regido Neotropical. Fonte: Morrone et al.

(2022) com adaptacao de Oliveira et al. (2017).

O bioma é

composto por

uma biodiversidade

relevante, com

representacdes de diversos taxons, em que possui elevado numero de espécies

endémicas (Silva et al. 2018). Em torno de 600 espécies da sua fauna e da sua

flora estdo nas listas de prioridade de conservacao pelo Ministério do Meio
Ambiente (MMA, 2016; CTFB, 2022; Reflora, 2020). A mastozoologia na regido
esta entre as areas de estudo menos exploradas. Dentre as 183 espécies de

mamiferos catalogadas para a Caatinga, contabiliza-se que 45 destas é de
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médio e grande porte, e 11 sdo endémicas (Carmignotto e Astua, 2017; Silva et
al. 2018).

Albuquergue (2017) denuncia a necessidade de aumento da amostragem
de espécies na Caatinga que ainda € bastante desconhecida. O
desconhecimento sobre alguns fatores intrinsecos da biologia das espécies
(comportamento, nichos temporais, busca por recursos) atrapalham na criacéo
de estratégias para abordagens metodoldgicas, e inviabiliza o planejamento e
implantacéo de acdes de conservacao e manejo eficientes (Santos et a. 2011;
Bonifacio et al., 2015; Marinho et al., 2018). Além disso, a reduzida parcela de
investimentos comparadas a Unidades de Conservacdo de outros biomas,
atrapalha a eficiente implantacdo de estratégias proativas de conservacao que
ja contam com informacfes balizadoras para a Caatinga, como: o grau de
integridade do habitat, a conectividade do habitat, a representatividade bioldgica,
a geopolitica e a pressao antropica (Teixeira et al, 2021).

Apesar do destaque de sua importancia, a Caatinga ndo provém um
esforco de conservacdo a altura, sendo considerado um dos biomas mais
negligenciados no interesse de estudos, e por isso mais ameagado e menos
protegido (Banda et al. 2016). Menos de 2% de sua area original esta sob
protecdo de Unidades de Conservacao de Protecdo Integral, apenas 1,3% esta
em reservas com protecdo legal total e mais de 60% de suas areas sao
suscetiveis aos agravos da desertificacao (Tabarelli e Silva, 2003, Fonseca et al.
2017; Silva et al 2017; Antongiovanni et al, 2018; Demartelare, 2021; Teixeira et
al., 2021). Fora todos os desafios ambientais e os agravamentos das acdes
antrépicas, as UC’s do bioma enfrentam desafios na gestdo desde questbes
fundiarias a manutencéo basica da gestdo (The Nature Conservancy Do Brasil,
2000).

Acrescido a esta situagdo, a perda da cobertura vegetal ja chega a 46%,
com grande colaboracdo da degradacao antropica de uma populacdo de 28,6
milhdes de habitantes (IBGE, 2012), em contexto socioeconémico carente, e
dependente dos recursos florestais da Caatinga (MMA, 2016a; Albuquerque et
al. 2017). A forte pressdo da caca e da expansdo da pecuaria de criacao
extensiva de bovinos, ovinos e caprinos, configurando as espécies de maior
namero no bioma chegando a 10 milhdes de cabecas, agravam a depauperacéo
ambiental (Alves et al., 2016; Albuquerque et al. 2017).
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Todo esse contexto estd distribuido geologicamente em dois ambientes,
caracterizados por diferentes tipos de solos, em que a maioria € do tipo cristalino,
além da existéncia dos tipos sedimentar, e terrenos de rocha calcaria (Moro et
al. 2016). Velloso et al (2002) cataloga a variedade de solos desde pedregosos
e rasos a profundos e arenosos. E, baseado em algumas caracteristicas
particulares a cada perimetro, em que se consideram fatores abidticos e
congruéncias de biodiversidade regional, nos propde a delimitacdo da caatinga

em oito ecorregides (Figura 8 - Tabela 1).
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Figura 8. Ecorregifes da Caatinga (Velloso et al. 2002).

Seguindo o conceito ecoldgico de Bailey (2014) para delimitagdo de
ecoregides, Velloso et al (2002) as dividiu como: "Unidades relativamente

grandes de terra e agua delineadas pelos fatores bidticos e abidticos que
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regulam a estrutura e funcdo das comunidades naturais que l& se encontram".
Esses grandes blocos geograficamente distintos se configuram em areas com
condicbes ambientais similares e compartilhamento de espécies, processos e
dindmicas ecologicas (Bailey, 2014). Entretanto, podem ser definidas em
diferentes escalas devido os fatores controladores de cada ecorregido, como
altitude, relevo e padrbes de precipitacdo (Tabela 1), e que podem ser
percebidas pelas alterac6es abruptas nestes padrdes nas regifes de fronteira
entre as ecorregioes (Velloso et al 2002).

Desta forma, as ecoregides sdo importantes meios de planejamento para
acOes de conservacdo, pois reinem aspectos geomorfolégicos, climaticos,
vegetacionais e relativos a estrutura do solo. Essas delimitacdes podem
demonstrar congruéncia com a composi¢do de espécies (Vasconcelos et al.,
2014), como também regionalizar a heterogeneidade do bioma relacionado.
Além disso, formacdes geoldgicas como chapadas e serras compdem nuances
nos padrées apresentados, e que podem influenciar na modulacdo ambiental e

processos de especiagao (Martins et al., 2018)

Tabela 1. Resumo das informacdes sobre as ecorregides da Caatinga.

Ecorregiéo Localizacéo Caracteristica

Inundagdes periddicas
nas planicies
sedimentares

Complexo do Campo Maior Piaui e sudoeste do Maranhao.

Composto pelas

Complexo Ibiapaba-Araripe

Entre o Piaui e o Ceara.

Chapadas da Ibiapaba e
do Araripe

Depresséo Sertaneja
Setentrional

Norte de Pernambuco, e partes
da Paraiba, Rio Grande do Norte,
Ceara, norte do Piaui.

Area mais seca da
Caatinga

Planalto da Borborema

Partes do Rio Grande do Norte,
Paraiba, Pernambuco e Alagoas.

Relevo movimentado e
altitudes superiores

Depresséo Sertaneja Meridional

Maior parte do dominio.

Chuvas regulares;
corpos de agua
tempordarios.

Dunas do Sao Francisco

Centro-oeste do dominio.

Dunas de areias
guartzosas

Complexo da Chapada
Diamantina

Centro-sul do dominio;
Parte mais alta e fria.

Campos rupestres nas
partes altas; caatinga
nas regides baixas.

Raso da Catarina

Centro-leste do dominio.

Caatinga arbustiva;
areia densa

Entretanto Silva et al. (2017a) propde a exclusdo de uma ecorregido

reconhecida por Velloso et al (2002) devido ao fato da regido ser dominada por

campos, com poucos fragmentos com fitofisionomia da Caatinga remanescente
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(Moro et al. 2014, 2016). Como também incluiu a regido do médio Vale do Rio
Séao Francisco por apresentar unidades fisiondbmicas do semiarido nordestino
(Andrade-Lima, 1981; Prado, 2003). Estas alteracdes foram acolhidas pela
atualizacdo do IBGE (2019) (Figura 9).

Ao observarmos a biogeografia histérica podemos compreender a relacao
entre as areas de uma regido amostrada, e conseguimos especificar qual a
sequéncia processual e 0s respectivos momentos de eventos vicariantes
(Cracraft e Prum, 1988). No entanto, é possivel que as barreiras que
aparentemente afetariam grupos de organismos também contribuam para o
delineamento da historia biogeogréafica, desde que haja congruéncia de
resultados. Unida a abordagem da biogeografia cladistica, podemos ainda
verificar possiveis congruéncias biogeograficas entre o taxon e sua area que
possam determinar como os padrbes de distribuicdo puderam ser formados
(Santos; Amorim, 2007b)

“ww -w wow

Figura 9. Demonstracao dos mapas de distribuicdo do bioma Caatinga, em que
(a) estéo inseridas as oito ecorregifes propostas por Velloso et al (2002) e (b)
nos que esta com delimitagdo atualizada proposta por Silva et al. (2017a). Fonte:
Tabarelli et al, 2018.

De Araujo et al (2022) nos traz uma revisao que salienta a Caatinga como
um sistema ecoldgico composto por mosaicos paisagisticos, de heterogeneidade
de habitats sustentada independente do periodo climatico pretérito ou atual. Ele

também defende que o bioma possui compartilhamento filogenético de espécies
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com as das regides do entorno (Harvey et al., 2020), indicando como que alguns
intercambios bidticos sucederam na especiacdo in situ demonstrada pela
endemicidade da regiéo.

Esta biodiversidade é apontada nos registros de espécies da familia
Cervidae, desde o periodo do final do Pleistoceno ao inicio do Holoceno no
Brasil, como os extintos Antifer e Morenelaphus; e os outros géneros ainda
viventes Blastocerus dichotomus, Odocoileus virginianus, Ozotoceros
bezoarticus, Mazama americana e Subulo gouazoubira (Oliveira et al., 2014).
Para a regido Nordeste do Brasil séo confirmadas algumas espécies (Tabela 2
— Adaptada de Oliveira et al., 2014), de grande a médio porte, demonstrando a
diversidade de ambientes que se formaram da Regido Intertropical Brasileira

(RIB) (Anteriormente ilustrada da Figura 6), especificamente na Caatinga.

Tabela 2. Espécies da familia Cervidae registradas do final do Pleistoceno e
inicio do Holoceno no Nordeste brasileiro. Abreviacbes: BA, Bahia; PE,
Pernambuco; PB, Paraiba; RN, Rio Grande do Norte; PI, Piaui.

BA PE PB RN CE Pl
Blastocerus dichotomus X X
Mazama americana X X
Subulo gouazoubira X X X X X
Morenelaphus X
Ozotocerus bezoarticus X

No estado do Ceara foram referidas as espécies Subulo gouazoubira e
Ozotoceros bezoarticus (Gomide, 1989; Magalhaes et al., 1992; Bergqvist et al.,
1997), e Blastocerus dichotomus (De Magalhaes, 1987) em tanques naturais de
depdsitos fossilifero, no mesmo intervalo de periodo geoldgico (Oliveira et al.,
2014). Enquanto que no Parque Nacional da Serra da Capivara, estado do Piaui,
estudos arqueoldgicos apresentam ossadas de Blastocerus dichotomus, extinto
para a regiao, e dos veado-mateiro (Mazama americana) e veado-catingueiro
(Subulo gouazoubira), desde o pleistoceno superior e presentes até hoje na
fauna local (Guérin e Faure, 2009).

Outra espécie, ja extinta, como o Morenelaphus brachycerus, tem registro

no Ceard e em Pernambuco. O material fossilifero é datado em 4 + 2 mil anos
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atras (Avilla et al., 2013). Essa espécie possuia uma plasticidade ecoldgica, com
amplitude geografica desde as areas extra-andinas argentinas a regides mais
Umidas e mais ao norte da Diagonal de Areas abertas. Esta por¢cdo mais boreal
tinha uma condigdo climatica proporcionada apds o fim do LGM até o Otimo
Glacial Climético do Holoceno (HCO) (5 a 3.6 mil). Entretanto, a estabilizacéo do
clima no semiarido e a diminuicdo da umidade ao final do HCO (Tonni et al.,
1999) parecem ter influenciado a extincdo da espécie na regido. A existéncia
desta espécie de grande porte, com chifres enormes, sugere a presenca de
areas de pastagens naturais e condi¢des climéaticas mais amenas para o final do
Pleistoceno na Regido Intertropical Brasileira (Rotti et al., 2021).

Os achados dos estudos de paleozoologia e paleoambiente nos apontam
para a caréncia de dados acerca de conhecimento dos processos
macroevolutivos da familia Cervidae na regido nordestina, para um
entendimento mais amplo da evolucéo das populacfes de espécies existentes.
Além disso, as pesquisas existentes tém seu limite informativo acrescidos do
baixo niumero de dados gerados no Nordeste, e/ou ndo apresenta identificacdo
especifica através da morfologia dos fragmentos fosseis, muitas vezes
identificados como “Cervidae Ident.”.

Diante a demanda, € necessario um maior entendimento sobre o taxon
que apresenta algumas lacunas em sua sistematica, ademais sobre as
populacbes da Caatinga (Carmignotto e Astua, 2017). Para tanto é urgente o
conhecimento dos processos macroevolutivos da familia na regido, para um
entendimento mais amplo da evolucéo das populacdes remanescentes (Alves et
al., 2016; Heckberg, 2020).

2.5.Contribui¢cdes da Filogeografia para a Cervidologia na Caatinga

Do mesmo modo que os trabalhos naturalistas foram ganhando
complexidade com o conjunto multidisciplinar aplicados as investigacdes
cientificas, as abordagens aplicadas nas pesquisas sobre a evolucdo da fauna
Neotropical também agregam inferéncias sob perspectivas integrativas como
paleoclimatologia, bioinformatica e genética populacional (Ribas et al. 2012).
Essa tendéncia nos permite observar aspectos ligados as histérias demogréficas
de espécies e suas subpopulacdes a partir da Biologia Molecular, recuperando

dados sobre padrbes temporais de suas linhagens genéticas. A contribuicdo nos
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esforcos para conservar a diversidade bioldgica € adquirido nas possiveis
evidéncias para reconhecimento de complexos de espécies, a partir do que
poderia se considerar uma unica espécie com ampla distribuicdo (Frankham et
al., 2010). O desconhecimento sobre o status taxonémico do organismo de
estudo pode inviabilizar agbes de conservacao eficientes, impedindo a protecéo
devida a espécies ameacadas, 0 que pode causar mau direcionamento dos
recursos em uma gestao assertiva (Frankham et al., 2010).

A partir da genealogia de marcadores moleculares sob selecdo é possivel
entender os componentes histéricos e filogenéticos das distribuicées espaciais
de linhagens de genes, e 0 que ocorreu na dinamica da paisagem ao longo das
eras que influenciaram a formacdo e a distribuicdo das espécies. O que
possibilita uma perspectiva do contexto temporal mais ampla que enfatiza o
papel das pressbes ecolégicas nas caracteristicas do organismo.
Conjuntamente, relacionam-se as distribuicbes espaciais dentro e entre
linhagens de populacdes cujas relacdes filogenéticas sdo deduzidas. Esta
relacdo permite mensurar o grau de distanciamento entre as subpopulacdes
observadas, sendo um parametro essencial para a compreensao mais robusta
da historia biogeografica. Como o DNA mitocondrial evolui rapidamente sem
recombinacdo intermolecular, € uma consideravel ferramenta dos estudos
filogeogréficos (Avise, 2007).

Pelo fato do mtDNA ser hapléide e de heranca materna, estima-se que a
inferéncia do seu tamanho efetivo populacional (Nemt) seja um quarto da dos
genes nucleares (Nenu). Tal caracteristica os torna menos susceptiveis a
separacédo incompleta de alelos ancestrais, e, portanto, a incongruéncia com a
arvore de espécies (Moore, 1995). Do contrario de uma abordagem baseada em
frequéncias de alelos populacionais, como é tipicamente feita a analises com
marcadores nucleares, a unidade natural e basica de analise para mtDNA é o
organismo individual. Dentre as caracteristicas basicas que implementam o uso
do mtDNA para estudos populacionais e filogeograficos estéo o alto polimorfismo
intraespecifico, o rapido ritmo evolutivo e a heranga matrilinea. Com base nesses
requisitos, as pesquisas de genética populacional podem revelar e mensurar a
distribuicdo da variacdo genética, de modo a esclarecer processos ecoldgicos e
evolutivos. A comparacdo de arvores de genes mitocondriais possibilita a

deteccdo de separacdo incompleta de haplotipos ancestrais, que pode nao ser
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percebida quando somente uma arvore de gene é analisada (Avise, 2009).

Para viabilizar uma melhor fonte de dados, algumas abordagens podem
ser escolhidas no desenvolvimento dos estudos de genética populacional, como
0 uso de amostragem néo-invasiva. Sendo um método eficiente para adquirir
amostragem de espécies elusivas, como é o caso dos cervideos, uma opc¢ao
bem estabelecida é através de amostragem fecal (de Faria Peres et al., 2021; de
Oliveira et al., 2022). Aliada a estratégias de genética forense podem viabilizar
informacgdes relevantes sobre a populacdo estudada. Por serem mais resistente
em amostras degradadas, genes do DNA mitocondrial sdo investigados em
fragmentos de pequenos pares de base (~300pb). O conhecimento sobre a
variabilidade genética das populacdes, e entre elas, auxilia no planejamento de
manejo no caso de perturbacdes ambientais que gerem estocasticidade.

O enfoque da filogeografia nos fornece informacéo para a suposicéo de
areas prioritarias para a conservacao, como também indicam grupamentos
intraespecificos, denominados “Unidades Evolutivas Significativas (ESUs)”
definidas por distribuicdo geografica e padrées genéticos Unicos (Moritz, 1994;
Avise, 2004). Para tanto, no estudo filogeogréafico sdo comparadas informacdes
genéticas e espaciais de varios individuos de uma metapopulagcédo, buscando
inferir sobre suas genealogias e os seus perfis filogeogréficos.

Nos individuos de Subulo, machos e fémeas apresentam estaturas
semelhantes (Duarte, 1996), e esse dado indica uma proporcédo mais equalitaria
na area de vida dos veados por ndo haver demanda de maior taxa metabdlica
de um dos lados (Wecherly, 1993). Existem algumas explicacdes para as
diferentes taxas de filopatria ou dispersao, em que autores indicam um padréo
derivado de estratégias de cada sexo que auxiliam no fithess reprodutivo,
balizado pelo sistema de acasalamento (Dobson, 1982). O fluxo génico das
populac6es de cervideos ocorre principalmente pela dispersdo dos machos, e
que as fémeas apresentam comportamento filopatrico (Greenwood, 1980;
Oliveira et al., 2015). Greenwood (1980) relata que o beneficio para fémeas com
este comportamento esta na familiaridade da area de vida e disponibilidade de
recursos, assim como por apresentarem uma boa relacdo de tolerancia com
outras fémeas. Tais condi¢cdes lhes permitem investimento na geracdo de
descendentes. Ja para os machos a vantagem da dispersdo esta em evitar a

competicdo com outros machos residentes dominantes, e que nao seja
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promovido o endocruzamento com fémeas aparentadas e filopatricas. Mesmo
gue nao tenha nenhuma relacdo direta com a prole, desempenham o papel de
defesa de territério e competicdo pela manutencdo do acasalamento exclusivo
com multiplas fémeas (Greenwood, 1980; Moore e Ali, 1984).

A aplicacdo do NGS ainda é limitada para o tipo de amostragem em
questao, como é o caso do DNA fecal advindo de herbivoros ruminantes como
0s cervideos neotropicais. Ja sendo uma amostra com DNA degradado, ainda
contém uma quantidade significativa de material genético de plantas, bactérias,
fungos e protozoarios. A abundancia e estrutura do DNA contido na mitocéndria
também contribui decisivamente para sua escolha como material modelo para
ser trabalhado em material fecal. Outros estudos demonstram a eficiéncia da
investigacdo de hipoteses a partir do concatenado de sequéncias de fragmentos
de marcadores selecionados, ainda mais quando € levada em consideracao a
informacéo advinda de cada marcador do conjunto (Hassanin et al., 2012).

Mesmo que hajam avancos e aumento no numero de estudos
filogeogréficos, apenas uma pequena fragdo da Biodiversidade é analisada sob
a perspectiva da area de estudo (Avise, 2000). Especificamente, dos poucos
trabalhos envolvendo cervideos neotropicais, Marquez et al (2006), avaliando o
marcador mitocondrial D-loop, evidenciou uma répida expansdo de
subpopulacdes de Cervo-do-Pantanal (Blastocerus dichotomus) préximas ao
Pantanal, entre 28.000 e 25.000 anos, possivelmente promovido pela
precipitacdo de latitudes médias na América do Sul nesse intervalo de tempo.
Outro, mais recente, de Serna-Lagunes et al., (2021) avalia duas populacdes
mexicanas de Mazama temama. Neste estudo é destacado o isolamento
geografico e reprodutivo das populacdes, também através da inferéncia do D-
loop do mtDNA.

Em se tratando dos biomas de vegetacdo aberta, os padroes gerais de
fauna e flora ndo sdo bem reconhecidos, sendo necesséaria a integracado de
perspectivas biogeograficas e filogeograficas com embasamento molecular de
estudos para a América do Sul (Werneck et al., 2011). Com todo o potencial
expresso pela linha de pesquisa, € esperado que se torne uma grande area de
prospeccado do conhecimento das popula¢cdes naturais. Em contrapartida, o
numero de estudos ainda ndo é aplicado de maneira equalitaria, nem em relacéo

a diversidade de taxons e nem para as populacdes da Caatinga em relacdo aos
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outros biomas (Feij6; Langguth, 2013; Alves et al.,, 2016). Através desse
concatenado de saberes da filogeografia é permitido ir além do entendimento
dos processos colonizadores, impactando também nosso entendimento sobre
especiacao, taxonomia e conservagao.

Esse incremento de informacgdes viabiliza o embasamento cientifico que
ja é adotado formalmente para o processo de definicdo de prioridades para a
conservagao regional, e, para tanto, a estruturacdo de um planejamento
sistematico de conservacdo (Araujo et al., 2022). Ao relacionar informagdes
bioticas e ndo-bidticas é possivel identificar as areas prioritarias para a
conservacao a partir de dados da biodiversidade e da paisagem da regido, e dos
alvos e areas de conservacao ja existentes (Watson et al., 2011). Na Caatinga
esse processo ja foi aplicado com éxito, levando a definicbes que protegem
espécies ameacadas, habitats Unicos e ecossistemas ameacados (Fonseca et
al., 2017).

3. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas para as andlises filogenéticas o DNA fecal obtidos de amostras
coletadas em campo (com ampla distribuicdo geogréafica no Bioma Caatinga),
sequencias de mtDNA de amostras do GenBank, do banco de dados do

NUPECCE (sequencias referéncia).

3.1.Amostragem Fecal

As amostras fecais foram coletadas preferencialmente no perimetro do
dominio fitogeografico da Caatinga, em uma delimitacdo de estudo motivada
pela escassa quantidade de informacdes genéticas e filogeograficas do grupo
alvo. Assim, os pontos a serem coletados abrangeram as Areas Prioritarias para
Conservacdo da Biodiversidade da Caatinga, como exposto por Velloso et al.
(2002) e Tabarelli et al. (2003). Os pontos de coleta abrangem 6 das 8

ecorregides propostas para o bioma por Velloso et al., (2002) (Figura 10).
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Figura 10. Pontos de coleta da amostragem fecal espacializados nos 7 estados
coletados. CS: Flona do Sincora; ASO: ARIE Serra do Orobd; MNSF: MoNa do Rio
Séo Francisco; EERC: Esec Raso da Catarina; FNN: Flona de Negreiros; PEMP:
Parque Estadual Mata da Pimenteira; PNVC: Parna Vale do Catimbau; SOP: Serid6
Ocidental Paraibano; FNA: Flona de Acu; Parna Furna Feia; EEC: Estacao
Ecoldgica do Castanhdo; FNAr: Flona do Araripe; EEA: Esec de Aiuaba; PNSC:

Parna da Serra da Capivara.

Foi considerada a correcdo proposta por Silva et al. (2017b) que retira a




Tabela 3. Locais de estudo selecionadas
identificacdo da area de estudo, PN=Parque
Parque Estadual, FN= Floresta Nacional, PI=
Integral, UF=Unidade da Federacdo, US = Uso Sustentavel, PP = Propriedade
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area da ecorregido do Campo Maior do perimetro do dominio da Caatinga,
justamente por sua composicao fitogeografica ser mais relacionada ao Cerrado.
Esta consideracdo é corroborada pela dltima atualizacdo da demarcacao
geografica do IBGE (2019) (Figura 5). Além dessa exclusao, a ecorregido das
Dunas do S&o Francisco também ndo participa da amostragem devido a
inadequabilidade de formacdo florestal caracteristica para a presenca de
cervideos.

Com todas essas consideragdes, e no intuito de uma distribuicdo ampla
das éareas pela regido de estudo, foram selecionados 14 pontos para
amostragem fecal, entre Unidades de Conservacédo de Uso Sustentavel (US) e
Protecdo Integral (Pl) (Tablea 4). Sendo assim, foram priorizadas areas com
suspeita de registro de cervideos (Da Cruz, 2005; Delciellos, 2016; Feij6 et al.,
2016; Dias e Bocchiglieri, 2016; Carmignotto e Astla, 2017), acrescidas de

informacdes locais da comunidade civil.

Particular.

Id Local Clasésaif:j;ggéo UF Ecoregido

1 FN Contendas do Sincora us BA Depressao Setentrional Sertaneja
2 ARIE Serra do Orob6 us BA Complexo da Chapada Diamantina
3 EE Raso da Catarina Pl BA Raso da Catarina

4 MN Rio Sdo Francisco PI AL Depressédo Setentrional Sertaneja
5 FN Negreiros us PE Depressdo Setentrional Sertaneja
6 PE Mata da Pimenteira PI PE Depressdo Setentrional Sertaneja
7 PN do Catimbau Pl PE Depressdo Setentrional Sertaneja
8 FN de Acu us RN Depressdo Meridional Sertaneja
9 PN Furna Feia us RN Depressdo Meridional Sertaneja
10 EE do Castanhéo PI CE Depressédo Meridional Sertaneja
11 EE de Aiuaba Pl CE Depressdo Meridional Sertaneja
12 FN Araripe-Apodi us CE Complexo Ibiapaba-Apodi

13 PN da Serra da Capivara Pl Pl Complexo Ibiapaba-Apodi

14 Microregido do Serido PP PB Planalto da Borborema

Oriental Paraibano

para amostragem fecal. Siglas: Id=
Nacional, EE=Estacdo Ecoldgica, PE=
Unidade de Conservacdo de Protecéo
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3.2.Amostras de Referéncia

Para conferéncia mais acurada das sequéncias nucleotidicas geradas no
estudo, foram selecionadas um bloco de sequéncias de mitogenomas vouchers
de espécimes de cervideos neotropicais, incluindo o neétipo sugerido para S.
gouazoubira, para as analises filogenéticas e filogeogréaficas subsequentes
(Tabela 3). Essa amostragem faz parte do banco de animais coletados pelo
Nucleo de Pesquisa e Conservacédo de Cervideos (NUPECCE) da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias deJaboticabal, Universidade Estadual Paulista
(FCAV, UNESP).

Tabela 4. Lista de individuos e identificacdo das sequéncias de
referéncia utilizadas na matriz de referéncia para anélises
filogenética e filogeograficas (Odocoileini:Capreolinae:Cervidae).

Espécie ID Origem Matriz
Subulo gouazoubira T377 Voucher ingroup
Nupecce
Subulo gouazoubira T389 Ve nEs ingroup
Nupecce
Subulo gouazoubira T082 Voucher ingroup
Nupecce
Subulo gouazoubira T386 l\\I/oucher ingroup
upecce
Subulo gouazoubira T314 I\\l/oucher ingroup
upecce
Subulo gouazoubira NC_020720.1 GenBank ingroup
Passalites nemorivagus T024 Voucher outgroup
Nupecce
Passalites nemorivagus T346 YEugE; outgroup
Nupecce
Passalites nemorivagus JN632660.1 GenBank outgroup
Odocoileus virginianus KM612278 GenBank outgroup
Odocoileus virginianus JN632673 GenBank outgroup
Blastocerus dichotomus NC_020682.1 GenBank outgroup
Ozotocerus bezoarticus MzZ350860.1 GenBank outgroup
Ozotocerus bezoarticus JN632681 GenBank outgroup
Mazama rufa T385 l\\I/ oucher outgroup
upecce
Mazama americana T358 l\\I/ ST outgroup
upecce

Estes individuos tém origem na natureza majoritariamente, e foram

acessados através de criadouros publicos e privados, ou diretamente de
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individuos coletados em vida livre. As matrizes bioldgicas para o DNA variaram
entre amostras de tecido (pele, 6rgdos), pelo e anel leucocitario de sangue total
coletado. Todos estes espécimes tém sua amostragem armazenadas em
alcool absoluto (tecido morto) e nitrogénio liquido (tecido vivo), e principalmente
para 0s espécimes tipo, se apresenta o voucher completo (crénio, pés cranio,
pele e tecidos) depositado na colecéo.

Além das sequéncias identificadas como vouchers, outras sequéncias de
mitogenomas foram obtidas do GenBank para a formacédo da matriz de
referéncia. Para contemplar a andlise feita pelos 4 marcadores mitocondriais
investigados neste estudo, foram escolhidas 9 sequéncias de mitogenomas

entre espécies pertencentes a tribo Odocoileini (Tabela 3).

3.3.Coleta de Fezes em Campo

A expedicao de coleta teve a duracdo de 210 dias, em sequéncia, durando
de 7 de novembro de 2020 a 7 de abril de 2021. A prospeccdo da amostragem
fecal contou com o auxilio de uma cadela detectora de dispersédo, a Nicks,
treinada especificamente para o encontro de fezes de cervideos (Figura 11). E
envolvido neste treinamento o habito ao convivio sem interagdes com outros
animais, visando a protecéo da fauna local de cada ponto de coleta. Para garantir
0 maximo de protecdo contra a introducdo de patologias tanto a fauna local
quanto a cadela de trabalho, foi seguido um rigoroso controle sanitario prévio
feito pelo Hospital Veterinario da FCAV, UNESP campus de Jaboticabal. A
manutencdo do estado saudavel da Nicks consistiu no seguimento das
recomendacbes desta equipe médica veterindria, que incluiam
acompanhamento, e uso de medicacdo e coleira preventivas a contracéo de
doencas e parasitas.

A conducgéo da cadela consistia no monitoramento de seu comportamento
de faro, em que poderia se distanciar do condutor a um raio maximo de 20
metros. Para melhor controle e seguranca da conducéo, o uso de um sino
indicava a distancia adequada de acordo com o volume do som emitido pela
movimentagéao dela.

Na definicdo dos pontos de coleta foram priorizadas Unidades de
Conservacao, visando um ambiente mais conservado possivel, de modo a contar

com areas mais preservadas, menos fragmentadas e com relatos prévios da
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presenca da espécie foco. Para tal feito, foi concedida para o projeto proposto
ao Instituto Chico Mendes de Biodiversidade (ICMBIo), a autorizacédo do Sistema
de Autorizacéo e Informacéao em Biodiversidade (SISBIO) de numeracéo 68020-
3. Como também sob autorizacdo da Agéncia Estadual do Meio Ambiente
(CPRH), para a coleta em Pernambuco. Em cada Unidade de conservagao a

coleta teve o planejamento de ser executada em 7 dias ou até completarem o

namero maximo de quinze amostras fecais.
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Figura 11. (A) Nicks, a cadela farejadora, auxiliar no encontro de fezes de
cervideos, equipada com coleira rastreadora e com seu brinquedo de
recompensa. (B) Registro da postura de encontro da amostra na deteccéo de
faro, na Caatinga.

A escolha das amostras foi criteriosa, visto que nao havia possibilidade de
reamostragem. Sendo assim, s6 foram coletadas amostras “frescas” (com muco,
coloracdo externa esverdeada e sem fungo) ou “menos fresca” (sem muco,
coloracdo interna esverdeada, e sem fungo). Para cada ponto de coleta de cada
amostra fecal foi feita a anotagdo da coordenada geogréfica.

As amostras ndo tiveram contato com as maos do coletor, evitando a
interferéncia de epitélio humano na amostra. Os cibalos fecais foram
armazenados em tubos plasticos de centrifuga com tampa de rosca (Falcom 50
mL). A cada um desses tubos foi adicionado etanol absoluto apés a chegada a
base de campo, mantendo sempre uma propor¢céo minima de 1 volume de fezes
para 4 de alcool (aproximadamente 40 mL de etanol), e estocados em

temperatura ambiente até o momento da extragdo de DNA.
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3.4.Extragcao, Amplificacdo e Sequenciamento das Amostras Fecais

Todas as etapas ligadas as analises moleculares seguiram com a
conferéncia de um controle negativo a fim de verificar possiveis contaminagfes
no processamento. Apés a triagem das amostras utilizadas e o processamento
prévio dos escrementos (Figura 12), o DNA fecal foi extraido através do protocolo
de adsorcéao a silica (Glenn et al., 2004), eficiente para amostras de cervideos
(Oliveira, 2015; Peres, 2015).

procedimentos laboratoriais. A — Mesa de preparo das amostras a serem
extraidas, incluindo etapa de assepsia do instrumental utilizado (agua, cloro 2%,
alcool 70% e chama de lamparina); B — Cibalo selecionado; C — Cibalo
processado para extracdo de DNA.

Primeiramente, a identificacdo da espécie das amostras passou por uma
triagem genética, em que todas as amostras coletadas passaram por Reac¢éo da
Polimerase em Cadeia (PCR), verificando o fragmento de 224pb do gene Cytb.
Este protocolo de digestdo enzimatica como ja estabelecido por Gonzalez et al.
(2009) e Souza et al. (2013) auxilia na identificacdo de cervideos brasileiros. A
partir da hidrélise efetuada pela enzima de restricdo Sspl € possivel verificar um
padréo de restricdo espécie-especifico, demonstrada na reparticdo do fragmento
original em subfragmentos de quantificacfes variadas.

Esta etapa é necessaria para designacado das espécies presentes na
regido amostrada, vide suspeita de ocorréncia de outras espécies de veados

florestais (Complexo Mazama americana (Erxleben, 1777) e Passalites
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nemorivagus (Cuvier, 1817) em &reas de Caatinga e/ou zonas ecotonais.

Para o seguimento das analises, as amostras identificadas passaram por
uma segunda triagem, de acordo com a espacializacdo de coleta. No intuito de
contar com uma amostragem de individuos interdependentes e buscar um
conjunto variavel, foi seguido o respeito a uma distancia minima de 1 km entre
as amostras. Esse intervalo espacial é estabelecido devido a area de vida que é
registrada para S. gouazoubira, que pode alcancar a 64 hectares (Vogliotti, 2003;
Peres, 2015).

Foram investigadas mais outras quatro regides do mtDNA, que foram
consideradas por recuperarem hipoteses filogenéticas com bom sinal
filogenético e suporte estatistico (Ricoldi, 2021), e anteriormente amplificadas
dentre as amostras de referéncia utilizadas neste trabalho. Estes iniciadores
estdo estabelecidos em estudos com cervideos neotropicais (Tabela 4). O foco
em menores tamanhos dos fragmentos a serem amplificados estdo de acordo
com condicdo mais degradada da amostra fecal, que por conter grande
quantidade de compostos secundarios das plantas podem conter alta
prevaléncia de inibidores para a Reacédo de Polimerase em Cadeia — PCR
(Taberlet et al., 1999).

Tabela 5. Caracteristicas dos iniciadores para amplificacdo do DNA fecal.

Regido Tamanho Id. Primer Iniciador (5'-3") Fonte
IDMAZ224-L CATCCGACACAATAACAGCA 2
Cytb 224 pb IDMAZ-H e, Gonzalez et al2009
L14724 CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG
Cytb 480 pb H15149 AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGT  IRWIN et al. 1991
CCTCA
ND2A F TTGCACTCAACAGCCATATT Ricoldi, 2021
ND2 241 pb ND2A R GACTGCATGGACTTGCTTAT
ND5 F TCTCAAACTGACACTGACTTAC . .
ND5 224 pb ND5 R TGCATCTGTTCGTCCATATC Ricoldi, 2021

ND5 252 pb ND5_252 F CCAACCCTACCTAGCATTTCTC

ND5 252 R TACGACGTATTGGCGGTTTC Ricoldi, 2021

A reacgéo de PCR foi padronizada para um volume final de 30ul (25ul de
mix e 5ul de DNA), contendo 1x de tampéo e 1,5 U de Taqg DNA polimerase
(ambos PlatinumTM, Thermo Fisher Scientific); 2 mM de MgCI2; 0,6 mM de
dNTP; 1,3 mg/ml de BSA e 0,5 pM de cada iniciador. As reacdes foram realizadas

num termociclador Bio-Rad C1000 Touch™ Thermal Cycler em um protocolo
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touch down que totalizou 45 ciclos sob as seguintes condigdes: um passo inicial
de 94° C durante 2 min; seguido de 5 ciclos de 94°C-50 seg/ 58°C-50 seg/ 72°C-
50 segq; 6 ciclos de 94°C-50 seg/ 57°C-45 seg/ 72°C-50 seg; 8 ciclos de 94°C-50
seg/ 56°C-40 seg/ 72°C-50 seg; 13 ciclos de 94°C-50 seg/ 55°C-30 seg/ 72°C-
50 seg; 13 ciclos de 94°C-50 seg/ 54°C-30 seg/ 72°C-50 seg e por fim uma
extensdo a 72 ° C durante 10 min.

Os produtos da PCR tiveram sua quantificacdo confirmada pela
visualizacdo em gel de agarose 2%, além de atestar a qualidade do amplificado
sem apresentacdo de bandas inespecificas. Posteriormente, os produtos foram
tratados pelo kit de purificacdo Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega), seguindo as instrucdes do fabricante.

O sequenciamento das amostras, fita senso e anti-senso, ocorreram por
meio do conjunto de reagentes BigDye™ Terminator v1.1 no sequenciador
automatico ABI 3500 DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, California
(CA)), no Instituto de Biotecnologia (IBTEC - Unesp Botucatu). A qualidade das
sequéncias obtidas passou por andlise visual, pelo programa GENEIOUS
(BIALKOWSKA et al., 2017), de acordo com os eletroferogramas

correspondentes, com valores de PHRED =20.

3.5. Tratamento da Matriz de Dados Moleculares

Para confirmar a identificacdo especifica, as sequéncias passaram por
triagem pelo Blast n, e seus pares (senso e anti-senso) tiveram alinhamento
executado através do Geneious v. 7.1.9 (https://www.geneious.com) pelo
método ClustalW, seguido de inspecdo visual. Os blocos de sequéncias
nucleotidicas de cada marcador, das sequéncias de referéncia e as obtidas no
Genbank, tiveram seu alinhamento executado no servidor on-line Mafft (Katohet
al., 2019). A edigéo posterior desse primeiro alinhamento teve a revisao e edi¢céo
feita através do programa MEGA X (Kumar et al. 2018).

No mesmo programa, foram traduzidas sequéncias de DNA dos genes
Cytb, ND2 e ND5 em sequéncia de aminoacidos para busca por stop codons
prematuros. Esse procedimento indicaria possiveispseudogenes. Através de
consulta pelo BlastX foi identificado o frame de leitura correto dos blocos de
alinhamento, o que viabiliza sucesso nas futuras analises de saturacdo e

particao.
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Com as 6 matrizes prontas (de cada um dos genes da amostragem fecal,
e de cada um dos genes da matriz de referéncia), foi possivel concatena-las pelo
programa Mesquite 3.61(Maddison e Maddison, 2019). Na primeira ficou a matriz
nucleotidica apenas com as sequéncias de amostragem fecal para as analises
populacionais. Na segunda, formou-se a matriz total, juntando a primeira com o
bloco de sequéncias de referéncias e as adquiridas no GenBank. A matriz de
referéncia, proveniente das amostras vouchers e sequéncias do GenBank,
formou um bloco 4001 pb, com os trés genes concatenados. Enquanto que a
matriz de DNA fecal totalizou 1179 pb.

A fim de verificar a composicdo da informacéo nucleotidica contida nas
matrizes, seus estados polimorficos foram detectados pelo programa MEGA X,
em que foi possivel contabilizar os sitios variaveis e os parcimoniosamente
informativos. Enquanto o primeiro busca encontrar variagdo pelo menos em um
individuo, o segundo avalia a mutacdo em um determinado sitio em mais de uma
sequéncia incluida na analise (Miyaki et al., 2001).

Para cada uma das matrizes geradas foi aplicado o teste de indice de
Saturacdo de Substituicdo (Iss) com o auxilio do programa DAMBE7.2 (Xia,
2018), a fim de verificar se a informacéo filogenética nas sequéncias pode ter
sido perdida por uma alta taxa de mutagdo em alguma posicado do codon. Para
tanto, foram avaliadas particdes de conjuntos de dados contendo as posi¢oes 1
e 2, e a segunda com a posicao 3 mais propensa a uma taxa de substituicdo
maior do codon. Este indice demonstra que a composicdo da matriz ndo é
saturada se o valor estimado for menor do que o de referéncia, validado pelo
valor de P<0,05. Como resultado, sdo gerados graficos que demonstram relacéo

entre o numero de transversoes/transicdes em funcéo da distancia genética.

3.6.Analises de Genética Populacional e Demografia

No programa DnaSP v. 5.10.01 (Librado e Rozas, 2009) foi gerada uma
representacdo grafica dos valores observados e esperados da historia
demografica das populacdes, a partir de analise da distribuicdo de diferencas
entre pares (mismatch distribution) e a frequéncia de locais de segregacao
(espectro de frequéncias) (Tajima, 1989). Esta representacdo nos revela o
padrao de distribuicdo das populagcdes, de acordo com as intera¢des dentro da

trajetdria evolutiva, como: gargalo genético ou isolamento geografico (Frankham



49

et al.,, 2004). Através dela podemos mensurar o efeito que as mudancas
demograficas historicas tiveram no tamanho populacional das subpopulacdes,
resultando na diversidade genética observada.

Também no DnaSP v. 5.10.01 foram calculadas a diversidade
nucleotidica (1), que avalia a média de diferencas por sitio entre duas
sequéncias retiradas ao acaso de uma amostra, e a diversidade haplotipica (Hd)
gue demonstra a probabilidade de dois haplotipos serem diferentes ao serem
retirados aleatoriamente de uma amostra. O nimero de sitios segregantes (S),
ou polimérficos, apontara os sitios com diferentes nucleotideos, em haplétipos
amostrados de maneira independente.

Os testes de neutralidade foram realizados por meio do programa Arlequin
v.3.5 (Excoffier e Lischer, 2010). Seguindo o modelo de variagéo neutra, foram
avaliados os polimorfismos observados nas sequéncias, de modo a testar a
auséncia de selecdo no conjunto de dados. Esses testes podem indicar
decréscimo, expansédo ou estabilidade populacional (Nielsen, 2001). O teste Fs
de Fu se baseia na probabilidade de que em uma populacdo em equilibrio
observa-se mais haplétipos do que os observados na populacao analisada, com
base no valor estimado de 6 (6 = 4Nepu, em que Ne corresponde ao tamanho
efetivo da populacdo e p a taxa de mutacdo por sequéncia por geracao) (Fu,
1997). O teste D de Tajima é baseado nas diferencas entre os sitios polimorficos
e 0 numero de diferencas nucleotidicas, usando um modelo de sitios infinitos
sem recombinacéo (Tajima, 1989).

A distancia genética entre as populacdes e a andlise de similaridade
também foram mensuradas no programa Arlequin v.3.5 (Excoffier e Lischer,
2010). A distancia genética varia entre 0 e 1, e quanto mais alto o valor, mais
distantes geneticamente sdo as populacbes analisadas. A andlise de
similaridade genética Neighbor-Joining tem como premissa encontrar pares de
unidades taxondmicas operacionais (OTU), que minimizem o comprimento total
do ramo em cada estagio do agrupamento das OTU’s (Saitou e Nei, 1987), sem
depender de taxas constantes de substituigdo nucleotidica. No mesmo programa
foram examinadas as diferencas genéticas entre os grupamentos populacionais
distribuidos nas ecoregides. A partir disto foi calculado o Teste de Variancia
Molecular (AMOVA), que estima a variabilidade dentro e entre as popula¢cdes de

S. gouazoubira, que refletem a correlacdo da diversidade haplotipica em
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diferentes niveis hierarquicos, de acordo com a origem de amostragem (Excoffier
et al., 1992).

Para tanto foi foram formadas simulacdes dos grupamentos populacionais
de acordo com as barreiras geogréaficas que pudessem interferir no fluxo génico
das populagbes: Rio S&o Francisco, Chapada do Araripe e Planalto da
Borborema. Para tal, foi adotada a simulacdo de agrupamentos entre estas
populacdes de acordo com seus pontos geograficos, e que atendessem a melhor
significancia p para os resultados da AMOVA. Desse modo, cada amostra teve
sua localidade propria representada, em que foram testados quatro
grupamentos, com as 35 amostras subdivididas por todas as 3 barreiras
geograficas citadas acima.

Sendo assim, a matriz de distancia geogréfica entre estes grupamentos,
utilizada no AMOVA, foi otimizada pelo software Geographic Distance Matrix
Generator v1.2.3 (Ersts, 2012) empregando as coordenadas de latitude e
longitude representativas a cada ecorregiao.

A rede de haplétipos foi gerada com as matrizes de sequéncias
concatenadas e para cada gene, a partir do software Pop Art 4.8.4 (Bandelt et
al., 1999), que a partir da aplicacdo do método de parcimdnia consegue
estabelecer o relacionamento entre os haplétipos, com limite de conexéao igual a
95%. A construcdo da rede de haplétipos foi aplicada pelo median-joining que se
baseia no critério de redes com minima abrangéncia (minimum spanning
network) e utiliza median vectors (mv) para conectar os haplétipos observados
(SOBER, 1983). Os haplogrupos foram baseados na radiacdo da rede,
avaliando-se a distancia entre os haplétipos e entre os haplétipos derivados e,
quando possivel com o do centro do grupo. A rede foi colorida manualmente,
com auxilio do Excel, considerando a frequéncia do haplétipo em cada dominio

neotropical amostrado.

3.7.Analises Filogeograficas e Filogenéticas

Com o Teste de Mantel (Mantel, 1967) verificou-se a significancia
estatistica entre a matriz de distancias genéticas e a matriz das distancias
geogréficas, sendo geradas 10° permutacGes para determinar os valores de
probabilidade. Ao correlacionar estas duas variaveis (distancia genética e de

distancia geografica), podemos inferir sobre a condicdo de estruturacéo
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populacional.

Através do software Barrier v. 2.2 (Manni et al., 2004), aplicamos o
procedimento de regionalizacdo geografica para detectar os locais de possiveis
barreiras ao fluxo génico, identificando interativamente conjuntos de distancias
genéticas contiguas ao longo de redes de conectividade entre os pontos de
amostragem (Manel et al., 2003). Estas redes sao geradas com aplicacdo da
triangulacéo de Delaunay, com algoritmo de Monmonier (Manni et al., 2004) em
que a representacédo grafica das supostas “barreiras” inferidas pelo algoritmo é
sobreposta a rede de conectividade a fim de identificar importantes
caracteristicas geograficas refletidas pelo conjunto de dados genéticos. O
parametro de distancia genética utilizada foi a linearizada de Slatkin [Fst/(1 -
Fst)], calculada no programa Arlequin v 3.5.2.2 (Excoffier e Lischer, 2010)

No Paup (Swofford, 2003), fazendo uso da aplicacdo do Mr.ModelTest
(Nylander, 2004), foi selecionado o melhor modelo evolutivo de acordo com o
menor valor de Akaike information criterion (AIC) para as analises filogenéticas.
Neste programa também foi realizada a andlise filogenética de Maxima
Verosimilhanca, em que foram realizadas 1000 réplicas de bootstrap (BTS) para
o célculo de suporte dos nds, mas somente para a matriz completa final (fecal e
referéncia).

Para andlise filogenética foram realizadas inferéncias Bayesianas através
da aplicacéo do Mr.Bayes, desenvolvida no servidor on-line CIPRES Science
Gateway (Miller et al., 2011). A anélise de MCMC (Monte Carlo Markov Chains)
contou com 50 milhGes de geracdes para a matriz de DNA fecal completa. A
analise teve a amostragem a cada mil geracdes, e foi realizada com trés corridas
distintas. Os dados das arvores geradas foram sumarizados na melhor arvore,
sendo aplicado um burn-in de 30%. A convergéncia da andlise foi considerada
satisfatdria pois apresentou valores de ESS (Estimated Sample Size) maiores
que 200. As arvores finais foram visualizadas, editadas e tiveram valores de
suporte de probabilidade posterior (PP) implementados pelo aplicativo FigTree
1.4. (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Estas analises contaram com a representacdo de algumas espécies da
tribo Odocoileini, em que o0s espécimes da sub-tribo Blastocerina (Passalites
nemorivagus, Blastocerus dichotomus, Ozotocerus bezoarticus), formaram

ingroup. E outras espécies da sub-tribo Odocoileina (Odocoileus virginianus,
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Mazama rufa e Complexo Mazama americana) representaram as espécies
outgroup.
4. RESULTADOS

4.1.Coleta e Triagem de Amostras Fecais de Cervidae

A expedicdo de campo foi realizada em maioria nas Unidades de

Conservacao propostas (Tabela 6).

Tabela 6. Sumario das localidades das amostras coletadas.

Classificacao N° de
Id Local da UCQ UF amostras
coletadas
1 FN Contendas do Sincora us BA 20
2 ARIE Serra do Orob6 us BA 11
3 EE Raso da Catarina Pl BA 12
4 MN Rio Sao Francisco Pl AL 16
5 FN Negreiros us PE 17
6 PE Mata da Pimenteira Pl PE 20
7 PN do Catimbau PI PE 17
8 Microregido do Seridé Oriental (Municipio de 8
Pedra Lavrada e arredores) PP PB
9 FN de Agu us RN 12
10 PN Furna Feia us RN 17
11 EE do Castanhéo PI CE 10
12 FN Araripe-Apodi us CE 11
13 EE de Aiuaba PI CE 15
14 PN da Serra da Capivara Pl Pl 15
Total 201

PN= Parque Nacional; RPPN= Reserva Particular do Patrimdnio Natural; PE=
Parque Estadual; EE = Estacdo Ecoldgica; FN = Floresta Nacional, MN
Monumento Natural; ARIE = Area de Relevante Interesse Ecoldgico; PP
Propriedade Particular; US = Uso Sustentavel.

Para a Paraiba houve indicacdo da realizacdo das buscas serem feitas
em regides mais serranas, areas de refagio escolhida por varios tdxons na
Caatinga (Bonifacio et al.,, 2015). Por isso as coletas desse estado se
concentraram na Microregidao do Seridé Oriental Paraibano, situada em uma
ampla zona de desertificacdo da Ecoregido do Planalto da Borborema. Os

municipios visitados foram: Pedra Lavrada, Picui, e Nova Palmeira. A outra
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unidade, no Rio Grande do Norte (Estacdo Ecoldgica do Seridé6 — Protegdo
Integral), localizada na Microregido do Seridé Oriental Meridional, apresentou
historico de ultimo avistamento de veado-catingueiro registrado em 2017, e logo
apos de um grande incéndio no perimetro da UC, ndo houve reaparecimento.
Mesmo com a indicacdo de extingdo local por sitiantes, prospeccoes foram
realizadas durante 4 dias, em incursdes no inicio da manha e no final da tarde,
mas sem sucesso no encontro de amostras.

Essa constatacdo é preocupante, visto que a regido do Seridd potiguar e
paraibano, assim como um todo, tem sofrido com a intensificagéo das zonas de
desertificacdo e pressdo da acdo da caca, além da crescente implantacao de
usinas de energia renovavel (edlica e fotovoltaica). Em particular, as usinas
edlicas instalam suas turbinas nas areas mais altas e serranas, 0 que
compromete as areas cada vez mais percebidas como de reflgio para a fauna e
a flora da regido.

Nosso esforco amostral alcancou um total de 201 amostras fecais,
variando de 8 a 20 amostras por localidade dentre as quais 83 foram “frescas”
(com muco, coloragéo externa esverdeada e sem fungo), e 142 “menos fresca”
(sem muco, coloracdo interna esverdeada, e sem fungo). Em cada ponto de
coleta as amostras apresentavam algumas particularidades, como as de Serrita-
PE, onde se relatava escolha alimentar por restos de cupinzeiro. Como
consequéncia, a amostra apresentava um residuo externo bege escuro (Figura
13 - 3). Além disso, foi observada variedade na morfologia e coloracdo dos
cibalos, sendo a maior variedade demonstrada nos municipios da Microregido

do Serid6 Oriental Paraibano (Figura 13 - 4).
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Esec de Aiuaba (CE); 2
e 3— Flona de Negreiros (PE); 4 - Variacdo de formas encontradas na
Microregido do Serid6 Oriental Meridional (PB).

Figura 13. Variag()es'das amostras fecais coletadas. 1-

Nenhuma dessas particularidades afetou o sucesso da extragdo do DNA.
Em alguns casos, foi considerada a necessidade de aumentar a quantidade de
cibalos devido a variacdo nos tamanhos e formas de um ponto amostral para
outro, para que alcancasse a quantidade indicada para o processamento, de até
1mL do tubo de 2 mL. Na triagem da identificacdo especifica, sob protocolo de
digestdo enzimatica, foi detectada a espécie Subulo gouazoubira para todas as
amostras coletadas. Em todas as analises foram utilizados controles positivos de
amostras de veado-catingueiro (S. gouazoubira) e veado-mateiro (complexo
Mazama americana), pela possibilidade de ocorréncia.

Das 201 amostras, 60 delas foram consideradas independentes
espacialmente, sendo representativas de individuos distintos pelo critério

espacial obedecido. Tendo como critério a selecdo de, pelo menos, 5 amostras
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por ecorregido estudada, estas amostras seguiram para amplificacdo e
sequenciamento dos 4 fragmentos de genes mitocondriais propostos para as

analises populacionais e filogeogréaficas subsequentes.

4.2. Amplificagcédo, Sequenciamento e Matrizes Moleculares

Todas as amostras de referéncia selecionadas foram tratadas e tiveram a
delimitacdo dos recortes dos fragmentos dos genes de interesse para cada
conjunto de amostras. Assim, a matriz de referéncia final foi composta por 18
animais e 4001 pb, dentre eles 1190 sitios variados e 930 sitios
parcimoniosamente informativos (28% no Cyt-b, 28%no ND2 e 48% no ND5), e
o ND5 contendo a maior parte do polimorfismo. A comparacdo da matriz de
referéncia completa (4001 pb) com a subdivisdo do delineamento de DNA fecal
(1179 pb) representa 29% do tamanho, apresentando 27% dos sitios
informativos e 27% dos PICs (Tabela 7).

Tabela 7. Informacdes da matriz nucleotidicas das amostras de referéncia e das
matrizes derivadas dela, e da matriz de DNA fecal completa. PICs= “parsimony
informative characters”; pb= pares de base.

Numero de

Matriz Espécimes Tamanho Sitios Variaveis  PICs
1 ReferénciaTotal 16 4001 1140 866
2 Cytb 16 1141 (29%) 317 (28%) 239 (27%)
3 ND2 16 1040 (26%) 270 (24%) 206 (24%)
4 ND5 16 1820 (45%) 553 (48%) 421 (49%)
5 Referéncia Final 16 1179 (29%)  410(36%) 329 (37%)
9 Bloco Final 51 1179 pb 501 311

As amostras fecais selecionadas apresentaram sucesso de amplificacao
de 92%. No entanto, foram admitidas apenas amostras com sequéncias de
qualidade para todos os 4 fragmentos, reduzindo de 60 amostras para 35
amostras a serem utilizadas, com representacdo em todas as ecoregides
(Apéndice B). Adicionalmente a esta matriz foram inseridas 18 sequéncias de
referéncia que representaram haplétipos distintos (Tabela 3 — Topico 3.1). Por
fim, a matriz de DNA fecal completa totalizou 51 espécimes, tendo como modelo
evolutivo selecionado o GTR+I+G.

As matrizes ndo demonstraram saturacdo, como pode ser visto nos
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gréficos (Apéndice A), em que as proporc¢des de transicdo sdo maiores em
relacdo as transversdes, como é idealmente representado para um conjunto de

dados com nivel baixo de saturacao.

4.3.Diversidade Genética e Inferéncias Demograficas

Nas 35 sequéncias concatenadas de ND2, ND5 e Cit b, que formaram um
bloco de nucleotideos de 1179pb, foi detectada a composicdo genética
correspondente de 32.4% a base adenina (A), 31,6% a timina (T), 22,2% a
citosina (C) e 13.8% corresponde a guanina (G). A diversidade genética para
essa matriz foi de 0,024, enquanto a diversidade haplotipica é de 1, definindo-se
em um haplotipo Unico para cada uma das 35 amostras.

Os grupamentos populacionais testados correlacionaram as matrizes de
distancia genética e distancia geogréfica estdo descritos na Tabela 8. Desta
forma, cada grupamento teve amostragem de acordo com as barreiras
geograficas, atrelada ao ponto de distribuicdo de cada amostra numa matriz de

distancia geografica logaritmizada (Tabela 8 — Figura 14).

Tabela 8. Representacdo dos grupamentos das populacbes de acordo das
barreiras analisadas, e suas respectivas amostras representativas.

Barreiras ID das amostras
1 Abaixo do Rio Sao Francisco ‘ 04, 06, 23, 24, 27, 30, 31, 35, 39, 40, 41, 45, 48, 52, 56
2 | Acima da Chapada do Araripe 127, 144, 148, 155, 160, 180
3 Acima Rio S&o Francisco ‘ 66, 71, 83, 84, 102, 108, 215, 221, 225
4 Planalto da Borborema 111,112,113, 114, 117

O valor da distancia genética meédia entre todos 0s grupamentos
populacionais para o bloco de sequéncias concatenadas foi de 0,04. J4 para as
sequéncias de cada um dos genes estudados o ND5 ficou com 0,03, enquanto
que o ND2 teve apenas 0,01 e o Cit b apresentou o valor mais alto de 0,07.
Dentro da estimativa da distancia genética entre grupos representativos
separados pelas barreiras geogréfica_s demonstradas na Tabela 8, as distancias
genéticas significativas (p = 0.05) sdo demonstradas. Dentre os valores de
distancias genéticas entre 0s grupos, 0s maiores estao entre os grupos 1 e 2
(Abaixo do Rio Sdo Francisco e Acima da Chapada do Araripe — a maior, grifada em

cinza), 0S grupos 1 e 4 (Abaixo do Rio S&o Francisco e Planalto da Borborema), € 0s
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0S grupos 2 e 4 (Acima da Chapada do Araripe e Planalto da Borborema). Os
menores valores de distancia genética estao entre os grupos 3 e 4 (Acima do Rio
Séo Francisco e Planalto da Borborema - a menor, grifada em cinza), os grupos 2 e 3
(Acima da Chapada do Araripe e Acima do Rio Sédo Francisco) e os grupos 1 e 3
(Abaixo do Rio Sdo Francisco e Acima do Rio Sdo Francisco) (Tabela 9). Estes
resultados refletem a realidade geogréfica, e denotam o Rio S&do Francisco com
uma barreira determinante no aumento da distancia genética, além da
demonstrada entre as formacdes da Chapada do Araripe e do Planalto da
Borborema.

Tabela 9. Valores de distancia genética entre os grupos separados pelas
barreiras geogréafica.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo3 Grupo4
Grupo 1
Grupo 2 0.0298
Grupo 3 0.0220 0.0217
Grupo 4 0.0265 0.0263 0.0163

Os haplotipos se definiram de maneiras diferentes de acordo com a
concatenacao ou ndo dos genes envolvidos no estudo. O bloco de sequéncias
concatenadas apresentou um haplotipo para cada uma das 35 amostras (Hd =
1,0000), enquanto que para o fragmento do gene de ND5 foram encontrados 22
haplétipos (Hd = 0,9697), 32 haplotipos para Cit b (Hd = 0,9933) e 17 haplotipos
(Hd = 0,9176) para o fragmento de ND2 (Tabela 10). O numero de sitios
polimorficos (S) para ND2 foi o menor com 22, enquanto que o Cit b contou com
335 sitios e 0 ND5 com 124. O maior valor de diversidade nucleotidica (1) foi

observado para o fragmento de Cit b (Tabela 10).

Tabela 10. Valores de diversidade genética. h: namero de haplotipos; Hd:
diversidade haplotipica; S: nimero de sitios polimérficos (incluindo gaps); k:
namero médio de diferencas nucleotidicas; 1r: diversidade nucleotidica

o [0}
Fragmento ; Ade. n _de h (Hd) S k L 0-W/seq.
sequéncias sitios
ND2 241 35 238 17 (0,918) 22 2,727 0,0116 5,584
ND5 252
ND5 224 35 453 27 (0,970) 124 11,45 0,0257 33,752

Cyt b 480 35 488 32(0,993) 335 33,84 0,0699 98,586
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Todos os testes de neutralidade realizados para todo o conjunto de
amostras (Tabela 11) indicaram que as populacfes estdo em expanséo
populacional pelos valores negativos e significativos dos resultados. Os testes

de neutralidade por grupamento amostrado néo foram realizados devido a baixa

amostragem de cada um (menos de 35 amostras).

Tabela 11. Valores dos testes de neutralidade para toda a amostragem.

Fragmento D*deFue F*deFueli FsdeFu D de Tajima
Li
-3,011 -3,066 -9,327 -1,757
ND2241  p005) (P<0.05  (P<0.00) (0.10>P<0.05)
ND5 -4,331 -4,383 -9,291 -2,484
(P <0.02) (P <0.02) (P < 0.000) (P <0.001)
Cyt b -3,148 -3,474 -6,649 -2,501
(P < 0.05) (P <0.02) (P <0.001) (P <0.001)
Concatenado -4,1792 -3,9342 -15,724 -2,470
(P <0.01) (P <0.01) (P < 0.000) (P <0.001)

Os grupamentos de populacbes de S. gouazoubira apresentaram
diferencas na diversidade genética. A maior quantidade de sitios polimorficos (S)
esta no grupamento 1 e a menor quantidade no grupamento 2. Os grupamentos
demonstram variagdo de baixa a moderada nos valores de diversidade
haplotipica (Hd) sendo a menor de 0,17 do grupamento 1, e a maior de 0,45 do
grupamento 2. E para diversidade nucleotidica (1) o intervalo de valores, entre
menor e maior ficou de 0.009 para o grupamento 2, e 0.028 para o grupamento
3 (Tabela 12).

Tabela 12. Diversidade genética dos 4 grupamentos de populacbes
representativas da Caatinga. Abreviacdes: n, nimero de sequéncias; Hd,
diversidade haplotipica; H, nimero de haplotipos identificados; T, diversidade de
nucleotideos; S, niumero de sitios polimorficos.

Grupo ID n S H Ha ™
Abaixo do Rio Sao
1 Erancisco 15 182 15 0.17 0.027174 +/- 0.014095
Acima da Chapada do
2 Araripe 6 25 6 0.45 0.009613 +/- 0.005883
Acima Rio Sao
3 Erancisco 9 127 9 0.26 0.028602 +/-0.015650

4 Planalto da Borborema 5 50 5 0.43 0.018405 +/- 0.011490

Uma rede haplotipica gerada a partir das sequéncias concatenadas,

recuperou as relacdes entre os 35 haplétipos encontrados nas populacdes de S.
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gouazoubira (Figura 15), em que o0s arranjos haplotipicos ndo apontam
coeréncia geografica ao apresentar conexdes com amostras de localidades
distantes geograficamente, como entre as amostragens da Flona de Contendas
do Sincora no sudoeste da Bahia e do Parna do Vale do Catimbau no estado de
Pernambuco.

A configuracdo da rede recuperada mescla o formato reticulado,
designando uma parte da amostragem em estabilidade demografica, e em
estrela, indicando expansdo populacional a partir de um grupamento mais
ancestral e frequente em posi¢cdes centrais. Além disso, a conformacédo em
formato de estrela indica o que indica que a expansao populacional foi num
passado recente, o que também € suportado pela alta diversidade e excesso de
haplétipos Unicos ou de baixa frequéncia. Em posi¢cbes intermedidrias aos
haplétipos recuperados ha presenca vetores médios (pontos pretos entre as
conexdes), demonstrando uma relacédo de existéncia de haploétipos extintos ou
nao amostrados.

O primeiro grupo (em azul) apresenta hapl6tipos numa conformagéo
estrelada e reticulada, reunindo amostragem da Flona de Contendas do Sincora-
BA, ARIE Serr4 do Orobo-BA, Esec Raso da Catarina-BA, Mona do Rio S&o
Francisco-SE, Flona de Negreiros-PE, Parque Estadual Mata da Pimenteira-PE,
Parna do Vale do Catimbau e da Microregido do Seridd Oriental Paraibano; o
segundo grupo (em laranja) com haplétipos numa conformacéo estrelada retne
Esec de Aiuaba-CE e Parna da Serra da Capivara-Pl; e o terceiro grupo (em
vermelho), em conformacao estrelada e reticulada contendo os haplétipos da
ARIE Serra do Orob6-BA, .Esec Raso da Catarina-BA, Flona de Negreiros-PE,
Parna do Vale do Catimbau e Parna da Serra da Capivara-Pl; o quarto grupo
(em verde) somente com trés haplétipos da Microregido do Seridd Oriental
Paraibano; o quinto grupo (em roxo), em conformacao estrelada, com haplétipos
Esec do Castanh&o-CE e Flona do Araripe, e da Microregido do Serido Oriental
Paraibano; e o sexto grupo (em marrom) com haplétipos da Flona de A¢u-RN,
do Parna Furna Feia-RN, Esec do Castanh&o-CE e Parna da Serra da Capivara-
PI.
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Figura 14. Rede de haplétipos dos fragmentos dos genes concatenados (ND2 + ND5 + Citb)
das amostras de S. gouazoubira reproduzida pelo método median-joining. Os tragos nos
ramos indicam passos mutacionais entre os hapl6tipos relacionados. Os pontos pretos séo
0s median vector que sdo representacfes de haplotipos intermediarios e faltantes a rede
gerada.CS: Flona do Sincord; ASO: ARIE Serra do Orobd; MNSF: MoNa do Rio Séo
Francisco; EERC: Esec Raso da Catarina; FNN: Flona de Negreiros; PEMP: Parque Estadual
Mata da Pimenteira; PNVC: Parna Vale do Catimbau; SOP: Seridé Ocidental Paraibano;
FNA: Flona de Agu; Parna Furna Feia; EEC: Estacao Ecologica do Castanhdo; FNAr: Flona
do Araripe; EEA: Esec de Aiuaba; PNSC: Parna da Serra da Capivara.
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A configuracdo de distribuicAo desses haplétipos tem sentido na
contiguidade geografica dos locais das Unidades de Conservacdo. Vale a
ressalva de que haplotipos do Ceara ndo aparecem conectados com haplotipos
abaixo da Chapada do Araripe (estados de Pernambuco, Sergipe e Bahia),
enquanto que os haplotipos da Microregido do Seriddé Oriental Paraibano,
presentes na ecorregido do Planalto da Borborema se agrupam em sua maioria.
A topologia da rede recuperada para as inferéncias de cada gene (Apéndice C) também
mesclam formato reticulado e em estrela, como também apresentam vetores médios
pela inexisténcia de haplétipos ja extintos ou nao amostrados.

Para a inferéncia de estruturacdo genética das populacbes de S.
gouazoubira foram utilizados os grupamentos populacionais anteriormente
citados (Tabela 8). Assim, foi possivel estimar os melhores resultados a serem
encontrados na AMOVA (Tabela 13), de modo a testar a diferenciacdo genética
entre populagbes que estariam separadas pelas barreiras geogréfica testadas:
Rio S&o Francisco, Chapada do Araripe e Planalto da Borborema.

O valor de FST para a AMOVA par a par (Population pairwise FST)
(Tabela 14) foi significativo para uma baixa diferenciacdo genética dentro dos
grupamentos separados pelas barreiras genéticas (Fst = 0.04572, p = 0.00238+-
0.00051). Este denota a ocorréncia de fluxo génico entre os grupos, explicado
pelo sistema de acasalamento poliginico dos cervideos. Os valores entre os 3

grupos (Fct) ndo apresentou um valor de significativo.

Tabela 13. Valor de Fst definidas pela AMOVA par a par

Origem de Somados | Componentes | Porcentagem | indice de
L d.f AR [T ) ~ P-values
variacdo guadrados | de Variancia | de Variacdo | Fixacéo
Entre os grupos | 4 58.025 0.66600 Va 4.57%
Dentro das 0 FST 0.00238+-
subpopulacdes 30| 430.889 13.89964 Vc 96.11% 0104573 | 0.00051
Total 34 | 488.914 14.56564 100%

Nas comparagdes de Fst par a par, os grupos 1 e 2 (Abaixo do Rio Sao
Francisco e Acima da Chapada do Araripe) demonstraram valores significativos
de moderada diferenciacao (Fst = 0.07220, p = 0.01109+-0.0011), assim como
a relacéo entre os grupos 1 e 4 (Abaixo e acima do Rio Sao Francisco) (Fst =
0.06351, p =0.04316+-0.0019), 2 e 3 (Acima da Chapada do Araripe e Acima do
Rio S&o Francisco) (Fst = 0.05263, p = 0.02762+-0.0015) e quase apresentando
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alta diferenciacdo genética os grupos 2 e 4 (Acima da Chapada do Araripe e
Planalto da Borborema) (Tabela 15). Asrelacbes dosgruposle2;1le4,e2e
4 também sdo apontados com os maiores valores de distancia genética (Tabela
9).

A moderada estruturacao apresentada entre 0os grupos nos valores de Fst
na AMOVA par a par, unida ao valor de FST dentro de cada grupo revelando
baixa estrutura genética, é condizente com a homogeneizacéo das populacdes,
demonstrada nos valores baixos de diversidade nucleotidica, e médios a baixo
de diversidade haplotipica. O que aponta o recorrente fluxo génico entre os 4
grupos propostos pela analise de acordo com as hipoteses de barreiras

geograficas.

Tabela 14. Relacdo de valores de Fst nas comparacdes par a par entre 0s
grupamentos. A — Valores de Fst; B — Valores de significancia p.

A 1 2 3 4

1 0.00000

2 0.07220 0.00000

3 0.00954 0.05263 0.00000

4 0.06351 0.12330 0.04016 0.00000

B 1 2 3 4
1 *

2 0.01109+-0.0011 *

3 0.21552+-0.0047 0.02762+-0.0015 *

4 0.04316+-0.0019 0.01346+-0.0011 0.10415+-0.0027 *

O teste de Mismatch distribution permite distinguir quais subpopulacdes
permaneceram estaveis ao longo do tempo (curvas multimodais) e populacdes
que sofreram expansdo demogréafica a partir de uma populacdo fundadora
pequena (curva unimodal). Este teste ajustou-se ao modelo de uma populacéo
de tamanho constante. A comparacédo da distribuicdo observada pela esperada
apresentou uma distribuicdo multimodal, com valor pequeno e significativo (Rz2=
0,0549, =61,758 e T= 0,000). O grafico se apresenta com uma distribuicdo de
maior propor¢cdo de comparagbes com baixo numero de diferengas. Isso
acontece em casos de inclusdo de hapl6tipos com um baixo namero de
substituicdes e, portanto, € demonstrada que a nossa amostragem apresenta
uma histéria evolutiva mais recente. O que se interpreta que as amostras

extraidas sdo de populacbes em equilibrio demografico ou subdivisdo
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populacional, demonstrada pela presenca de varios picos definidos, os quais
indicam expansdo populacional unida a oscilacbes das frequéncias

demograficas (Figura 15).
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Figura 15. Analise de Mismatch distribution demonstrando oscilacbes no
tamanho populacional total de S. gouazoubira na Caatinga. As frequéncias
observadas (linha vermelha) e esperadas (linha verde) obtidas sob um modelo
tamanho constante das populacdes.

4.4.Inferéncias Filogeograficas e Filogenéticas

O teste de Mantel resultou em um valor positivo, porém sem uma
associacao significativa (r = 0.044; p = 0.29). Este dado revela que ndo existe
evidéncia de isolamento por distancia nestes grupamentos separados por
barreiras geograficas, para estes marcadores. Ou, que a distancia genética nédo
sofre o efeito do isolamento por distancia, isto €, independente do quéao distante
geograficamente as subpopulagdes estejam, ndo ha influéncia nas distancias
genéticas amostradas.

Entretanto a andlise da triangulacdo de Delaunay encontrou barreira
genética associada a geografia, com suporte de valor de bootstrap de 100%.
Estas barreiras identificadas sédo areas onde as diferencas dos pares de
populacbes sdo maiores. Essa inferéncia auxiliou a gerar pistas sobre a

paisagem delimitada na amostragem pela Caatinga, a ponto de identificar os
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locais de existéncia das barreiras por apresentar uma taxa de mudanca abrupta
de distancia genética das subpopulacdes inferidas.

Assim, a divisdo das populacdes foi recuperada em trés grupamentos: 1
— unindo a amostragem majoritariamente de baixo e de cima do Rio Sao
Francisco, mas abaixo da Chapada do Araripe; 2 — isolando as alteracdes de
altitude e relevo do Planalto da Borborema, na Paraiba; 3 — e a amostragem da
Rio Grande do Norte e norte do Ceara (acima da Chapada do Araripe) e Piaui
(Figura 16). Esse resultado esta congruente com o demonstrado pelas conexdes
dos haplétipos demonstrada na rede recuperada a partir dos dados dos
fragmentos de genes concatenados (ND2 + ND5 + Citb) das amostras de S.

gouazoubira (Figura 14)
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Figura 16. Plotagem da triangulacdo de Delaunay, indicando os
grupamentos amostrais de acordo com as hipGteses de barreiras
geograficas ao fluxo génico na distribuicdo dos individuos de S.
gouazoubira na Caatinga. CS: Flona do Sincora; ASO: ARIE Serra do
Orob6; MNSF: MoNa do Rio Sdo Francisco; EERC: Esec Raso da
Catarina; FNN: Flona de Negreiros; PEMP: Parque Estadual Mata da
Pimenteira; PNVC: Parna Vale do Catimbau; SOP: Serid6 Ocidental
Paraibano; FNA: Flona de Acu; Parna Furna Feia; EEC: Estacéo
Ecoldgica do Castanhdo; FNAr: Flona do Araripe; EEA: Esec de
Aiuaba; PNSC: Parna da Serra da Capivara.

As estimativas de reconstrugdo filogenética tendo como suporte
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sequéncias de outras espécies de cervideos neotropicais, mostraram que o
Subulo gouazoubira da Caatinga forma clado exclusivo (Figura 17). Dentro deste
grande clado, subclados demonstram a disposicdo dos espécimes sem
representar coeréncia geografica, nem relacdo com a disposicdo das
ecoregioes.

A filogenia obtida pela matriz de dados de DNA fecal completa, indicaram
topologias convergentes em ambas as abordagens de Inferéncia Bayesiana e
Maxima Verosimilhanca (Figura 17 - Imagem das arvores espelhadas no
Apéndice D). Todos os clados do outgroup e dos espécimes voucher de veado-
catingueiro apresentaram bom suporte, com valores de probabilidade posterior
(PP) acima de 0,9 e bootstrap (BT) acima 0,8 para a maioria dos clados, com
excecao dos clados de divergéncia mais recente.

Os clados formados pelos individuos de veado-catingueiro da
amostragem fecal, também apresentaram suporte de probabilidade posterior
(PP) acima 0,9 e valores de bootstrap (BT) também acima de 0,9. A estrutura
destes clados pode ser reflexo da presenca de linhagens diferentes, com
distribuicdo simpatrica, e por isso a baixa resolucao na apresentacéo de clados
derivados. A presenca da politomia observada pode ser reflexo da moderada
diversidade haplotipica unida a baixa diferenciacdo entre as subpopulacdes,
também demonstrada na AMOVA. Além do mais, a arvore filogenética
reapresenta a maioria das relagcbes demonstradas pela rede de haplétipos e
entra em consenso com a triangulacao de Delaunay, quando nos poucos clados
formados estdo subdivididos individuos dos mesmos pontos de amostragem
(Figura 16). A coeréncia da distribuicdo da amostragem nos ramos também é
percebida na rede de haplétipos para os dados concatenados (ND2 + ND5 +
Citb) (Figura 14).
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S. gouazoubira
Caatinga

S. gouazoubira
América do Sul

P. nemorivagus

B. dichotomus

O. bezoarticus
Complexo

M. americana
Outgroup

pelo MrModelTest do programa Paup, de acordo com o menor valor de Akaike information criterion (AIC). PP: Probabilidade Posterior;
BT: Bootstrap. CS: Flona do Sincora; ASO: ARIE Serra do Orobo; MNSF: MoNa do Rio S&o Francisco; EERC: Esec Raso da Catarina;
FNN: Flona de Negreiros; PEMP: Parque Estadual Mata da Pimenteira; PNVC: Parna Vale do Catimbau; SOP: Seridé Ocidental

Paraibano; FNA: Flona de Acu; Parna Furna Feia; EEC: Estacdo Ecoldgica do Castanh&o; FNAr: Flona do Araripe; EEA: Esec de

Aiuaba; PNSC: Parna da Serra da Capivara.
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5. DISCUSSAO
5.1 Genética Populacional, Demografia e Filogenia

O presente trabalho conseguiu delinear informacgdes relevantes acerca da
organizagdo populacional das linhagens do veado-catingueiro (Subulo
gouazoubira) no dominio da Caatinga. Nossa amostragem demonstra
estruturacdo genética de acordo com as barreiras geograficas da Chapada do
Araripe, do Planalto da Borborema e o Rio S&o Francisco. Além disso, é inferido
que essas populacdes se mantenham em tamanhos populacionais estaveis e em
expansdo, com recorrentes gargalos genéticos causados por oscilacbes em
suas frequéncias demogréficas, dado ilustrado pela rede de haplotipos raros.
Acrescido a estes dados, as populac¢des analisadas formam um clado Gnico na
filogenia recuperada o que pode indicar a ocorréncia de uma Unidade Genética
para a Caatinga.

Assim como demonstrado em outros estudos da espécie, estas
populacdes de veado-catingueiro apresentam organizacdo populacional
influenciada por algumas caracteristicas, como: distribuicdo simpatrica entre
suas populacdes e com outras espécies de cervideos, ampla capacidade
dispersiva, plasticidade ecoldgica e adaptacdo a ambientes antropizados, assim
como um sistema de acasalamento poliginico essencial para o a manutencao de
sua diversidade genética.

As populagbes apresentaram diversidade nucleotidica de (1) = 0,041 e
diversidade haplotipica alta, Hd = 1 em analise global. Entretanto, para cada um
dos grupos houveram diferengas significativas nos dados de diversidade
genética. Para os grupos acima da Chapada do Araripe (populacdes do Ceara e
do Rio grande do Norte) e do Planalto da Borborema (populacdo da Paraiba)
existe a evidéncia de expanséao devido a um numero de diversidade nucleotidica
baixo e diversidade haplotipica moderada (Tabela 12). Em contrapartida as
populacdes acima e abaixo do Rio Sdo Francisco (populacdes da Bahia, de
Pernambuco, Sergipe e do Piaui) demonstram baixos valores de diversidade
nucleotidica e haplotipica. Estes dados indicam que estes grupos sofrem ou
sofreram efeito de gargalo recente, e aponta para o risco proveniente da baixa

variabilidade genética populacional por reduzir a aptiddo de adaptacdo a
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oscilacbes provocadas adversidades ambientais.

Através dos testes que comparam a relacdo entre os haplétipos e suas
distribuic6es geogréficas foi possivel detectar baixa estruturacdo na populagao
de veado-catingueiro nos grupos analisados de acordo com a subdivisdo das
barreiras geograficas. Na analise da populacéo total a espécie apresentou uma
baixa estruturagdo dentro dos grupos, mas nas comparagdes entre 0s pares
foram evidenciadas diferencas significativas com estruturacées moderadas,
coerentes com valores de distancia genética significativa (Tabelas 9 e 15). Esta
estruturacdo que esta relacionada com as formacdes geograficas tem seu maior
valor, de quase alta estruturacédo, entre as populacdes presentes acima Chapada
do Araripe (populagbes do Ceard e Rio Grande do Norte) e Planalto da
Borborema (populacdo da Paraiba). O que pode indicar o grupo do Planalto da
Borborema como a mais isolada entre as demais.

As diferencas na diversidade genética e haplotipica demonstrada em
nossos resultados, e que conferem um grau de isolamento, corroboram com os
resultados baseados pela triangulacdo de Delaunay, de acordo com barreiras
genéticas ao fluxo génico. Justamente por isolar a populacdo do Planalto da
Borborema (Paraiba) e demonstrar uma interrupcdo de fluxo génico entre as
populacdes acima da Chapada do Araripe, mantendo as populacdes do Ceara
apenas com conexdes com as populacdes do Piaui e Rio Grande do Norte
(Figura 16). Enquanto que as populagbes da Bahia, Pernambuco e Piaui se
mantém conectadas, demonstrando que o Rio Sao Francisco nao significa uma
barreira ao fluxo génico entre estes grupos.

Estes parametros entram em acordo com a diversidade haplotipica e
nucleotidica, de baixa a moderada, relatada nestas analises de genética dos
grupamentos da espécie. Isso se baseia na investigacdo a partir de marcadores
de heranca matrilinea, acrescido ao comportamento social de casais. A estrutura
genética de uma populacdo é caracterizada pelo numero de subpopulagdes
contidas nela, as frequéncias de diferentes variantes genéticas em cada
subpopulacao e o grau de isolamento genético destas subpopulac¢des. Portanto,
mesmo que haja fluxo génico entre estas subpopulagbes a geografia pode
determinar os padrbdes de dispersédo fazendo com que a distribuicdo de alelos

nao ocorra de maneira aleatoria, e formando os grupos com pool génicos como
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os demonstrados para a nossa amostragem.

Nossos dados se assemelham aos de Aristimufio et al (2015), que a partir
da investigagdo do marcador mitocondrial D-loop, encontrou estruturacdo na
organizagdo populacional para individuos de veado-catingueiro distribuidos
entre o Norte e o Sul do Uruguai, como também da Bolivia e Brasil. A partir de
investigacdes apenas com o citocromo b e com amostragem da Argentina, Brasil
e Bolivia, Bideragay (2003) também constatou alta diversidade haplotipica (Hd =
0.632) para um conjunto de 19 individuos, apresentando resultados semelhantes
aos nossos. Diferentemente, e também utilizando o gene Citocromo b , Elizondo
et al. (2010) demonstram um haplétipo central compartilhado por individuos da
Argentina, Brasil, Paraguai, Bolivia e Uruguai, além de caracterizar uma
coeréncia geografica com a distribuicdo de alguns hapl6tipos. Nos nossos
resultados o maior nimero de haplétipos compartilhados esta presente no
fragmento de gene do ND2, seguido do ND5 e o Citocromo b fica por ultimo.
Mas, o estudo de Elizondo et al. (2010) se assemelha ao nosso resultado quando
estabelece uma estruturagdo moderada para as populagdes do Brasil e da
Argentina. Ademais, o estudo anteriormente citado de Serna-Lagunes et al.,
(2021), com outra espécie de veado florestal, 0 Mazama temama, diferentemente
dos nossos resultados, destaca o isolamento reprodutivo e geogréafico das
linhagens de através da inferéncia do D-loop do mtDNA.

E chamado “Deme” a entidade dinamica de populagdo reprodutiva
composta por individuos transitérios ao longo do tempo. A partir da interacao
entre eles, o pool génico de uma populacéo é formada, podendo reter gametas
potenciais que garantem a manutencao da espécie ao longo das geracdes. O
sistema de acasalamento nesta dinamica € o compartilhado, e quanto maior sua
abrangéncia espacial, dispersiva e reprodutiva o Deme chega a representar a
populacdo de uma espécie inteira. Os cervideos sdo mamiferos poliginicos,
tendo o macho uma alta capacidade dispersiva e reproducdo com fémeas de
grupos distintos; e com as fémeas filopatricas com um nivel adaptativo a
consanguinidade. Esta dinAmica de acasalamento proporcionaria o equilibrio da
diversidade genética a que atende o sistema, evitando excessos dos efeitos
endo e exogamicos. Mesmo sendo filopatricas, as fémeas podem cumprir uma

movimentacao local em busca de recursos para a sobrevivéncia (Black-Decima,
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2000; Purdue et al. 2006), ainda mais em regibes com as caracteristicas
ambientais do semiarido nordestino.

Nossos resultados demonstram que para a populacdo de veado-
catingueiro ndo ha relevancia da influéncia da distancia geografica no isolamento
das linhagens genéticas dos marcadores utilizados, o que parece contraditério
com 0s outros resultados supracitados. Seria necessario um maior namero
amostral maior quantidade de dados moleculares para a resolugdo desta
evidéncia. Contudo, a espécie possui distribuicdo simpéatrica de suas
subpopulacdes, unida ao comportamento reprodutivo correlacionado com a
disponibilidade de recursos, e que esta relacionada com o regime de chuvas na
Caatinga (Bonifacio et al., 2015). Este € um ponto relevante a se destacar para
o entendimento de sua organizacdo populacional. E como esta espécie nao
possui sazonalidade reprodutiva, € provavel que a oscilacao climatica atue como
um filtro ambiental que influencie nestas populacdes, o que poderia resultar
numa estocasticidade ambiental (Vellend et al., 2014).

Portanto, por seu sistema de acasalamento proporcionar o
compartilhamento de individuos numa metacomunidade (Leibold el al., 2004), e
denota a interdependéncia e conectividade das subpopulacfes (Werneck, 2011).
Por ser uma espécie generalistas e de ampla capacidade de disperséo, o S.
gouazoubira é selecionado sob variacdes bidticas e abidticas do semiarido
nordestino, como um regime de chuvas restrito a cinco meses do ano, diferencas
de altitudes, alta temperatura e evapotranspiracéo, baixa umidade, entre outras.
E mesmo que existam particularidades destas variacbes nas ecoregides do
dominio da Caatinga, poderiam ndo ser relevantes para o estabelecimento de
padrdes de distribuicdo determinados pela distancia geografica e/ou pelo nicho
ecoldgico (Vellend, 2016).

A modulacdo das flutuacées climaticas ocorridas na Diagonal de Areas
Abertas, que apresenta padrdes evolutivos multiplos, ocasionou um padréao
misto de areas de distribuicdo das espécies amplamente distribuidas nesta sub-
regidao (Muller, 1973; Werneck et al. 2011). Este cenéario € principalmente
evidenciado na rede de hapl6tipos com informacdes de genes concatenados
deste estudo. A presenca da conexao de haplétipos geneticamente distantes

pode ser explicada por um possivel contato secundario entre as linhagens com
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origens diferentes. Pelo que se apresenta na rede haplotipica de cada gene
estas relacdes sdo percebidas. Vale ressaltar que a o padrao observado nas
redes em formato de estrela é observados para populacdes que passaram por
expansdo demogréfica recente, enquanto que o formato reticulado denota uma
estabilidade demografica (Hartl e Clark, 1997).

Além disso, também sdo percebidos haplétipos de maior frequéncia e
multiplas conexdes, o que denota uma alta probabilidade de serem ancestrais.
E esperado para esses haplétipos que tenham ampla distribuicdo geogréfica,
visto que o0s processos dispersivos permitiram a distribuicdo desses
grupamentos ao longo das geracdes. Da mesma maneira, também estéo
presentes haplétipos com uma Unica conexao, ligados a haplotipos da mesma
populacdo. Onde pode-se presumir que eles evoluiram recentemente e,
portanto, ndo tém tempo de apresentar padrées de disperséao.

Mesmo sem definicho de haplogrupos para a rede de genes
concatenados, subdivisbes sdo congruentes com a evidéncia das barreiras ao
fluxo génico. Estas barreiras possuem particularidades ambientais de suas
localizagBes geograficas, do Rio Sdo Francisco, nas diferencas de altitude e
relevo do Planalto da Borborema e com a barreira de altitude existente na
Chapada do Araripe (Velloso et al., 2002).

Entretanto, a comunicacao das subpopulacdes da margem inferior do Rio
Sao Francisco (populagbes da Bahia e Sergipe) com as subpopulacbes da
margem superior do Rio S&o Francisco (populacdes de Pernambuco e Piaui),
podem refletir um marco de conexdo dada a rota de dispersdo histérica
associada a formagao do aquifero e as incursées marinhas (Ab’saber, 1997).

Carmignotto e Astda (2017) demonstram que para pequenos mamiferos,
as alteracdes moduladas pelo Terciario e Quaternario no Rio S&o Francisco,
também provocaram barreira ao fluxo génico. O que pode gerar um padréo
biogeografico em que se evidencia uma distribuicdo divergente entre populacdes
da margem superior e inferior deste importante aquifero (Faria et al. 2013). Além
disso os autores também destacam a ocorréncia de padrdes de diferenciacéo
desde o final do Terciarios ao Quaternério inferior, modulados pelas alteracdes
climaticas e ambientais que resultaram na mudanca da vegetacdo assim como

na formacéao de barreiras fisicas (Pennington et al. 2006; Werneck et al. 2012).
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Duarte et al. (2008) prop8e que a expansao populacional da espécie tenha
ocorrido durante o Pleistoceno, em que colonizou diferentes ambientes durante
as oscilacdes climaticas desta Era geoldgica, e que resultaram em baixos niveis
de diferenciacdo geogréfica. Esta grande expansao demogréafica gerou uma alta
variabilidade haplotipica ocorrida no periodo Pleistocénico na América do Sul, o
que entra em acordo com o0s resultados atuais dos parametros demograficos
aqui apresentados.

O teste de Mismatch distribution apresenta um padrdo multimodal,
demonstrando uma populacdo em equilibrio demografico, e a presenca dos
outros picos reforcam processos expansivos populacionais abruptos associados
a efeitos estocasticos de processos de extingdo impulsionados pela deriva
genética e eventos de gargalo populacional e contracdo repentina de espécies
(Rogers e Harpending, 1992). A oscilacdo demografica indicada por esse
resultado pode estar relacionada as ameacas que o veado-catingueiro sofre na
Caatinga. Mesmo que a espécie apresente certa adaptacdo a ambientes
antropizados e plasticidade ecoldgica, é conhecida pelo alto interesse cinegético,
e ainda estad sujeita a constantes pressdes de exploracdo, fragmentacdo do
habitat, autoconsumo pelas comunidades locais e predacdo por carnivoros
(Aristimufio et al. 2015; Bonifacio et al., 2015). Por sua vez, os testes de
neutralidade aplicados neste estudo indicaram expansdo demografica nas
populacdes analisadas. Por mais que os testes de D da Tajima e Fs de Fu sejam
influenciados pelo nimero amostral (Ramos-Onsins, 2002; Ramirez-Soriano et
al., 2008), os resultados destes testes foram congruentes com a topologia da
rede haplotipica e a analise de Mismatch distribution. Esta Gltima anélise avalia
a distribuicdo do numero médio de diferencas par a par entre as sequéncias,
utilizando a estatistica R2 que é mais adequada para pequenas amostragens
(Ramirez-Soriano et al., 2008).

A hipotese filogenética recuperada pela analise bayesiana da alto suporte
ao clado exclusivo para as linhagens mitocondriais de S. gouazoubira, inferidas
nesta analise, com diversificacdo mais recente que 0s outros representantes da
mesma espécie da América do Sul (outras regides do Brasil e Paraguai —
localidade tipo). Esta evidéncia indica a possibilidade da consideragéo de uma

unidade genética para a populacdo da Caatinga. Esta classificacdo se faz a
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populacdes com evolucdo independente e com distribuicdo historicamente
delimitada, sem considerar a distribuicdo atual de variacbes fenotipicas,
apresentando monofilia para haplétipos mitocondriais (Moritz, 1999). Entretanto
€ necesséria amostragem mais ampla de outros biomas, assim como fontes
amostrais complementares como marcadores nucleares e abordagens
morfométricas para o inicio das consideracdes. Além disso, os subclados
formados tém coeréncia com os grupamentos apresentados da rede haplotipica
deste estudo.

5.2 Contribuicdes da Amostragem néo-invasiva para o estudo de

Cervideos na Caatinga.

A relevancia desta pesquisa para uma boa inferéncia nos estudos de
genética populacional e filogeografia € pela representatividade relevante no
esforco amostral. A possibilidade da investigacdo a partir de amostragem néao-
invasiva foi primordial para o desenvolvimento do estudo in situ para caracterizar
a diversidade genética dos cervideos analisados. Essa abordagem metodolégica
acrescida a aptiddo do faro da cadela farejadora auxiliar na coleta, possibilitou
uma ampla amostragem com amostras georreferenciadas, permitindo um amplo
espectro para os estudos filogeogréficos.

Além disso, ha de se destacar a importancia das Unidades de
Conservacdo (UC) implementadas na Caatinga. Mesmo com baixissima
porcentagem de cobertura (menos de 2% do territorio), as Unidades visitadas
proporcionaram numeros expressivos de amostragem. Mais especificamente,
um gradiente de sucesso € percebido ao passo em que se aumentam as
influéncias de agdes antrépicas no entorno ou dentro dos perimetros das UC'’s.
Enquanto, que nas Unidades mais preservadas a amostragem passava do
namero estipulado (15 amostras), outras Unidades que eram invadidas por
rebanhos de animais de produgé&o ou sofriam com a pressao da acdo de caca
tinham reducao na amostragem. O fato mais alarmante acontece justamente fora
de uma Unidade de Conservacdo, nas coletas realizadas na Microregido do
Serido Oriental paraibano, que além das influéncias do agravamento das zonas

de desertificagcdo a Biodiversidade ainda sofre com a pressdo de acdes
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antropicas. E mesmo que as buscas fossem realizadas em varios municipios foi
a regido de menor amostragem deste trabalho.

As informag6es aqui concluidas terdo maior robustez com o aumento da
amostragem com populagdes de biomas vizinhos pode estabelecer o
conhecimento de zonas hibridas e diferenciacdo populacional, ao passo da
deteccado do nivel de fluxo génico existente entre as populagcdes. Acrescido das
técnicas de biologia molecular, podemos analisar pequenos fragmentos
mitocondriais, explorados de amostragem fecal, foi possivel delinear uma matriz
de dados informativa para este estudo. Uma metododologia de identificacdo de
espécies de cervideos, a partir de um fragmento de 224 pb do gene Citocromo
b tratado com enzimas de restri¢cdo, foi proposto por Gonzélez et al. (2009) para
espécies da Mata Atlantica. Neste trabalho, a metodologia também se mostrou
eficaz na identificacdo de espécies das amostras da Caatinga. Além disso, o
enriguecimento da informacdo genética a partir da juncdo de marcadores
variaveis (ND2, ND5 e Cit B) suportaram o sinal filogenético necessario para as
inferéncias genético-populacionais e filogeograficas.

Nesta questdo, esforcos devem ser aplicados para o aumento da
amostragem em numeros de individuos e regiées moleculares investigadas para
gue se atinja uma informacéo mais robusta a cerca da histdria evolutiva e natural
das populacdes da Caatinga. A aplicacdo de inferéncias de abrangéncia
gendmica aliados a amostragens ndo-invasivas ja € aplicado a alguns grupos
animais, e € urgente o desenvolvimento de técnicas que possibilitem essa fonte
investigativa para estudos de espécies elusivas como os cervideos (Carroll et
al., 2018).

O clado filogenético exclusivo para a populacdo amostrada indica a
necessidade de mais estudos que caracterizem e protejam o potencial evolutivo
da espécie no semiarido nordestino (Black-Décima e Vogliotti 2008). Vale
salientar que a espécie s possui atualizacdo do status de conservacéo para o
estado do Ceara (SEMACE, 2022) em que esta classificada como “vulneravel’.
Sendo 0 que se apresenta, e se conclui com os resultados encontrados neste
estudo, fica evidente a necessidade de delineamentos estratégicos para a
conservacgao das populacdes de veados da Caatinga. Ao passo que podemos

conhecer uma representacdo de sua historia evolutiva e demogréfica, €
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essencial um maior conhecimento sobre as caracteristicas ecoldgicas a que se
submetem em ambientes de variacbes bidticas e abidticas extremas e
consequentes filtros ambientais, como o do Semiarido nordestino.

Deste modo, o incentivo da conservagdo dessa espécie amplamente
distribuida na regido nordestina poderia desencadear critérios para definicdes de
novas areas prioritarias a conservacdo, com a formacao de mais Unidades de
Conservacdo, neste bioma que ja é tdo negligenciado e tem potencial
desacreditado. As conclusdes aqui contidas podem integrar um conjunto de
informacdes paras subsidios de conservacdo desta espécie que é uma das
maiores representantes dos mamiferos de médio porte ainda existentes na

Caatinga.
6. CONCLUSOES

Este estudo contou com consideracBes da genética populacional
atreladas barreiras geograficas da Caatinga, em que foram analisados
parametros populacionais, demogréficos, filogenéticos e filogeograficos para
predizer sobre o perfil das populacbes de veado-catingueiro (Subulo
gouazoubira Smith, 1827) no bioma do semiarido nordestino. Com base nos
resultados aqui expostos, a populacdo dos cervideos da Caatinga apresenta
baixa estruturacdo genética, o que denota a manutencao de fluxo génico entre
as subpopulacdes visto seu sistema de acasalamento poliginico, mas que é
modulado por barreiras ao fluxo génico entre determinadas populacbes
relacionadas a formacdes geograficas com diferencas de altitude.

Além disso, mesmo que a amostragem total demonstre uma alta
diversidade haplotipica, o gradiente desse parametro entre valores baixos a
moderados, unido ao resultado que revelam oscilagbes demograficas com
expansdes populacionais repentinas denunciam recorrentes gargalos
populacionais que depauperam a variabilidade genética desta espécie que tém
alto interesse de caca no bioma para fins alimentares e culturais. Portanto, é
urgente a avaliacdo do status de conservacdo da espécie para os estados do
bioma, devido escassez de dados que subsidiem eficientes a¢des de educacao
ambiental e conservacao in situ. A formagéo de um clado filogenético exclusivo,

pode indicar a suspeita de uma Unidade de Conservacao Significativa, sendo
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necessario enriquecimento de dados para a confirmacdo desta suspeita. E
relevante para a abrangéncia desta pesquisa destacar o sucesso do uso de
amostragem nao-invasiva, por DNA fecal, aliada ao uso da cadela farejadora que
proporcionou amplo espectro no numero amostral, justamente com a
identificacdo eficiente do método RFLP criado originalmente para espécies de

cervideos da Mata Atlantica.
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Transicoes (S) e Transversoes (V)

APENDICE A

ANALISE DE SATURACAO POR SUBSTITUICAO
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Figura 1A. Gréfico de saturacdo por substituicdo. Transi¢cdes (S, em azu) e
transversodes (V, em verde) em funcdo da distancia genética, calculada par-a-par
através do modelo TN93. A andlise foi realizada para 18 sequéncias de
cervideos das matrizes de referéncia completa (4001 pb), ND2 (1140 pb), ND5
(1820 pb) e Cit-b (1141 pb). E também, na 32 posi¢édo do cdédon dos genes Cit-b
(488 pb) e ND5 (393 pb) e ND2 (238pb).
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DNA Fecal Completa E'

Transicoes (S) e Transversoes (V)
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Figura 2A. Gréfico de saturacdo por substituicdo. Transicoes (S, em azu) e
transversodes (V, em verde) em funcdo da distancia genética, calculada par-a-
par através do modelo TN93, para 53 sequéncias de cervideos da matriz de
DNA fecal completa (1179 pb).




APENDICE B
Tabela 1B. Lista das localidades amostradas com pontos de georeferenciamento.
Ecorregido ID uc Latitude Longitude
Depresséao Sertaneja Meridional 4 CS04 41°6'50.26" W 13°55'5.08" S
6 CS06 41°6'43.04" W 13°56'8.85" S
83 PEMPS83 37°59'24.33"W 9°33'24.25"S
84 PEMP84 37°59'27.43"W 9°33'56.32"S
102 PNC102 37°59'1.92"W 9°34'10.95"S
108 PNC108 38°18'13.34"W 7°53'36.81"S
35 MNSF35  38°18'31.56"W 7°53'1.00"S
39 MNSF39 37°20'38.19"W 8°30'59.83"S
40 MNSF40 37°19'52.26"W 8°31'16.04"S
Complexo Chapada Diamantina 23 ASO023 40°29'31.09"W 12°19'40.08"S
24 ASO24 40°29'29.31"W 12°19'38.01"S
27 ASO27 40°29'26.46" W 12°19'31.18" S
30 ASO030 40°28'57.23"W 12°20'1.88" S
31 ASO31 40°29'17.49"W 12°20'32.76" S
Raso da Catarina 41 EERC41 38°27'51.98"W 9°40'3.20"S
45 EERCA45 38°28'7.85"W 9°39'25.03"S
48 EERC48 38°28'53.02"W 9°39'2.40"S
52 EERC52  38°29'34.88"W 9°38'53.55"S
56 EERC56 38°29'45.44"W 9°48'51.40"S
Complexo Ibiapaba-Apodi 160 FNAri60 39°31'9.27"W 7°19'33.25"S
215 PNSC215 42°36'27.79"W 8°48'1.21"S
221 PNSC221 42°32'35.23"W 8°50'12.75"S
225 PNSC225 42°42'46.85"W 8°51'52.16"S
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UC's

Cs Floresta Nacional Contendas
do Sincora-BA

PEMP Parque Estadual Mata da Pimenteira-PE

PNC ParNa do Catimbau-PE

MNSF MoNa do Sao Francisco-SE

ASO ARIE Serra do Orob6-BA

EERC EE Raso da Catarina-BA

FNN FloNa de Negreiros-PE

FNAr FloNa do Araripe-CE

PNSC ParNa Serra da Capivara-PlI

SOP Serid6 Oriental Paraibano-PB

FNA FloNa de AcU-RN

PNFF ParNa Furna Feia-RN

EEC EE do Castanhao-CE

EEA EE de Aiuaba-CE

Continua...



Continuacéo...
Ecorregido ID uc Latitude Longitude
Planalto da Borborema 111 SOP111  36°24'10.30"W 6°43'57.18"S
112 SOP112 36°24'5.44"W 6°43'47.51"S
113 SOP113  36°27'37.64"W 6°39'23.34"S
114 SOP114  36°25'59.17"W 6°42'41.48"S
117 SOP117  36°25'49.94"W 6°42'34.00"S
Depresséo Sertaneja 66 FNNG66 39°24'11.99"W 7°58'22.48"S
Setentrional
71 FNN77 39°25'15.31"W 7°58'20.18"S
127 FNA127 36°57'26.18"W 5°33'39.72"S
144 PNFF144 37°30'20.50"W 5°2'18.04"S
148 EEC148 38°22'13.44"W 5°28'37.94"S
155 EEC155 38°23'23.96"W 5°31'1.02"S
180 EEA180 40°10'34.30"W 6°36'18.88"S

Fim.
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APENDICE C
REDES HAPLOTIPICAS POR GENE ANALISADO

Para as redes dos genes separados foram recuperados grupamentos
formados por haplétipos compartilhados na distribuicdo de amostragem. Na rede
haplotipica os circulos maiores representam o grupamento mais diversos. Foram
identificados 17 haplétipos, com 5 varidveis para o ND2, 27 haplétipos, com 4
variaveis, para o ND5 e 32 haplétipos, 2 variaveis, para o Cit b. Na tabela x, os
grupamentos com maiores variabilidades amostrais sdo detalhados (Apéndice
B). Os outros haplétipos de cada gene séo haploétipos Unicos por amostra.

Tabela 1C. Relagdo entre os haplétipos compartilhados nas analises de cada
fragmento de gene e suas ecoregides provenientes. CS: Flona do Sincora; ASO:
ARIE Serra do Orobd; MNSF: MoNa do Rio Sdo Francisco; EERC: Esec Raso da
Catarina; FNN: Flona de Negreiros; PEMP: Parque Estadual Mata da Pimenteira;
PNVC: Parna Vale do Catimbau; SOP: Serid6 Ocidental Paraibano; FNA: Flona
de Acu; Parna Furna Feia; EEC: Estacdo Ecologica do Castanhdo; FNAr: Flona
do Araripe; EEA: Esec de Aiuaba; PNSC: Parna da Serra da Capivara.

NO

N° Hap. Pontos de
Gene Hap Variaveis Hd H Grupamento Coleta Estados
CS, ASO,
04, 06, 27, 31, MNSF, BA, SE,
ND2 17 5 0916 1 40, 48, 84, 102 EERC, PE
PEMP, PNVC
MNSF,
2 i is PNVC.ASO. oo
’ EEC, EEA ’
3 111,112,144  SOP, PNFF PB, RN
4 117,127 SOP, FNA PB, RN
5 155, 160 EEC, FNAr CE
04, 06, 31, CS, ASO,
ND5 27 4 0,969 | 1 39 40, 48 MNSF, EERC BA, SE
2 111, 112 SOP PB
3 127, 221 FNA, PNSC RN, PI
4 155, 160 EEC, FNAr CE
Citb 32 2 0,993 | 1 24,27, 113 ASO, SOP, BA, PB
2 144,148 PNFF, EEC RN, CE
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Figura 1C. Rede de haplétipos recuperada das sequéncias nucleotidicas do fragmento do gene
mitocondrial Citocromo b das amostras de S. gouazoubira analisadas. Os tracos nos ramos
indicam passos mutacionais entre os haplétipos relacionados. Os pontos pretos sdo 0os median
vector que sao representacdes de haplétipos intermediarios e faltantes a rede gerada. CS:
Flona do Sincora; ASO: ARIE Serra do Orob6; MNSF: MoNa do Rio S&o Francisco; EERC:
Esec Raso da Catarina; FNN: Flona de Negreiros; PEMP: Parque Estadual Mata da Pimenteira;
PNVC: Parna Vale do Catimbau; SOP: Seridé Ocidental Paraibano; FNA: Flona de Acu; Parna
Furna Feia; EEC: Estacdo Ecologica do Castanhdo; FNAr: Flona do Araripe; EEA: Esec de
Aiuaba; PNSC: Parna da Serra da Capivara.
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Figura 2C. Rede de haplétipos recuperada das sequéncias nucleotidicas do fragmento do
gene mitocondrial ND2 das amostras de S. gouazoubira analisadas. Os tracos nos ramos
indicam passos mutacionais entre os haplotipos relacionados. Os pontos pretos sdo 0s
median vector que sdo representacdes de haplotipos intermediarios e faltantes a rede
gerada. CS: Flona do Sincora; ASO: ARIE Serra do Orobd; MNSF: MoNa do Rio Sao
Francisco; EERC: Esec Raso da Catarina; FNN: Flona de Negreiros; PEMP: Parque
Estadual Mata da Pimenteira; PNVC: Parna Vale do Catimbau; SOP: Serido Ocidental
Paraibano; FNA: Flona de Acu; Parna Furna Feia; EEC: Esta¢édo Ecoldgica do Castanhdo;
FNAr: Flona do Araripe; EEA: Esec de Aiuaba; PNSC: Parna da Serra da Capivara.
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Figura 3C. Rede de haploétipos recuperada das sequéncias nucleotidicas do fragmento do gene
mitocondrial ND5 das amostras de S. gouazoubira analisadas. Os tragos nos ramos indicam
passos mutacionais entre os haplétipos relacionados. Os pontos pretos sdo os median vector
gue séo representacdes de haplotipos intermediarios e faltantes a rede gerada. CS: Flona do
Sincord; ASO: ARIE Serra do Orob6; MNSF: MoNa do Rio S&o Francisco; EERC: Esec Raso
da Catarina; FNN: Flona de Negreiros; PEMP: Parque Estadual Mata da Pimenteira; PNVC:
Parna Vale do Catimbau; SOP: Seridé Ocidental Paraibano; FNA: Flona de Acu; Parna Furna
Feia; EEC: Estagdo Ecologica do Castanh&o; FNAr: Flona do Araripe; EEA: Esec de Aiuaba;
PNSC: Parna da Serra da Capivara.
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APENDICE D
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Figura 1D. Hipoteses filogenéticas geradas a partir de sequéncias concatenadas da matriz
completa de 51 amostras (referéncia e fecal) representacdo da tribo Odocoileini (Capreolinae:
Cervidae). Do lado esquerdo a analise gerada por inferéncia bayesiana no programa Mr. Bayes,
com valores de suporte da probabilidade posterior (PP), e do lado direito a analise de Maxima
Verosimilhanca feita pelo programa Paup, com valores de suporte de bootstrap. O modelo evolutivo
definido para ambas as reconstrucdes foi 0o GTR+G, indicado pelo MrModelTest do programa Paup,
de acordo com o menor valor de Akaike information criterion (AIC).



