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CARACTERIZACAO MORFOLOGICA, CITOGENETICA E MOLECULAR DE
Mazama americana (ARTIODACTYLA: CERVIDAE) A PARTIR DE UM TOPOTIPO
ATUAL

RESUMO-, A espécie Mazama americana (veado-mateiro) é conhecida como a
maior espécie pertencente ao género Mazama, e também um dos cervideos mais
abundantes e amplamente distribuidos na floresta Neotropical. A espécie ja passou
por diferentes classificagbes taxondémicas ao longo do tempo devido a potencial
existéncia de diversas espécies dentro do que hoje é conhecido como M. americana.
E considerada um complexo de espécies cripticas, pois apresenta alta taxa de
paralelismo morfologico entre individuos com uma variacdo cromossémica coerente
em termos geograficos, sugerindo a existéncia de unidades evolutivamente distintas.
Assim, o objetivo do trabalho foi propor um neétipo para M. americana a partir da
caracterizacdo morfoldgica, citogenética e molecular de um topoétipo, no sentido de
fazer uma descricdo emendada da espécie a partir de uma visdo integrativa,
permitindo assim a comparagdo com outros padrfes jA descritos na literatura
considerados M. americana. Para tanto, um individuo foi coletado na localidade tipo
da espécie (Guiana Francesa), e caracterizado por técnicas de morfologia tradicional
(medidas cranianas, coloracéo da pele, biometria corporal) e morfometria geométrica,
assim como por analises citogenéticas (banda C, banda G, coloracdo Ag-NOR,
coloracdo convencional de Giemsa) e moleculares (analises filogenéticas de genes
mitocondriais e nucleares). Os resultados corroboram evidéncias da existéncia de um
complexo de espécies dentro do que hoje se considera M. americana, ja que, segundo
0s seus padrdes citogenéticos, o topo6tipo ndo se enquadra em nenhuma variante da
espécie até agora conhecida. Molecularmente, as andlises indicam a existéncia de
pelo menos duas espécies diferentes dentro deste taxon. A similaridade morfologica é
clara dentro de todas as variantes, comprovando mais uma vez que as unidades
taxonémicas do veado-mateiro sdo muito dificeis de se diferenciar sé pelos caracteres
morfolégicos. Deste modo, no presente trabalho, é proposto um neétipo o qual é o
ponto de partida para a descricdo de novas espécies e possivel mudanca completa na
nomenclatura do género Mazama.

Palavras-Chave: Nedtipo, taxonomia, veado-mateiro, DNA mitocondrial, DNA Nuclear.
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MORPHOLOGICAL, CYTOGENETICS AND MOLECULAR CHARACTERIZATION
OF Mazama americana (ARTIODACTYLA: CERVIDAE) FROM A CURRENT
TOPOTYPE

ABSTRACT-, The red brocket deer species, Mazama americana, is known as
the largest species of the genus Mazama, and also one of the most abundant deer and
widely distributed in Neotropical forests. This species has undergone different
taxonomic classifications over time due to the potential existence of several species
within what is currently known as M. americana, which is considered as a complex of
cryptic species. Individuals included in this species show a high morphological
convergence between them with a consistent chromosomal variation in geographical
terms, suggesting the existence of different evolutionary units. The objective of this
study, therefore, was to obtain the morphological, cytogenetic and molecular profile of
a M. americana topotype to gain an exact description of the species and be able to
compare them with other standards already described in the literature for M.
americana. For this purpose, an individual was collected at the type locality of this
species (French Guiana) and characterized by traditional morphological techniques
(cranial measurements, skin color, body biometrics), geometric morphometry,
cytogenetic analysis (Band C, Band G Ag-NOR staining, conventional Giemsa
staining) as well as molecular analysis (phylogenetic analyzes of mitochondrial and
nuclear genes). Among highlights of the results, cytogenetic analysis showed a pattern
that does not fit into any of the Mazama americana variants until now known. Similarly,
the molecular analysis revealed the existence of, at least, two different species within
this taxon, being clear the morphological similarity in all variants, proving once again
that the red brocket variants are impossible to differentiate only by morphological
characters. All these results, therefore, corroborate the existence of several species
within M. americana species, contributing largely to the taxonomy of this species, as
well as to the description of new species within the genus Mazama and the generation
of a new holotype.

Keywords: Neotype, taxonomy, red brocket deer, mitochondrial DNA. nuclear DNA.



I.  INTRODUGCAO

A familia Cervidae é uma das familias mais extensas dentro da ordem
Artiodactyla, albergando aproximadamente 55 espécies no mundo, das quais 17 delas
habitam o Neotropico, podendo ser ainda mais. As espécies que habitam no
Neotropico dividem-se em duas formas morfologicas, as espécies pequenas
constituidas pelas espécies presentes nos géneros Mazama e Pudu, as quais
apresentam adaptacdes morfolégicas para se desenvolver na floresta fechada, e as
espécies de meédio a grande porte representadas pelos géneros Blastocerus,
Hippocamelus, Odocoileus e Ozotoceros, que sao espécies de corpo maior, chifres
ramificados e geralmente habitam areas abertas (DUARTE et al. 2008)

Entre os cervideos neotropicais, 0 género Mazama € 0 que apresenta maior
distribuicdo, sendo Mazama americana, veado-mateiro, (Figura 1) um dos cervideos
mais abundantes na floresta Neotropical, distribuindo-se ao longo da América tropical
e subtropical, entre Colbmbia e Venezuela, incluindo Trinidad e Tobago, até o norte da
Argentina (Misiones, Salta, Jujuy, Tucaman, Formosa, Chaco e Corrientes) e sul do
Brasil (Parand, Rio Grande do Sul, Santa Catarina) (EMMONS e FEER, 1997; JULIA e
RICHARD, 2001) (Figura 2).

O veado-mateiro € um taxon cercado de grandes dividas quanto a sua validade
como espécie Unica, uma vez que exibe extensa variacao cariotipica de acordo com a
sua procedéncia geografica, apesar da pequena variagcdo morfolégica (ROSSI 2000;
DUARTE, et al. 2008; ABRIL et al. 2010; CURSINO et al. 2014).



10° N+

10° S

Colombia

Argentina

5 Trinidad

\ Guyana

Suriname

French Guiana

>z

I Mazama americana Current distribution

® C

Mazama

0 400 800 1,200 Km

F10° N

-10° S

=

[-20° S

-30° S

T
80°W

Figura 2. Distribuicdo geografica do M. americana na América do Sul (Fonte: VARELA

et al. 2010).

T
30° W

=
&i; 5



Dentro de Mazama americana € sugerida a existéncia de novas espécies, ja que
além das diferencas moleculares (DUARTE, et al. 2008; CARNELOSSI, 2008) e
citogenéticas (DUARTE, 1998; ABRIL et al. 2010), existem evidéncias de isolamento
reprodutivo entre populacdes de veado-mateiro (SALVIANO, 2011; CURSINO et al.
2014), gerando assim controvérsias quanto ao numero de espécies dentro de M.
americana e a correta definicdo taxonbmica do género Mazama, que apresenta a
maior diversidade dentro dos géneros da familia Cervidae no Neotrépico (DUARTE e
MERINO, 1997) que tem como espécie tipo M. americana.

A variacdo cariotipica de M. americana e do género Mazama em geral, pode ser
explicada, segundo Duarte e Jorge (1996) e Vargas-Munar (2010), pela teoria da
fragilidade cromossGmica, a qual indica que os cromossomos do género Mazama
apresentam mais instabilidade do que outras espécies da familia Cervidae.

Devido a grande variabilidade de cari6tipos de acordo a sua regido geografica
(DUARTE, 1998 e ABRIL et al. 2010) somados aos caracteres moleculares nas
sequéncias de DNA de genes mitocondriais como citocromo b (KOCHER et al. 1989 e
DUARTE et al. 2008) e regido controladora D-loop (VILA et al. 1999), bem como de
nucleares como beta e kapa caseinas (OTAVIANO, 2006), IRBP (“Interphotoreceptor
Retinoid Binding Protein”) (WEKSLER et al. 2003) e SRY (GRIFFITHS, 1993 e
KIKKAWA et al. 2003), a espécie deve ser considerada como um complexo de
espécies (complexo M. americana). Sendo assim, estudos futuros podem separa-lo
em varias espécies, modificando sua area de distribuicdo atual (DUARTE, 1996;
DUARTE e MERINO, 1997).

Além dos problemas taxon6micos de M. americana, a descricdo original da
espécie (ERXLEBEN, 1777) é problematica, uma vez que o holétipo hoje é
considerado inexistente. Com a intencdo de aumentar as provas da inexisténcia do
hol6tipo ou de qualquer espécime portador do nome, durante a elaboracdo deste
trabalho, este foi procurado nas grandes cole¢cdes de mamiferos mundiais como o
Museu Nacional de Historia Natural da Franca (MNHN), e o Museu Americano de
Histéria Natural de Nova York (MAHN) (Anexo 3). Também foi realizada consulta a

outros pesquisadores da area sobre o possivel paradeiro do holétipo ou de qualquer
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espécime da série tipo, sem sucesso, corroborando a sua inexisténcia, impedindo
portanto qualquer comparacao atual. Deste modo, no presente trabalho, € proposto
um neotipo para a espécie, trazendo uma descricAo emendada de M. americana a
partir de um topotipo atual, seguindo uma detalhada caracterizacdo morfologica e
citogenética, assim como de fragmentos de DNA mitocondrial e nuclear, obtendo
todos os padrdes da espécie, permitindo compara-los com tudo o que até hoje é
considerado M. americana. A refinada caracterizacdo deste topétipo, o qual sera
chamado de ned6tipo uma vez aceito pela Comisséao Internacional de Nomenclatura
Zoologica, apoés publicacao do artigo, permitira a descoberta de novas espécies dentro

do género Mazama e sua categorizacdo do ponto de vista do grau de ameaca atual.

ll. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Familia Cervidae

A familia Cervidae compreende animais da ordem Artiodactyla, cuja
caracteristica mais comum s&o os chifres deciduos presentes nos machos. E
constituida por 17 géneros distribuidos no mundo, com excec¢do dos extremos polares
(EISENBERG e REDFORD, 1999), sendo também a segunda familia mais extensa
dentro desta ordem, depois da familia Bovidae, albergando aproximadamente 55
espécies (IUCN, 2016).

Estima-se que os cervideos tiveram radiacdo adaptativa na América do Sul
durante o Pleistoceno (2,5 milhdes de anos atras aproximadamente), ocupando assim
nichos ecoldgicos diversos (DUARTE e MERINO, 1997) que em outros continentes
como a Africa, sdo ocupados por bovideos (REDFORD e EISEMBERG, 1984). Alguns
autores como Eisenberg (1987) e Vislobokova (1990) indicam que os cervideos
evoluiram de animais onivoros de pequeno porte e sem chifres, até animais
herbivoros de grande porte com chifres ramificados.

Os Artiodactyla se caracterizam por terem cascos que recobrem os dedos, cada

membro possui quatro dedos, dos quais apenas dois deles sdo apoiados no solo
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(DUARTE e MERINO, 1997). Na maioria das espécies da familia, os machos
apresentam chifres, estruturas 6sseas macicas desenvolvidas por processos no 0Sso
frontal, com excecdo das espécies do género Moschus e a espécie Hydropotes
inermis, que n&o apresentam chifres, e sim um desenvolvimento marcado dos caninos
superiores nos machos. Em algumas espécies, os chifres se ramificam, como € o
caso do cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus), veado-campeiro (Ozotoceros
bezoarticus) e veado-cariacu (Odocoileus virginianus), enquanto em outras ndo se
ramificam, como no caso das espécies do género Mazama e Pudu (DUARTE e
MERINO, 1997).

Entre os cervideos neotropicais, 0 género Mazama é 0 que apresenta maior
distribuicdo, ocupando quase todas as regides tropicais e subtropicais (CZERNAY,
1987), com grande diversidade de espécies. E cercado de muita controvérsia quanto a
sua nomenclatura e composicdo especifica. Allen (1915) separa as espécies do
género Mazama por meio de alguns aspectos morfoldégicos em dois grupos, os veados
cinzas e os veados vermelhos. Os cinzas séo representados pelas espécies M.
simplicicornis, M. murelia, M. tschudii, M. nemorivaga, M. superciliaris, M. cita e M.
pandora. Os vermelhos por sua vez, sao representados pelas espécies M. trinitatis, M.
rufa, M. sheila, M. rufina, M. bricenii, M. sartorii, M. zetta, M. gualea, M. fuscata, M.
zamora e M. americana. No entanto, essa hipotese proposta por Allen foi depois
desconsiderada por Miranda-Ribeiro, em 1919, na sua revisdo taxondémica de
cervideos, na qual ele limita para o Brasil somente quatro espécies: M. simplicicornis,
M. rondoni, M. rufina e M. americana. Da mesma maneira, Miller (1930) encontrou M.
rufa no Mato Grosso. Cabrera (1960) considerou como subespécies a maioria das
espécies descritas por Allen (1915) e s6 cita como espécies M. americana, M. chunyi,
M. gouazoubira e M. rufina para a América do Sul. J4 em 1987, em uma revisdo do
género, Czernay citou seis espécies do género Mazama (M. americana, M.
gouazoubira, M. nana, M. rufina, M. bricenii e M. chunyi) e 29 subespécies entre a
América Central e a América do Sul.

Atualmente, sdo aceitas dez espécies dentro deste género: M. rufina Pucheran,
1851. M. pandora Merriam, 1901. M. chunyi Hershkovitz, 1959. M. temama Kerr, 1792.
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M. bricenii Thomas, 1908. M. gouazoubira Fisher, 1814. M. nana Hensel, 1872. M.
nemorivaga Cuvier, 1817. M. americana Erxleben, 1777 e M. bororo Duarte, 1996.
Cinco destas sao reconhecidas no Brasil: M. nana, M. gouazoubira, M. nemorivaga,
M. bororo e M. americana (Figura 3) (FONTANA e RUBINI, 1990; DUARTE e
MERINO, 1997; WEMMER, 1998; DUARTE e JORGE, 2003; DUARTE, 2007; ABRIL
et al. 2010).



Figura 3. Espécies do género Mazama reconhecidas no Brasil. (A) M. nemorivaga, (B)
M. gouazoubira, (C) M. nana, (D) M. bororo, (E) M. americana. Fotos: DUARTE, J.M.B.



2.2. Mazama americana (Erxleben, 1777)

O veado-mateiro (Mazama americana) também conhecido como “corzuela
colorada” em Espanhol, “red brocket deer” em Inglés e “guazu-pitd” em Guarani, € a
maior espécie pertencente ao género Mazama, com uma altura entre 58 a 80 cm e
comprimento de 90 a 145 cm (DUARTE, 1996). O peso varia dependendo da sua area
de distribuicéo, entre 12 e 65 Kg com um peso médio de 30 Kg (DUARTE, 1996). A cor
dominante na maioria das regiées do corpo é vermelho escuro, enquanto 0 pescoco e o
rosto sdo geralmente cinzas, a parte interna dos membros traseiros e cauda, regido
submandibular, ponta do maxilar superior e a borda interior das orelhas séo brancas.
Os membros posteriores sdo pretos na regido caudal, tornando-se marrom escuro na
regido cranial, seus chifres sdo pequenos e ndo ramificados e apresenta pintas brancas
no corpo durante os primeiros meses de vida (DUARTE, 1996).

A espécie foi descrita pela primeira vez no ano 1777 por um médico naturalista
Alemédo chamado Jonann Christian Polycarp Erxleben, filho de Dorothea Erxleben, e
guem hoje é considerado um dos fundadores da Medicina Veterinaria moderna.
Erxleben (1777), ndo coletou nenhum espécime, no entanto ele utiliza uma série de
relatos de outros autores como base para a sua descricdo, mencionando as seguintes
caracteristicas: “corpo vermelho, boca preta, garganta branca, comprimento da orelha
de quatro polegadas, olhos grandes e pretos, nariz grande, regido da boca preta,
pernas posteriores mais longas que as anteriores, cauda curta, cabelo curto e macio,
cabeca fundida no escuro, parte interior do pescoco branca, corpo e pernas castanho
avermelhado, cascos pretos, corpo vermelho, pintas brancas no corpo. Timido, rapido e
agil. Nada através dos rios. Bom nadador” (Figura 4).

Ao longo do tempo, a espécie passou por diferentes classificacfes taxondmicas,
entretanto essa classificacdo ainda € incerta em relagdo ao niumero de subespécies até
guanto ao desdobramento destas subespécies em espécies. Em 1913, Thomas elevou
ao nivel de espécie duas subespécies: M. zetta e M. sheila, reconhecidas
posteriormente por Allen (1915). Em 1960, Cabrera citou 9 subespécies de M.



americana (M. a. gualea, M. a. jacunda, M. a. rosii, M. a. rufa, M. a. sarae, M. a. Sheila,
M. a. whitelyi, M. a. zamora e M. a. zetta).

Figura 4. Descricdo original do Mazama americana Fonte: ERXLEBEN (1777).
Biodiversity Heritage Library.



Posteriormente, Rossi (2000) fez um estudo taxonémico do género Mazama no
Brasil, encontrando que o veado-mateiro apresenta grande variabilidade intra e
interpopulacional com respeito a seus caracteres morfologicos, concluindo que existe
s6 uma espécie, descartando a existéncia das subespécies. No entanto, esse autor
comenta que a populacao litoranea (desde Santa Catarina até o sul de S&o Paulo)
apresentou-se parcialmente diferenciada da populacdo do interior, podendo esta
constituir outra espécie, a qual seria incapaz de ser diferenciada apenas pelos
caracteres morfolégicos que ele analisou. Posteriormente, Duarte e Jorge (2003)
descreveram, mediante estudos citogenéticos, que a populacdo citada por Rossi era
realmente diferenciada, e foi considerada uma nova espécie, Mazama bororo.

Referente ao estado de conservacdo, M. americana foi avaliado de acordo com
os critérios da IUCN (2000) como dados deficientes (DD), esta categoria foi proposta
justamente pelos grandes problemas taxondmicos e a potencial existéncia de diversas
espécies dentro do que é reconhecido como M. americana.

Recentes informacfes citogenéticas da espécie indicam uma variacao
cromossOmica coerente em termos geograficos, sugerindo a existéncia de unidades
evolutivamente distintas com implicacdes taxondmicas desconhecidas aos niveis
subespecifico e especifico (DUARTE, et al. 2008; ABRIL, et al. 2010). A espécie nao
se encontra incluida na lista brasileira de fauna ameagada (MMA, 2003).

2.3 Morfologia tradicional, craniometria e morfometria geométrica

As contribuicbes mais recentes de morfometria em cervideos foram com
Ozotoceros bezoarticus do Uruguai (GONZALEZ et al. 2002) e Argentina (BEADE et
al. 2000), assim como do género Mazama no Brasil (ROSSI, 2000).

Gonzalez et al. (2002) fizeram uma analise de craniometria comparativa para
determinar se as populagbes de veado-campeiro mostravam padrdes de dimorfismo
sexual e variacdo geogréfica. Os autores reconhecem duas subespécies distintas do
veado-campeiro, uma no noroeste (Departamento de Salto) e outra ao leste

(Departamento de Rocha) da pradaria do Uruguai. Os resultados obtidos exibem forte
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dimorfismo sexual entre individuos desta espécie, além de apresentar altos niveis de
variabilidade morfoldgica intrapopulacional, mostrando assim concordancia com 0s
niveis genéticos de diferenciacao encontrado anteriormente entre as populacdes.

Rossi (2000) examinou peles abertas e cranios pertencentes a 431 exemplares
do género Mazama depositados em colecdes brasileiras, concluindo que as espécies
de Mazama do Brasil sdo distinguidas por caracteres da pelagem e coloragdo, como
presenca de pelos antevertidos na nuca, coloracdo geral, coloracdo das ancas,
coloracdo do dorso da cauda, coloracdo da regidao abdominal, propor¢céo das faixas de
pigmentos nos pelos do corpo e presenca da mancha superciliar anterior, assim como
por dimensdes cranianas como largura da bula timpéanica, didametro vertical da orbita e
largura do arco zigomético. O autor reconheceu quatro espécies de Mazama no Brasil:
M. nana, Hensel. M. gouazoubira, Fischer. M. nemorivaga, Cuvier. e M. americana,
Erxleben.

Ja Merino et al. (2005), utilizando uma abordagem de morfometria geométrica,
examinaram as diferencas de tamanho e a variacdo da forma de setenta cranios de
cervideos adultos em oito espécies diferentes depositados em colecdes de mamiferos
da Argentina. Foi demonstrado, pela analise de componentes principais, que as
espécies sdo claramente distinguidas com base na flexao craniana e a orientacdo da
regido occipital.

Andlises de forma desempenham um papel importante em muitos tipos de
estudos bioldgicos. Diferencas na forma entre individuos ou suas pecas, podem ser
muito Uteis na hora de estudar a adaptacado a fatores geograficos locais ou mesmo a
diversificacdo evolutiva das espécies (ZELDITH, 2004). Tais diferencas podem indicar
o desempenho funcional como respostas as mesmas pressdes seletivas, bem como
as diferengas nos processos de crescimento e morfogénese.

A andlise das formas é uma abordagem para a compreensdo das diversas
causas de variagdo e transformacdo morfolégica. “Morfometria geométrica nos
permite visualizar diferengas entre as formas complexas com quase a mesma
facilidade como podemos visualizar diferengas entre os circulos ou letras do alfabeto”

(ZELDITH, 2004). Portanto, a morfometria geométrica € uma técnica muito
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interessante, mas que requer um grande numero amostral, que atualmente é dificil

pelo pequeno numero de cranios de Mazama existentes nos museus do mundo.

2.4 Citogenética de Mazama americana

A citogenética ao longo do tempo tem sido considerada uma ferramenta muito
importante no estudo taxonémico e evolutivo da familia Cervidae, ja que dentre os
mamiferos, esta familia € marcada por uma grande diversificacdo cromossdémica e, a
diferenciacdo cariotipica entre as linhagens envolve tipos especificos de rearranjos
cromossOmicos.

A familia Cervidae ocupa uma posicao especial em relacdo a variacéo cariotipica
dentro dos mamiferos, pois apresenta uma extensa diversificacdo cromossémica, com
nameros dipldides que variam de 2n=6/7 em Muntiacus muntjac, até 2n=80 em
Capreolus pygargus (NEITZEL, 1987). No entanto, o padrdo de evolucéo
cromossOmica das espécies da familia ainda foi pouco estudado, havendo, assim,
pouca compreensao dos processos que geraram sua enorme variabilidade cariotipica,
encontrada principalmente nas espécies neotropicais do género Mazama (SARRIA-
PEREA, 2004; ABRIL et al. 2010).

O padrao cariotipico das espécies do género Mazama € considerado o mais
complexo dentro da familia Cervidae (FONTANA e RUBINI, 1990). Os primeiros
estudos publicados j& mostraram uma enorme variacdo do numero dipléide e as
fusdes cromossomicas foram consideradas como um dos principais mecanismos de
diferenciacdo cariotipica (CHANDRA et al. 1967; GUSTAVSSON e SUNDT, 1969;
TAYLOR et al. 1969; JORGE e BENIRSCHKE, 1977; NEITZEL, 1987). Dentro das
espécies do género Mazama também s&o observados altos niveis de diferenciacéo
cariotipica, com numero dipléide que varia de 32 em M. bororo até 70 em M.
gouazoubira.

O grupo dos veados cinzas apresenta baixo polimorfismo intraespecifico, do
ponto de vista citogenético, o que o diferencia do grupo dos veados vermelhos, os

guais possuem alta variagdo cariotipica inter e intraespecifica (DUARTE et al. 2008).
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Andlises citogenéticas ja mostram claramente que existem conflitos em relagéo a
taxonomia de algumas espécies de cervideos pertencentes ao género Mazama,
especialmente na espécie M. americana (DUARTE et al. 2008). A primeira analise
citogenética nesta espécie foi realizada por Taylor et al. (1969), o qual descreve uma
fémea com 2n=68 e NF=74, com 6 cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos
e 62 acrocéntricos, com quatro deles “muito pequenos” (cromossomos B).

Jorge e Benirschke (1977), descreveram o caridtipo de Mazama americana
temama, uma subespécie de M. americana de Tamaulipas, México, com 2n=49/50 e
NF=72, sendo destes, 20 cromossomos autossomos metacéntricos ou
submetacéntricos e 28 cromossomos acrocéntricos, quatro deles muito pequenos, 0
cromossomo X um submetacéntrico semelhante em tamanho ao par 6, e 0
cromossomo Y metacéntrico € o menor do lote. Também foi descrita para estes
animais uma fusdo em tandem 4/24. As grandes diferencas entre os animais
analisados por Jorge e Benirschke (1977) e Taylor et al. (1969) evidenciaram as
duvidas sobre a classificacdo da espécie.

Neitzel (1987) analisou uma fémea proveniente do Paraguai e descreveu um
outro padrdo cromossdmico para a espécie, com 2n=52, NF=56 e de 4 a 5
cromossomos B. Esses resultados aumentaram as dulvidas quanto ao seu padrao
cariotipico.

Duarte (1992) analisou quatro espécimes brasileiros, e obteve resultados
conflitantes, os numeros diploides variaram entre 48, 50, 52, e 54, e 0 numero
fundamental de bragos entre 54, 54, 56 e 56 respectivamente. Estes resultados foram
similares aos obtidos por Neitzel (1987). De acordo com Duarte e Merino (1997), este
polimorfismo parece indicar a existéncia de varias espécies dentro dos veados
vermelhos.

Com o avanco dos estudos citogenéticos, as variacoes envolvendo numero e
morfologia cromossGmica passaram a ser observadas em varias espécies de
mamiferos por meio da andlise dos bandamentos que, por sua vez, fornecem

importantes informagdes para determinadas homologias (PATAK e STOCK, 1974).
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Estudos citogenéticos feitos com M. americana revelam variacdes
cromossémicas que sugerem sua divisdo em varias espécies (Figura 5). A descricdo
citogenética de 33 animais de varias localidades do Brasil feita por Duarte (1998)
mostrou uma extensa variabilidade cariotipica (2n=42 a 53; NF=48 a 57), além da
variacdo de cromossomos B supranumerarios. Essa variagcdo cromossémica teve
correlacdo com a origem geografica dos animais, ou seja, alguns cariétipos foram
caracteristicos de algumas regides do Brasil. O autor chamou esses eventos de
citotipos. Segundo White (1977), os rearranjos cromossdmicos devem desempenhar

um papel direto, ou indireto na especiacao de espécies préximas.
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2.5 Filogenia de Mazama americana

As técnicas moleculares estdo se tornando ferramentas fundamentais em todas
as areas da biologia e frequentemente sdo utilizadas para a resolucdo de problemas
taxonémicos, relacdes filogenéticas de populacdes, assim como em estudos sobre
evolucao de caracteres fisioldgicos, morfolégicos e comportamentais.

As espécies de cervideos neotropicais se destacam pela pequena variabilidade
morfoldgica e diversos problemas taxonémicos (GILBERT et al. 2006). A polifilia tem
sido detectada para alguns géneros da familia Cervidae, mostrando assim a
necessidade de uma reclassificacédo e revisdo da sua nomenclatura. Os géneros que
apresentaram polifiia em estudos anteriores foram: Mazama (SMITH et al. 1986;
GILBERT et al. 2006; DUARTE et al. 2008; HASSANIN et al. 2012), Hippocamelus
(DUARTE et al. 2008) e Odocoileus (HASSANIN et al. 2012).

Analises filogenéticas para a familia Cervidae feitos com genes mitocondriais
(DUARTE et al. 2008; GILBERT et al. 2006) e nucleares (GILBERT et al. 2006)
identificaram que o género Mazama é merofilético e que a semelhanca morfolégica
entre M. gouazoubira e M. americana deve ter ocorrido por paralelismo evolutivo
(DUARTE et al. 2008). Assim, esses autores sugerem que a hipétese deve ser
corroborada por analises envolvendo todas as espécies do género Mazama com
estudos de novos marcadores nucleares nessas espécies (GILBERT et al. 2006).

Carnelossi (2008), na intencdo de estabelecer hipoteses filogenéticas para
entender o complexo Mazama americana, amplificou genes mitocondriais e nucleares
de individuos provenientes de diferentes localidades do Brasil para submeté-los a uma
analise filogenética. Os resultados, a partir da andlise com genes mitocondriais,
indicaram a existéncia de duas linhagens evolutivas de veado-mateiro, uma da
populacdo da Bacia do Rio Parana e a outra dos individuos do oeste da Bacia do Rio
Amazonas. As duas linhagens indicadas por Carnelossi (2008), foram reconhecidas
depois por Abril et al. (2010), confirmando assim os resultados encontrados em
estudos citogenéticos anteriores. Os autores afirmam que ha um maior grau de

diferenciacdo genética dentro do veado-mateiro do que entre algumas espécies
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diferentes do género Mazama, o que reforca ainda mais a hipotese de que existem
espécies distintas dentro da espécie M. americana.

As analises com genes nucleares nao permitiram a reconstrucao filogenética a
partir dos fragmentos kapa-caseina, beta-caseina e SRY, pois as sequéncias exibiram
monomorfia (CARNELOSSI, 2008).

Maran (2016) estudou as relacdes filogenéticas entre citétipos de M. americana,
com alto numero cromossémico no intuito de compreender melhor sobre a historia
evolutiva da espécie e verificar a existéncia de unidades evolutivamente significativas
dentro deste complexo especifico. Os resultados obtidos mostraram que as topologias
encontradas nas arvores dos genes Cit-b e COI individualmente ndo indicam
agrupamento por citétipos e sim uma independéncia das caracteristicas moleculares.
Individuos dos citétipos Carajas e Parana estdo agrupados em um mesmo clado.
Além disso, a arvore filogenética do gene Cit-b mostra agrupamento dos individuos do
citétipo Santarém e Belém, mesmo apresentando conjuntos cromossémicos distintos.

Os resultados encontrados ndo corroboram a existéncia de unidades
evolutivamente significativas dentro de citétipos de M. americana. Maran (2016)
sugere que o isolamento seja recente e ndo tenha induzido mudangcas no DNA

detectaveis por meio dos marcadores utilizados.

2.6 Especiacao e isolamento reprodutivo

O conceito biolégico de espécies é atualmente o mais aceito, o qual define
espécie como membros de populacbes que cruzam, ou tem potencial para cruzar
naturalmente, independentemente da morfologia. Espécies nao sao tipos
morfolégicos, mas sim, populacdes variaveis que séo isoladas reprodutivamente de
outras populagdes (FUTUYMA, 2002).

Sendo assim, existem pelo menos duas espécies dentro de M. americana.
Segundo estudos de isolamento reprodutivo relatados por Salviano (2011) e Cursino
et al. (2014), avaliando machos e fémeas, respectivamente, os autores relatam a

existéncia de barreiras biolégicas que impedem o fluxo génico entre populacdes

17



simpatricas (isolamento reprodutivo) entre os diferentes citétipos de M. americana.
Machos hibridos resultantes entre cruzamentos intracitotipo tem, em geral, melhores
gualidades seminais, seguidos pelos animais de cruzamentos intercitotipos da mesma
linhagem, produzindo sémen com qualidades semelhantes aos machos puros, embora
com maior niumero de defeitos nos espermatozoides. Ja os animais hibridos de
cruzamentos intercitétipos com grandes diferencas cromossémicas (7 a 10
cromossomos), apresentam-se azoospeérmicos com degeneracdo dos tubulos
seminiferos (SALVIANO, 2011). Nas fémeas, € possivel observar que a fertilidade dos
espécimes hibridos pode variar de estéril a subfértil, conforme o tipo de cruzamento
realizado entre as linhagens (Linhagem A: citétipos de Rondbnia e Juina; Linhagem B:
citotipos de Parana e Carajas). Cruzamentos entre machos da linhagem B com
fémeas da linhagem A produzem fémeas estéreis com auséncia de estruturas
foliculares. Ja o cruzamento entre machos da linhagem A com fémeas da linhagem B
produzem fémeas subférteis, com presenca de estruturas foliculares, em menor
namero que nas fémeas puras (CURSINO et al. 2014). Apesar de ser o resultado de
um cruzamento entre dois citétipos da mesma linhagem (JU x RO), Cursino et at.
(2014) encontrou que um hibrido apresentou menor nimero de estruturas foliculares,
sendo mais semelhante as fémeas totalmente estéreis resultantes entre cruzamentos
intercitétipos.

Frente as inUmeras dldvidas quanto a classificacdo da espécie, assim como as
limitac6es de reconhecer qual de todas as variantes € M. americana e qual dessas
variantes, poderiam ser consideradas novas espécies, o presente trabalho propde um
neotipo para M. americana. A partir dai permite-se a comparacdo com todas as
variantes da espécie, abrindo assim a possibilidade de descricdo de novas espécies

do género Mazama.

. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Propor um neotipo para a espécie M. americana.
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3.2 Objetivos especificos
- Descrever morfologicamente um topoétipo de M. americana.
- Apresentar os padrdes citogenéticos da espécie.
- Apresentar padrdes moleculares (fragmentos mitocondriais e nucleares).
- Gerar hipoteses filogenéticas a partir de dados citogenéticos e moleculares.
- Comparar o topotipo com espécimes do banco de dados do Nupecce e com 0s
padrbes ja descritos na literatura para outros espécimes considerados M.
americana.
- Contribuir na nomenclatura do género Mazama a partir da neotipificacdo da

espécie tipo, M. americana.

IV. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao do animal e amostras

Caiena, capital da Guiana Francesa, compreende agora uma regido urbanizada
e por este motivo foram identificados os locais mais proximos da regido com a presenca
da espécie, sendo a localidade mais préxima a cidade de Regina a 70 Km de Caiena,
onde foi coletado um macho adulto de M. americana. Apos a coleta do individuo, foram
realizadas tricotomia e antissepsia da regido interna da coxa direita, onde foi excisado
um fragmento de pele de 2x5 cm, que foi depositado em tubo contendo meio de
transporte, Mc Coy’s + 500mg/Lt de gentamicina + 20mg/Lt de anfotencina B, segundo
Duarte et al. 1999. O fragmento de pele permaneceu em refrigeracdo até a chegada ao
laboratorio de campo, e posteriormente foi dividido em dez fragmentos pequenos que
foram depositados em tubos criogénicos contendo meio de congelamento de pele
(200mL de Mc Coy’s + 40mL de soro equino + 12mL de Dimetil Sulféxido + 24g de
polyvinil + 10mL de antibiotico (sulfato de Gentamicina + Anfotericina), segundo o
protocolo descrito por Duarte et al. (1999). Os fragmentos permaneceram por 3,5 horas
sob refrigeragdo e 30 minutos no vapor do Nitrogénio Liquido, em seguida, foram

submergidos e estocados em Nitrogénio Liquido (-196°C). As células, que
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permaneceram vivas nessas condi¢cdes, foram utilizadas posteriormente para o0s
cultivos de fibroblastos e anélises citogenéticas.

Foram obtidos dados biométricos do espécime (Tabela 3) para possibilitar a
comparacdo com dados coletados em projetos com animais anestesiados. Foram
coletados também fragmentos de aproximadamente 1 cm3 de mdusculo, figado, rim,
baco e coracdo, mergulhados em etanol 100% a temperatura ambiente para analises
moleculares, assim como fragmentos de figado, baco, rim, coracdo e testiculo
conservados em formol 10% a temperatura ambiente para futuros estudos histologicos.

A pele (Figura 8) na sua integra, foi retirada do animal sendo entdo mergulhada
em uma solucao de limpeza (25mL de acido acético glacial + 3Lt de agua), onde
permaneceu por 50 minutos e depois limpa com o uso de uma faca para retirar os
residuos musculares, gordura e fascias. Posteriormente, a pele foi mergulhada em uma
solucdo curtume para sua desidratacdo (500gr de sulfato de aluminio comercial + 500gr
de cloreto de sédio + 3Lt de agua), na qual permaneceu durante trés dias. Depois do
processo de curtume ela foi estendida na sombra e deixada para secar, massageando
e esticando periodicamente para manter a flexibilidade. Depois de totalmente seca e
amolecida, a superficie sem pelos da pele foi lixada para finalizar o processo.

O esqueleto completo (cranio e pés-cranio) foi extraido e limpo ap6s cozimento
em agua, sendo entdo seco diretamente no sol e armazenado em caixas plasticas sob

temperatura ambiente.

4.2 Morfologia, biometria, craniometria e morfometria geométrica

4.2.1 Medidas corporais

Os dados biométricos (Tabela 3) foram obtidos logo apos o abate do animal com
ajuda de uma fita métrica e um paquimetro (precisdo 0,05 mm). No total foram
tomadas 18 medidas biométricas do animal; largura da cabeca (LC), comprimento da
orelha (CO), distancia entre olhos (DEO), metacarpo (MTC), altura (ALT),

comprimento do corpo (CCO), comprimento da cauda (CCA), metatarso (MTT),

20



perimetro do pescoco (PP), térax (TX), abdémen (AB), distancia entre chifres (DEC),
circunferéncia do testiculo (CT), comprimento do chifre esquerdo (CCE), comprimento
do chifre direito (CCD), diametro do chifre esquerdo (DCE), diametro do chifre direito
(DCD) e comprimento da cabeca (CCB).

Foi realizada uma andlise estatistica dos dados quantitativos das medidas
corporais do topotipo junto com as de todos os individuos de M. americana (machos e
fémeas adultos) do banco de dados do NUPECCE mediante analise de componentes
principais (HOTELLING, 1933), assim como também uma analise de cluster atraves
do programa “Paleontological Statistics”, PAST, (HAMMER et al. 2001), sendo
excluidas as medidas corporais presentes s6 hos machos como distancia entre chifres
(DEC), diametro do chifre esquerdo (DCE) e direito (DCD), circunferéncia do testiculo

(CT), comprimento do chifre esquerdo (CCE) e comprimento do chifre direito (CCD).

4.2.2Morfologia externa

A andlise da morfologia externa do espécime foi realizada a partir de critérios
utilizados por Rossi (2000), observando-se as fotos tomadas logo apds a coleta e a
pele inteira taxidermizada. Foram examinadas a coloracao geral, padréo de faixas de
pigmentos nos pelos das diferentes regides do corpo, comprimento dos pelos nas
regides do corpo, ocorréncia de faixa de pelos antevertidos, ocorréncia de tufo
arredondado de pelos na regido tarsal. Além disso, foram analisados os campos
cromogenéticos da cabeca (faixas orbitais superior e inferior, mancha superciliar
anterior, regides auriculares anterobasal e posteriobasal, faixa rostral, regido nasal,
regido mentoniana, mancha mandibular, regido bucal e regido gular) e do corpo
(regido da cabeca e pescoco, linha média dorsal do corpo, dorso da cauda, regido
dorsal posterior do corpo, regido ventral do corpo, ventre da cauda, regido distal dos
membros), segundo a nomenclatura utilizada por Hershkovitz (1982).
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4.2.3 Medidas cranianas

Foram registradas 36 medidas cranianas para o topotipo analisado neste estudo
(Tabela 4) utilizando um paquimetro digital (precisdo 0,01 mm), a partir dos critérios
de Von Den Driesch (1976).

As medidas obtidas, ilustradas na Figura 6, foram as seguintes: comprimento
total (CT), comprimento condilobasal (CCB), comprimento basal (CB), comprimento
curto do cranio (CCC), premolar — prostion (PP), eixo basecranial (EBC), eixo
basefacial (EBF), comprimento vicerocraniano (CVC), comprimento frontal mediano
(CFM), lambda — nasal (LN), lambda — regido mais distal do osso nasal (LR), lambda —
prostion (LP), acrocranio (ACR), maior comprimento dos nasais (MCN), comprimento
curto facial — lateral (CCFL), comprimento palatal oral (CPO), comprimento lateral do
prémaxilar (CLP), disténcia corrida de dentes (DCD), comprimento da linha do molar
(CLM), comprimento da linha prémolar (CLP), maior comprimento interno da O6rbita
(MCIO), maior altura interna da o6rbita (MAIO), maior largura do mastoide (MLM),
maior largura dos coéndilos oxipitais (MLCO), maior largura das bases do processo
paraoccipital (MLPP), maior largura do foramen magno (MLFM), altura do foramen
magno (CFM), maior largura neurocraniana (MLNC), largura frontal menor (LFM),
maior largura entre as orbitas (MLEO), largura minima entre as Orbitas (LMEO),
largura zigomatica (LZ), maior largura entre os nasais (MLEN), maior largura entre o
prémaxilar (MLPM), maior largura do palatal (MLP), basion — ponto mais alto da crista
nucal superior (BCNS), capacidade neucraniana (CNC).

Foi realizada uma andlise de clusters com ajuda do programa “PAST”,
(HAMMER et al. 2001) a partir dos dados quantitativos das medidas cranianas do
topdtipo comparada com as medidas de 15 cranios de animais (machos e fémeas
adultos) considerados M. americana e 4 individuos de trés espécies diferentes, foram
utilizadas como grupo externo 1 M. bororo, 2 M. gouazoubira e 1 M. nemorivaga, (para
esta analise foram excluidas 6 medidas cranianas, pois 0s 0ssos de alguns individuos
ndo se encontravam em perfeitas condicdes). As medidas excluidas foram: maior

largura do mastoide (MLM), maior largura dos condilos oxipitais (MLCO), maior largura
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das bases do processo paraoccipital (MLPP), maior largura do foramen magno
(MLFM), altura do foramen magno (CFM), maior largura neurocraniana (MLNC).

Todos os individuos utilizados para comparacfes sdo pertencentes ao museu do
NUPECCE.
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Figura 6. Padrao de medi¢Bes cranianas de cervideos. Vistas dorsal (A), ventral (B) e lateral esquerda (C). (VON DEN DRIESCH, 1976).

A medida 1 representa o comprimento total (CT), 2 comprimento condilobasal (CCB), 3 comprimento basal (CB), 4 comprimento curto do cranio (CCC), 5
prémolar — prostion (PP), 6 eixo basecranial (EBC), 7 eixo basefacial (EBF), 9 comprimento vicerocraniano (CVC), 10 comprimento frontal mediano (CFM),
11 lambda — nasal (LN), 12 lambda — regido mais distal do osso nasal (LR), 13 lambda — prostion (LP), 14 acrocranio (ACR), 15 maior comprimento dos
nasais (MCN), 16 comprimento curto facial — lateral (CCFL), 18 comprimento palatal oral (CPO), 19 comprimento lateral do prémaxilar (CLP), 20 distancia
corrida de dentes (DCD), 21 comprimento da linha do molar (CLM), 22 comprimento da linha prémolar (CLP), 23 maior comprimento interno da o6rbita
(MCIO), 24 maior altura interna da orbita (MAIO), 25 maior largura do mastéide (MLM), 26 maior largura dos condilos oxipitais (MLCO), 27 maior largura das
bases do processo paraoccipital (MLPP), 28 maior largura do foramen magno (MLFM), 29 altura do foramen magno (CFM), 30 maior largura neurocraniana
(MLNC), 31 largura frontal menor (LFM), 32 maior largura entre as orbitas (MLEO), 33 largura minima entre as 6rbitas (LMEO), 34 largura zigomética (LZ),
35 maior largura entre os nasais (MLEN), 36 maior largura entre o prémaxilar (MLPM), 37 maior largura do palatal (MLP), 38 basion — ponto mais alto da

crista nucal superior (BCNS) e 42 capacidade neucraniana (CNC).
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Finalmente, as medidas de morfometria geométrica (Figura 7) foram tomadas
com um braco portétil digitalizador de medidas (MicroScribe-MX), sendo descritas as
coordenadas X, Y e Z de 89 “Landmarks” no total para o cranio do topétipo. Tais

coordenadas estdo apresentadas no Anexo 1.
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Figura 7. llustracdo do cranio em vista dorsal evidenciando os pontos de “landmarks”

tomados para o topétipo.
4.3 Caracterizacao citogenética
4.3.1 Cultivo de fibroblastos a partir de fragmentos de pele
Para o cultivo de fibroblastos, as amostras de pele foram descongeladas em

banho-maria (37°C) até o meio de congelamento atingir o estado liquido. Depois, foram

colocadas em placas de Petri contendo solugcédo salina tamponada com fosfato (PBS),
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sendo entdo divulsionadas e divididas em pequenos fragmentos, os quais foram
transferidos para as garrafas de cultivo com 1mL de meio de cultura DMEM (Meio
Essencial Minimo Modificado de Dulbeco — Cutilab + 1L de agua Milli Q + 3,7g de
bicarbonato de sodio + 110mg de piruvato + 5mL de antibiético (sulfato de Gentamicina
+ Anfotericina) suplementado com 50% de soro fetal bovino (SFB — Cutilab).
Posteriormente, as garrafas de cultivo foram levadas para a estufa a 5% de CO, a
37°C. Apos da aderéncia das células nas garrafas, o meio foi trocado por 4mL de meio
de cultura com 10% de soro fetal bovino.

Os cultivos foram monitorados diariamente e o meio foi trocado num intervalo de
2 dias até o crescimento adequado da monocamada. Em seguida, foi realizado o
repique, que consistiu em retirar o meio das garrafas, as células lavadas trés vezes com
PBS e tratadas com 1mL de tripsina em cada garrafa e incubadas por 5 minutos na
estufa a 37°C e 5% de CO,, depois foram monitoradas no microscopio invertido para
verificar se as células tinham soltado completamente das garrafas. Imediatamente, a
tripsina foi inativada com 200uL de soro fetal bovino e 1,8mL de meio. Entdo, as células
foram transpassadas para outras garrafas de cultivo (colocando 1mL em cada garrafa
nova) onde foram realimentadas da mesma maneira até obter um nimero suficiente de
cultivos secundarios. Dessas garrafas, foi selecionada a que tinha maior crescimento
celular e foi realizado o congelamento de fibroblastos em 5 microtubos e armazenados
em Nitrogénio Liquido no banco de células vivas do Nucleo de Pesquisa e Conservagéo
de Cervideos (NUPECCE). Os demais cultivos secundarios que apresentavam Otimo
crescimento celular, foram “pré-tripsinizados” um dia antes da colheita.

No dia da colheita, foram adicionados 60uL de colchicina em cada garrafa e
incubadas a 37°C durante 30 minutos. Apds a incubacao foi realizada a tripsinizacéao
para que as células se dissociassem das garrafas. Em seguida, o conteddo de cada
garrafa foi transferido para tubos de centrifuga cénicos e centrifugados por 6 minutos a
134,4 rcf, e o sobrenadante foi descartado. As células foram ressuspendidas em 8mL
de solucéo hipoténica (2,78g de KCL em 500mL de agua destilada) e incubadas no
banho maria a uma temperatura de 37°C durante 20 minutos. Posteriormente, foi feita a

pre-fixacdo, com a adi¢cdo de 3 gotas de fixador (solugdo de metanol e acido acético 3:1
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respectivamente), misturado e centrifugado novamente por 6 minutos a 134,4rcf e o
sobrenadante descartado. Foi realizado trés vezes o mesmo procedimento com 6mL,
4mL e 3mL de solucéo fixadora.

Finalmente as células foram fixadas com mais 1mL de solucdo fixadora e
armazenadas a -5°C para depois preparar as laminas e submeté-las as diferentes
técnicas da citogenética classica (analise convencional Giemsa, banca C, banda G e

coloracdo Ag-NOR).

4.3.2 Preparacao das laminas

As laminas foram preparadas pingando duas gotas de material em cada uma e
deixando secar a temperatura ambiente. Para alguns procedimentos como bandamento
G e bandamento C, estas foram envelhecidas a 60°C e 37°C respectivamente logo

apos da preparacéo.

4.3.3 Coloracao convencional Giemsa

Uma vez que as laminas foram preparadas, estas foram coradas pela
metodologia convencional Giemsa (5mL de agua destilada, 1mL de tampao fosfato
0,001M e 1mL de corante Giemsa (2g de Giemsa + 108mL de glicerina + 168mL de
metanol) para cada uma). Foram analisadas 50 metafases deste espécime para

verificar o seu nUmero cromossdémico exato.
4.3.4 Biometria cromossdémica

Para a classificacdo cromossémica, foi selecionada a melhor metafase do animal
por coloracdo convencional e, posteriormente, realizou-se as medidas utilizando o

software Axiovision Release 4.8. As medidas de cada cromossomo foram feitas a partir

do centrébmero até o telomero, e de acordo com a sua razdo de bracos (RB) foram
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classificados como metacéntricos, submetacéntricos, subtelocéntricos ou acrocéntricos
(LEVAN et al. 1964).

De acordo com o comprimento relativo (CR), os cromossomos foram
classificados como sendo do grupo A (grandes cromossomos de dois bracos=CR>6%),
C (pequenos cromossomos de dois bracos=CR<6%), D (grandes cromossomos
acrocéntricos=CR>5%), E (pequenos cromossomos acrocéntricos=CR<5%) e B (micro-

Cromossomos ou cromossomos supranumerarios=CR<1,5%).

4.3.5 Bandamento G (SEABRIGTH, 1971)

No procedimento da Banda G, as laminas foram previamente envelhecidas a
60°C “overnight” e mais um dia e meio na geladeira. Apds o envelhecimento, estas
foram mergulhadas em solucao de tripsina (0,5%) a 37°C no banho maria durante 1, 2
ou 3 segundos, sendo, em seguida, lavadas 2 vezes com agua destilada gelada.
Finalmente, logo apds as laminas secarem, as mesmas foram coradas com solucao
corante Wright-Giemsa (2,59 de Wright + 0,85g de Giemsa + 500mL de glicerina) em
tampao fosfato (0,06M pH 6,8) (2:1) durante 12 minutos.

4.3.6 Bandamento C (SUMNER, 1972)

As laminas, ap6s 5 dias de preparacdo e envelhecidas a 37°C, foram
mergulhadas em solucdo de acido cloridrico, HCL, (16,6mL de HCL / 1L de &gua
destilada) por vinte minutos a temperatura ambiente, em seguida foram lavadas com
agua destilada. Depois foram colocadas em solucdo de hidroxido de bario (1g de Ba
(OH), em 20mL de agua destilada) a 40°C no banho maria durante 12 minutos e
lavadas novamente com agua destilada. Posteriormente, foram incubadas na solugcéo 2
x SSC (17,539 de NaCl + 8,82g de Na3C¢s Hs07— 2H,0 + 500mL de agua destilada) por
1.5 horas a 56°C. Finalmente, as laminas foram lavadas novamente com agua destilada
e coradas com Giemsa (2g de Giemsa + 108mL de glicerina + 168mL de metanol) a

10% em tampé&o fosfato (0,01M-ph:6,8) por 25 minutos.
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4.3.7 Coloragcdo Ag-RON (HOWELL e BLACK, 1980)

A caracterizacdo das regides organizadoras de nucléolos foi feita pingando 2
gotas de solucdo aquosa de nitrato de prata a 50% (1gr de AgNO3 / 2mL de agua
destilada) e uma gota de solucéo coloidal reveladora (1g de gelatina em 50 mL de agua
destilada mais 0,5 mL de acido férmico a 1%) sobre as laminas previamente preparadas
e posteriormente cobertas com uma laminula sobre a preparacdo. As laminas foram
incubadas em uma camara umida (Placa de Petri com papel absorvente molhado com
agua destilada) a 60°C durante 5 minutos ou até obter uma cor salmédo dourada. Em
seguida, as laminas foram mergulhadas em agua destilada para retirar a laminula
naturalmente, sendo depois lavada novamente com agua destilada e analisadas ao

microscopio logo apds a secagem.

4.3.8 Construcédo de arvore de distancia a partir de dados citogenéticos

Para determinar as relacdes de parentesco entre os citétipos de M. americana ja
descritos no Brasil e o topétipo, foi realizada uma anélise de “cluster” pelo método de
“Ward's” (WARD, 1963) utilizando como caracteres o numero dipléide, e o nimero de
cromossomos dos grupos A, D e E. Esta analise de distancia foi feita por meio do
programa PAST (HAMMER et al. 2001).

4.4  Filogenia molecular

44.1 Amostras

Foram analisadas amostras da espécie M. americana de diferentes localidades
do Brasil e que representam todos os citotipos encontrados dentro da espécie. Algumas
sequéncias utilizadas para as analises filogenéticas foram geradas a partir de amostras
gue estdo estocadas no NUPECCE e outras obtidas no GenBank,

<www.nchbi.nim.nih.gov> do National Center for Biotecnology Information (NCBI). Para
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enraizar as arvores filogenéticas foram utilizadas sequéncias de M. gouazoubira, M.

nemorivaga, M. nana, M. bororo, M. rufina, Pudu puda, Cervus elaphus, Hippocamelus

antisensis, Capreolus capreolus, Alces alces, Odocoileus hemionus, Odocoileus

virginianus, Rangifer tarandus e Blastocerus dichotomus como grupos externos (Tabela

1). Algumas sequéncias dos grupos externos foram obtidas no GenBank e outras

obtidas a partir de amostras estocadas no NUPECCE.

Tabela 1. Amostras utilizadas para as analises filogenéticas.

ID. Espécie Gene NUmero acesso Citétipo
Nupecce
T70 Mazama americana Cit-b DQ789230.0 Parana
T40 Mazama americana Cit-b DQ789224.2 Carajas
T36 Mazama americana Cit-b DQ789222.2 Jari
T34 Mazama americana Cit-b DQ789220.2 Manaus
T31 Mazama americana Cit-b DQ789219.2 Manaus
T28 Mazama americana Cit-b DQ789218.2 Acre
T21 Mazama americana Cit-b DQ789216.2 Rondbénia
T18 Mazama americana Cit-b DQ789211.2 Rondonia
T164 Mazama americana Cit-b DQ789208.2 Carajas
T110 Mazama americana Cit-b DQ789201.2 Parana
T269 Mazama americana Cit-b Rondénia
D-loop GU305932.1
T258 Mazama americana Cit-b Santarém
D-loop GU305938.1
T253 Mazama americana Cit-b Juina
a-LAlb
D-loop GU305937.1
IL16
T260 Mazama americana D-loop GU305939.1 Santarém
T252 Mazama americana D-loop GU305936.1 Juina
T248 Mazama americana D-loop GU305935.1 Juina
IL16
T247 Mazama americana D-loop GU305934.1 Juina
T251 Mazama americana D-loop GU305933.1 Juina
IL16
T211 Mazama americana D-loop GU305931.1 Rondonia
T21 Mazama americana D-loop GU305930.1 Rondbénia
T259 Mazama americana D-loop GU305929.1 Santarém
T274 Mazama americana D-loop GU305928.1 Parana
T255 Mazama americana D-loop GU305927.1 Parana
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T254 Mazama americana D-loop GU305926.1 Carajas

T257 Mazama americana D-loop GU305925.1 Parana
T256 Mazama americana D-loop GU305924.1 Parana
T235 Mazama americana D-loop GU305923.1 Parana
T205 Mazama americana D-loop GU305922.1 Parana
T33 Mazama americana a-LAIb Manaus
T18 Mazama americana a-LAlb Rondo6nia
T251 Mazama americana a-LAIb Juina
T32 Mazama americana a-LAlb Manaus
T30 Mazama americana a-LAIb Carajés
IL16
T31 Mazama americana a-LAIb Manaus
T39 Mazama americana a-LAlb Carajas
Mazama gouazoubira a-LAIb DQ379364.1
Capreolus capreolus a-LAlb AY122021.1
Odocoileus hemionus a-LAlb AY122022.1
Rangifer tarandus a-LAIb AY122019.1
Cervus elaphus a-LAIb AY122017.1
Pudu puda a-LAlb DQ379366.1
Odocoileus virginianus a-LAIb DQ379365.1
Blastoceros dichotomus a-LAlb DQ379361.1
Alces alces a-LAIb DQ379360.1
Hipocamelus antisensis a-LAIb DQ379362.1
T25 Mazama americana IL16 Acre
T28 Mazama americana IL16 Acre
T329 Mazama americana IL16 Acre
T34 Mazama americana IL16 Manaus
T206 Mazama americana IL16 Rondénia
T35 Mazama americana IL16 Carajas
T41 Mazama americana IL16 Carajas
T359 Mazama nemorivaga IL16

4.4.2 Extracdo de DNA (SAMBROOK et al. 1989) com modificagdes

O DNA foi extraido a partir de amostras de musculo. O primeiro passo foi cortar o
tecido com material estéril e colocar em um tubo de microcentrifuga (1.5 mL), em
seguida, foi adicionado 500 pl de TE-Tween seguido de incubacdo no banho-maria a
65°C por 1,5 horas com agitacdo peridédica. O préoximo passo foi adicionar 5ul de
proteinase K, seguido de incubagdo a 55°C durante 6 horas com agitacdo periodica.

Apés as 6 horas, a temperatura foi reduzida para 37°C, permanecendo sob incubacédo
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“overnight”. Em seguida, foi feito o processo de extragdo — precipitagcdo do DNA pelo
método do fenol: cloroférmio: &lcool isoamilico (25:24:1), conforme segue:

Foi adicionado um volume de PCL (fenol-cloroférmio-alcool isoamilico) na
mesma quantidade da amostra, agitando-se vigorosamente no vortex por 10seg,
seguido de centrifugacédo por 10 min, entdo o sobrenadante foi transferido para um
novo tubo. A precipitacdo do DNA consistiu em adicionar 1/10 do volume da amostra de
acetato de sédio 0.3M (aproximadamente 300 pul), a qual foi misturada cuidadosamente
e, em seguida, o volume foi completado com etanol absoluto gelado (2,5 x o0 volume da
amostra), misturado por inversao e colocado em freezer -20°C durante 2 horas. Apos
este periodo, realizou-se a centrifugacdo a 4°C por 20 minutos a 134,4 rcf, sendo que o
sobrenadante foi desprezado e o pellet, completamente seco. Por fim, o DNA foi

ressuspendido em 100ul de TE-Tween.

4.4.3 Quantificagdo do DNA

Antes da amplificacdo da amostra de DNA, foi verificada sua pureza por meio de
espectrofotometria. Neste procedimento, 1yl da amostra de DNA foi colocado no
aparelho de quantificacdo (Eppendorf BioPhotometer®) para observar os valores da
relacdo de absorbancia do DNA extraido. Posteriormente, este foi diluido em uma

solucéo de uso (50ng/ul) para sua amplificacdo e armazenamento em geladeira a 5°C.

4.4.4 Amplificagcdo do DNA

As amostras foram submetidas a técnica de PCR (MULLIS, 1983) em
termociclador convencional “Biometra T1 Thermocycler” para amplificacdo do DNA.
Foram analisados trés fragmentos de DNA mitocondrial: citocromo b (Cit-b), regido
controladora D-loop e citocromo oxidase | (COIl), bem como trés fragmentos do DNA
nuclear: intron 2 da a-lactoalbumina (a-LAlb), interleucina 16 (IL16) e fator de
crescimento de mastocitos (MGF). As caracteristicas dos marcadores sao exibidos na
Tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas gerais dos marcadores moleculares utilizados neste estudo.

Tamanho “Primers” . ~ T° de Fonte dos
Genes . Localizacéo s '
(pb) utilizados anelamento primers
480 hi‘éllig KOCHER et al.
CitB Mitocondrial 54°C (1989); DUARTE et
660 FARH al. (2008)
FARL ' '
FOLMER et al.
LCO1490 . . o (1994); HASSANIN
COl 658 HCO2198 Mitocondrial 54°C e ROPIQUET
(2004).
D-Loop 690 T[I)-|II? Mitocondrial 54°C VILA et al. (1999).
a-LAIb-F o HASSANIN;
a-LAIb 462 -LAb-R Nuclear 55°C DOUZERY, (2003).
IL16-F o REZAEI et al.
IL16 392 IL16-R Nuclear 55°C (2010)
MGF-F o LYONS et al.
MGF 850 MGE-R Nuclear 55°C (1997)

Os fragmentos de DNA foram amplificados utilizando uma reacdo de PCR
(“Polymerase Chain Restriction”) que continha: 12, 0 pl de H20, 1,0 pl de dNTP, 2,0ul
de tampéo de reacéo, 0,6 ul de MgCI2, 0,5 ul de cada “primer” (“forward e reverse”), 0,4
pul de DNA “Taq polimerase” e 3,0 ul de DNA, para um volume total de 20 ul por
amostra. O programa de amplificacdo utilizado no termociclador foi: ciclo inicial de 5
minutos a 94°C para desnaturar o DNA, 35 ciclos a 94°C por 1 minuto, temperatura de
anelamento dos iniciadores (Tabela 2) por 1 minuto e por 10 minutos com temperatura
a 72°C para extensao final, depois mantido a 4°C. Em todas as rea¢fes foram incluidos
controles negativos para verificar a existéncia ou auséncia de contaminagéo.

Os produtos de amplificacdo foram visualizados em gel de agarose 2% para
verificar a quantidade e a qualidade do DNA a partir de um transiluminador de luz
ultravioleta 302 nm “BioAgency”, as amostras foram coradas com “GelRed™” e,
posteriormente, analisadas no programa “Image Analysis da Kodak”. O tamanho de
cada fragmento, foi confirmado utilizando o marcador “TrackltTM” 50 pb DNA “Ladder”

(Invitrogen). Todas as amostras foram armazenadas a -20°C.
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4.4.5 Purificagdo dos produtos amplificados e sequenciamento

Para a purificagdo das amostras foi utilizado o protocolo com PEG (“Polyethylene
Glycol”’) e glicogénio azul (SAMBROOK, 1989) para os fragmentos mitocondriais e o
protocolo de Etanol sem lavagem (DORADO-PEREZ, 2012) para os fragmentos
nucleares. Tais amostras purificadas foram sequenciadas em sequenciador automético
3730XL “Applied Byosystems”.

4.4.6 Alinhamento e andlises de sequéncias

Para o topétipo foram sequenciadas as fitas senso e antisenso dos fragmentos
mitocondriais e nucleares e, uma vez obtidas as sequéncias todos os eletroferogramas
foram inspecionados para eliminar falsos polimorfismos e as possiveis ambiguidades
corrigidas manualmente. Apds a revisdo de cada um dos eletroferogramas, as duas
fitas complementares foram alinhadas para obter a sequéncia consenso com ajuda do
programa Clustal W (HIGGINS et al. 1992) através do Bioedit (HALL, 1999). As
sequéncias obtidas foram organizadas em uma matriz junto com todas as sequéncias
da espécie M. americana publicadas atualmente nas bases de dados mundiais
“GenBank” e “BOLD System”, e as sequéncias do grupo externo também com ajuda do
programa Clustal W (HIGGINS et al. 1992) através do Bioedit (HALL, 1999).

Posteriormente, a matriz alinhada foi editada manualmente para excluir as
extremidades das sequéncias, assim como falsas insercdes-delecbes (indels). Foi
selecionado o melhor modelo de evolugcdo molecular para o conjunto de dados de cada
gene de acordo com os parametros de substituicdo nucleotidica mediante o programa
jModelTest v. 0.1.1 (POSADA; CRANDALL, 1998), seguindo o critério de informacao de
Akaike corrigido, AlCc (AKAIKE, 1973).

4.4.7 Andlises filogenéticas e construcdo das arvores
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As relacOes filogenéticas entre as diferentes populacbes de M. americana e o
topétipo analisado foram estudadas mediante analises de maxima parcimbnia (MP)
(FARRIS et al. 1970), para os genes D-loop e IL16 com o emprego do programa PAUP
(SWOFFORD, 2002) e inferéncia bayesiana (IB) (HUELSENBECK e RONQUIST,
2001), para os genes Cit-b, D-loop, COI, a-LAIb e IL16 com o emprego do programa
MrBayes on XSEDE 3.2.6 (RONQUIST e HUELSENBECK, 2003), através do programa
“online” CIPRES Science Gateway (MILLER et al. 2010).

Nas andlises de MP dos genes D-loop e IL16 foi realizada uma busca heuristica
de 1.000 réplicas com adicao aleatéria de sequéncias e troca de ramos mediante o
algoritmo “nearest-neighbor interchange”, NNI, (ROBINSON, 1971). O suporte dos
ramos foi avaliado mediante analises de “bootstrap” (FELSENSTEIN, 1985) utilizando
2000 pseudoréplicas com adicdo aleatoria de sequéncias e busca heuristica com 100
réplicas para cada pseudoréplica. A partir da arvore mais parcimoniosa obtida na
andlise, foram calculados o nimero de caracteres informativos, comprimento da arvore
e os indices de consisténcia, de homoplasia e de retencdo. Foi gerada a arvore de
consenso estrito e, posteriormente, foi visualizada e editada. As analises de inferéncia
bayesiana (IB) foram feitas usando 50.000.000 geracdes ao longo de quatro cadeias
com duas repeticbes, adotando um descarte por “burn-in” de 25%. Para estimar a
probabilidade posterior foi utilizado o método “Markov Chain Monte Carlo” (MCMC). As
arvores obtidas de todas as analises foram editadas com auxilio do programa FigTree v.
1.4.0 (RAMBAUT, 2012).

V. RESULTADOS

5.1 Morfologia, biometria, craniometria e morfometria geométrica

5.1.1 Descricdo emendada de Mazama americana Erxleben, 1777 (MAMMALIA:
CERVIDAE) baseada em 1 macho adulto: Cervideo com a cor geral da pelagem
vermelha, assemelhando-se a cor de tijolo (Figura 8 (A), cinza na regido do rosto e

pescoco (Figura 9 (B). A regidao dorsal com tonalidade da cor mais intensa (Figura 8 (A).
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Regido lateral da mesma tonalidade do dorso, levemente mais fraca (Figura 9 (A).
Regido abdominal da mesma coloracao que os flancos, levemente amarronzada (Figura
10 (A e B). Cauda vermelha na regido dorsal da mesma coloracédo do dorso, e branca
na regido ventral (Figura 10 (B). Regido inguinal, bucal, gular e interior das orelhas
esbranquicado (Figura 9 (B). Membros posteriores pretos na regido caudal, marrom na
regido cranial, regido proximal externa da mesma coloragdo que a regido lateral do
corpo, regido proximal interna branca, regido distal externa castanha, levemente
avermelhada na porcdo mais distal e a regido distal interna também é castanha,
levemente avermelhada na porgédo mais distal (Figura 9 (A). As faixas orbitais inferior e
superior levemente mais claras que o resto do rosto (Figura 9 (B). Fossa lacrimal
relativamente profunda (Figura 9 (B). Superficie externa da orelha levemente coberta
por pelos marrons (Figura 9 (B). Pelos lisos com variagcdo no comprimento segundo a
regido do corpo (Figura 11), os mais curtos e finos recobrem o focinho, a superficie
externa e interna da orelha (esta ultima parcialmente nua), o queixo e a regido distal
dos membros anterior e posterior. Pelos um pouco mais longos nas ancas e a cauda.
Faixa de pelos antevertidos na linha mediana dorsal do pesco¢co com faixa terminal
mais pigmentada, enegrecida (Figura 8 (B). Presenca de um tufo de pelos no dorso da
cabeca imediatamente anterior aos chifres (Figura 8 (B). Chifres relativamente grandes
e grossos, inclinados dorso-caudalmente, levemente curvados e paralelos entre si

(Figura 12). Chifres encapados por velame (Figura 9 (B).

Localizacéo do registro: Guiana Francesa

Coordenadas aproximadas ao ponto de coleta: 4°19'52"N e 52°07'22"W

Depositado em: Museu do Nucleo de Pesquisa e Conservacdo de Cervideos
(NUPECCE)-FCAV-Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Campus
de Jaboticabal.

No de tombo: NPCO079 (Créanio completo, pds-cranio e pele taxidermizada)
Sinonimias: Frente a grande possibilidade de que as sinonimias jA descritas néo

pertencam a espécie M. americana, serdo consideradas sinonimias somente nomes
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dados a animais provenientes da Guiana Francesa, que séao: Cervus rufus Cuvier, 1817

e Mazama pita Rafinesque, 1817.

Figura 8. Topdtipo de M. americana em vista dorsal, corpo (A) e dorsal, cabeca (B).
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Figura 9. Topoétipo de M. americana em vista lateral esquerdo, corpo (A) e lateral

esquerdo, cabeca (B)




Figura 10. Topdtipo de M. americana em vista ventral, regido anterior (A) e ventral,

regido posterior (B).




Figura 11. Pele aberta taxidermizada do top6tipo de M. americana

Os dados da biometria corporal estdo apresentados na tabela 3 e foram
comparados com os dados existentes no banco de dados do NUPECCE. O cranio do
topo6tipo mostrando as quatro vistas € ilustrado na Figura 12 e as 36 medidas cranianas

sao mostradas na Tabela 4.
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Figura 12. Vista lateral direita (A), lateral esquerda (B), ventral (C) e dorsal (D) do cranio do topétipo de M.

americana. A régua ilustra medida em centimetros.
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Tabela 3. Medidas corporais do topétipo de M. americana analisado neste estudo.

Parametros Medidas (cm)
Comprimento do chifre direito 2,35
Comprimento do chifre esquerdo 2,5
Diametro do chifre direito 2,35
Diametro do chifre esquerdo 2,5
Distancia entre chifres 2,11
Comprimento da orelha 10,50
Distancia entre olhos 6,00
Comprimento da cabeca 27,00
Largura da cabeca 10,00
Perimetro do pescoco 36,00
Comprimento do corpo 96,00
Torax 78,00
Abdbmen 91,50
Comprimento da cauda 12,50
Altura 71,00
Metacarpo 16,00
Metatarso 26,50
Peso 44,6

Tabela 4. Medidas cranianas do top6tipo de M. americana representadas em milimetros

(mm).

Caracter mm caracter mm caracter mm caracter mm

CT 223,30 CLM 36,36 LR 171,53 LFM 67,40
CCB 211,15 CLP 30,33 LP 213,98 MLEO 67,00
CB 197,73 MCIO 35,43 ACR 151,70 LMEO 52,05
CCC 128,75 MAIO 36,43 MCN 70,53 LZ 101,86
PP 70,73 MLM 63,75 CCFL 118,17 MLEN 25,68

EBC 39,79 MLCO 41,50 CPO 99,66 MLPM 30,38
EBF 160,84 MLPP 57,15 CLP 66,38 MLP 41,39
CvC 117,59 MLFM 20,02 DCD 65,73 BCNS 51,03
CFM 115,94 AFM 18,49 LN 104,15 MLNC 63,42

Onde: CT= comprimento total, CCB= comprimento condilobasal, CB= comprimento basal, CCC=

comprimento curto do cranio, PP= premolar — prostion, EBC= eixo basecranial, EBF= eixo basefacial,

CVC= comprimento vicerocraniano, CFM= comprimento frontal mediano, LN= lambda — nasal, LR=
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lambda — regido mais distal do osso nasal, LP= lambda — prostion , ACR= acrocranio, MCN= maior
comprimento dos nasais, CCFL= comprimento curto facial — lateral, CPO= comprimento palatal oral,
CLP= comprimento lateral do premaxilar, DCD= distancia corrida de dentes, CLM= comprimento da linha
do molar, CLP= comprimento da linha premolar, MCIO= maior comprimento interno da 6rbita, MAIO=
maior altura interna da Orbita, MLM= maior largura do mastoide, MLCO= maior largura dos coéndilos
oxipitais, MLPP= maior largura das bases do processo paraoccipital, MLFM= maior largura do foramen
magno, AFM= altura do foramem magno, MLNC= maior largura neurocraniana, LFM= largura frontal
menor, MLEO= maior largura entre as orbitas, LMEO= largura minima entre as orbitas, LZ= largura
zigomatica, MLEN= maior largura entre os nasais, MLPM= maior largura entre o premaxilar, MLP= maior
largura do palatal, BCNS= basion — ponto mais alto da crista nucal superior, CNC= capacidade

neucraniana.

Foi comprovado mediante a analise de componentes principais (PCA) separados
por sexo, que nao existe dimorfismo sexual para a espécie M. americana. Os resultados
da PCA (Tabela 5), feito com as medidas corporais, nao revelou diferencas
morfométricas entre grupos geograficos distintos.

O primeiro e segundo componentes mostram 54,90% e 11,16% da variancia,
respectivamente. Pelo fato das cargas do primeiro componente (PC1) terem sido iguais
(positivas), o PC1l é interpretado como um eixo que mostrou principalmente as
diferencas de tamanho entre os individuos. Seis medidas (LC, ALT, MTT, PP, TX, AB)
tiveram os maiores pesos em PC1. Algumas cargas sobre o segundo componente
(PC2) sao negativas e outras positivas, por esse motivo, o PC2 foi interpretado como
um eixo que mostrou principalmente diferencas nas proporgdes corporais entre 0s
espécimes. Neste componente (PC2), as medi¢cbes com cargas maiores foram ALT e

PP (cargas negativas) e DEO e CCA (cargas positivas).
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Tabela 5. Resultados da analise de componentes principais com base em medi¢cdes
corporais de todos os individuos adultos do banco de dados do NUPECCE e o topétipo

analisado neste estudo.

Medida PC1 PC2 PC3 PC4 PC5
LC 0,3291 0,1859 -0,2489 -0,1502 0,345
CO 0,2602 -0,3283 -0,07154 0,6182 0,3559
DEO 0,1068 0,7686 -0,155 0,2151 0,2718
MTC 0,2155 -0,02739 0,7712 0,06779 0,4179
ALT 0,3501 -0,1756 0,03405 0,05012 -0,2881
CCO 0,329 0,1791 0,07193 -0,2651 -0,1616
CCA 0,2676 0,3032 0,05288 0,485 -0,5374
MTT 0,3605 -0,1263 0,1517 0,04603 -0,2502
PP 0,3019 -0,2445 -0,4855 0,008042 0,1995
TX 0,3557 -0,1461 -0,1586 -0,2378 -0,04755
AB 0,3406 0,1195 0,1451 -0,4215 0,05736
“Eigenvalue” 6,03982 1,22848 0,943974 0,748632 0,605614
% “variance” 54,907 11,168 8,5816 6,8057 5,5056

Componentes 6 - 11 representam um percentual da variancia total muito baixo (<5%) e, por conseguinte,
sdo omitidos. A medida LC representa a largura da cabeca, CO comprimento da orelha, DEO distancia
entre olhos, MTC metacarpo, ALT altura, CCO comprimento do corpo, CCA comprimento da cauda, MTT

metatarso, PP perimetro do pescoco, TX térax e AB abdémen.

O grafico de disperséo (Figura 13), construido com a pontuacdo dos espécimes
nos dois primeiros componentes, mostra sobreposi¢cado substancial entre os diferentes
grupos geogréaficos. Espécimes das diferentes localidades do Brasil sdo amplamente
espalhadas por PC1 e PC2, ainda sabendo que sao citogeneticamente distintos. Alguns
espécimes de M. americana ficam sobrepostos com a amostra de M. bororo, sendo esta
ltima, classificada anteriormente como espécie distinta de M. americana, confirmando
a dificuldade de diferenciar as espécies do género Mazama sO pelos caracteres
morfologicos.
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Figura 13. Diagrama dos dois primeiros eixos da andlise de componentes principais a
partir das medidas corporais de individuos de M. americana provenientes de diferentes
localidades de Brasil com relacdo ao topoétipo analisado neste trabalho (estrela preta) e
um grupo externo composto pelas espécies M. nana (triangulo preto), M. gouazoubira
(circulo preto), M. nemorivaga (quadrado preto), e M. bororo (triangulo branco). Os
circulos de cor vermelha representam os espécimes de M. americana provenientes do
Acre, verde Parana, azul Carajas, amarelo Rondénia, roxo Manaus, laranja Goias, e

rosa Alto Rio Negro.

A arvore de distancia morfolégica feita a partir das medidas biométricas dos
individuos (Figura 10) mostra claramente uma mistura entre todos os individuos que
sao citogenética e molecularmente distintos, evidenciando assim que a individualizagao
das populacdes de veado-mateiro € impraticavel pelos caracteres biométricos. Além

disso, corrobora a incapacidade de diferenciar M. bororo de M. americana.
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Figura 14 Arvore de distancia feita com as medidas biométricas dos diferentes citétipos de Mazama americana
encontrados no Brasil (Parana, Carajas, Ronddnia, Manaus, Goias, Acre e Alto Rio Negro) em comparacédo com o

top6tipo e um grupo externo (Mazama nemorivaga, Mazama gouazoubira, Mazama nana e Mazama bororo.
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A arvore de distancia morfologica feita a partir das medidas cranianas dos
individuos de diferentes citétipos (Figura 12), mostra dois clados, um composto por
individuos de Parana, Manaus, Santarém, Juina, Rondonia e o individuo da espécie M.
bororo, e outro composto por individuos de Santarém, Rondonia e Juina. Neste ultimo
clado encontra-se agrupado o topotipo, evidenciando novamente que os individuos nédo
podem ser diferenciados morfologicamente de acordo ao seu padréo cariotipico, além

disso, M. bororo n&o pode ser separado de M. americana pela craniometria.
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Fugura 15. Arvore de distancia feita com as medidas cranianas de diferentes cit6tipos
encontrados no Brasil (Parana, Manaus, Santarém, Juina, e Rondonia) em comparacgao
com o top6tipo de M. americana e um grupo externo (Mazama gouazoubira, Mazama

nemorivaga e Mazama bororo).
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5.2 Citogenética

Por meio da coloracdo convencional Giemsa (Figura 16), foi possivel obter uma
visdo basica do cariétipo deste espécime, permitindo assim seu correto pareamento.
Segundo a biometria, os cromossomos foram classificados de acordo com o seu
comprimento relativo (CR), sendo que o grupo A € composto pelos pares 1 e 2, 0 grupo
D pelos pares 3, 4 e 5, e 0 grupo E pelos pares 6 a 21. Os cromossomos B néo
apresentaram variabilidade nenhuma entre todas as metafases analisadas, se

mostrando sempre com 3 Cromossomos.
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Figura 16. Cariétipo béasico pertencente ao topétipo de Mazama americana (2n=45

NF=50 +3Bs) sob colora¢do convencional Giemsa.

Com a coloragao Ag-NOR foi observado que as regibes organizadoras de
nucléolo estdo localizadas na regido telomérica de um cromossomo do par 3 e nos dois

cromossomos do par 6 (Figura 17).
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Figura 17. Caridtipo basico pertencente ao topétipo de Mazama americana (2n=45
NF=50 +3Bs) sob coloracdo Ag-NOR

O bandamento C (Figura 18) mostrou blocos de heterocromatina constitutiva na
regido pericentromérica de todos os cromossomos autossémicos, uma banda
heterocromatica intersticial forte nos bracos longos dos cromossomos 1 e 2 e bandas
mais ténues nos cromossomos 3, 4, 5 e 6. O cromossomo X apresenta um grande
bloco heterocromético na regido intersticial do braco longo, enquanto o Y1
apresentou-se eucromatico e os cromossomos B heterocromaticos. O padrdo de

Bandamento C é representado na Figura 19.
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Figura 18. Cari6tipo basico pertencente ao topétipo de M. americana (2n=45 NF=50

+3Bs) sob bandamento C.
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Figura 19. Representacdo esquematica do padrdo de bandas C do topotipo de M.

americana.

Os cromossomos sexuais da espécie M. americana formam um sistema sexual
multiplo XX/XY1/Y2 devido a uma fusdo X-autossémica ancestral. O bandamento G
(Figura 20) permitiu identificar corretamente a regido do X homdloga a um cromossomo
acrocéntrico do grupo E. Uma marcacdo da banda C na regido intersticial do braco
longo do cromossomo X coincide com o ponto de fusdo em tandem entre este e o
autossomo ancestral, homologo ao Y2. O cromossomo Y1 é o menor do lote,
metacéntrico e totalmente hererocromético. A representagdo esquematica do
Bandamento G do topdtipo de M. americana analisado neste estudo € o ponto de

comparacao de todas as variantes conhecidas e é representado nas Figuras 21 e 22.
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Figura 20. Cariétipo basico pertencente ao topétipo de M. americana (2n=45 NF=50

+3Bs) sob bandamento G.
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Figura 21. Representacdo esquematica do padrdo de bandas G do topotipo de M.
americana.
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Figura 22. Representacdo esquematica do padrédo de bandas G do Topoétipo de M.

americana. Cromossomos de cinco metafases diferentes.
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As andlises comparativas foram feitas com o citoétipo Parana (2n=52/53 e NF=
56). A partir dele ocorreram dois eventos independentes de fusédo céntrica e fusdo em
tandem, os quais deram origem aos pares 1 e 2 do topdtipo. O par 1 do topétipo
corresponde a uma fusdo em tandem dos cromossomos 2 e 7 do citotipo Parana, além
de uma fusao céntrica dos cromossomos 2 e 22. O par 2 do topotipo, surgiu pela fuséo
em tandem dos pares 3 e 23 do citétipo Parana, além de uma fusdo céntrica dos
cromossomos 3 e 24. O cromossomo 3 do Topdtipo, pode ter sido produto de uma
inversdo pericéntrica do par 1 do citétipo Parana, mostrando assim uma homologia
entre o par 1 do topétipo e o par 1 do citétipo Parana. (Figura 23). Os pares 4, 5 e 6 do
top6tipo apresentaram-se iguais aos pares 4, 5 e 6 do citétipo Parana, da mesma forma

gue os pares 8 a 21 do topdtipo que representam os pares 8 a 21 do citétipo Parana.
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Figura 23. Cromossomos correspondentes entre o citdtipo Parana (PR) e o Topétipo
(TP) sob bandamento G em (A) e Bandamento C em (B).

Para melhor interpretacdo dos rearranjos envolvidos na diferenciagdo das

populacdes de M. americana, a Figura 24 ilustra cada um dos eventos que

aconteceram para formar os diferentes cariotipos dentro desta espécie.
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Figura 24. Evolugdo cromossdmica mostrando as relagdes dos 6 citotipos em
comparacao com o topotipo de M. americana . JU2n =44/45; NF=48, RO2n=42/43; NF
= 46, SA2n=50/51; NF=56, JA2n=48/49; NF=56, PR2n=52/53; NF=56, CA 2n=50/51;
NF=54, topo6tipo 2n=45; NF=50.
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A analise de distancia feita a partir de caracteres citogenéticos entre todos os
citétipos encontrados no Brasil e o topotipo (Figura 25) evidencia claramente dois
clados, um composto pelos citotipos de menor numero dipldide (Juina, Alto Rio Negro,
Acre e Rondobnia), no qual se situa o topGtipo e outro constituido pelo citétipos de maior

namero cromossémico (Parana, Carajas, Manaus, Jari e Norte do Para).
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’7 Topotipo
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Figura 25. Arvore de distancia a partir de caracteres citogenéticos de todos os citétipos

conhecidos no Brasil em comparacgao ao topotipo analisado neste estudo.

5.3 Filogenia molecular

O DNA do topotipo apresentou uma concentracado de 142ng/ul e uma relacao
260/280=1,95.
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Para o gene Cit-b o melhor modelo evolutivo foi TN93+G, D-loop=TN93+G,
concatenada D-loop + Cit-b=TIM3+I+G, COI=TN93+G, a-LAIb=TIM2+G, e
IL16=TIM2+G, com parametros definidos de nst=6 para todos os genes.

A arvore gerada pela analise do gene mitocondrial Cit-b (Figura 26) evidencia as
duas linhagens de M. americana, onde o topoétipo € agrupado juntamente com oS
individuos de Parana e Carajas, formando com eles um grupo monofilético com alta
probabilidade posterior (100%). Um individuo de Alto de Rio e outro proveniente de Jari
também formam um grupo monofilético. As espécies M. bororo e M. nana posicionaram-
se no meio da arvore, se mostrando mais proximos da linhagem dos citétipos Rondénia

e Juina do que a distancia existente entre as duas linhagens.

M. nemaorivaga
56 R. targndus

lari
o4 100 —— |
L Alto Rio Negro

Manaus

94

0. virginianus

g4 — Renddnia
L Rondénia

Ronddnia

100

61 Santarém

100 Juina

Ronddnia

g M. bororo
L nonana

Parana

89

100

100

Topatipo
Carajas

M. gouazoubira

20
Figura 26. Arvore filogenética do gene Cit-b. Andlise de Inferéncia Bayesiana (IB). Os
valores representam a probabilidade posterior da analise. Grupo externo: O. virginianus,

R. tarandus, M. gouazoubira, M. bororo, M. nana e M. nemorivaga.
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As analises do D-Loop (Figura 27), apresentaram dois clados, um composto
pelos taxons dos citétipos Paran& (PR) e Carajas (CA), e outro composto por individuos
de Rondoénia (RO), Juina (JU) e Jari (JA). Ambos clados separados por um forte suporte
de “bootstrap” e probabilidade posterior, além de ser observada uma polifilia dos
individuos do citétipo Santarem (SA), que se posicionam nos dois clados. Quanto aos
métodos (Méxima Parcimbnia e Inferéncia Bayesiana), ambos exibiram congruéncia
nos agrupamentos. O espécime proveniente da localidade tipo (Topotipo_T358) mostra
uma posicao interessante dentro da arvore, permanecendo no clado dos individuos de
PA e CA. A arvore filogenética do gene D-Loop exibe uma estreita relagcdo dos
individuos do oeste da Bacia do Rio Amazonas (RO, JU, JA) com as espécies M. bororo
e M. nana como grupos irmdos, mostrando assim que a linhagem formada por estes
individuos é mais proxima filogeneticamente a estas duas espécies do que aos

considerados também M. americana localizadas na outra linhagem evolutiva.

M. gouazoubira
R. tarandus
O, virginianus
w e Topotipo
/100 ' f Santarém
Eh_f 00 98/100 — Carajas

— Carajas

88/1 Parana

[ Parana
- S366— Parand
Parana
Parana
/50 — M. bororo
| — M. nana
/100| 100/100_— Ronddnia
— Ronddnia
|. /100 96/100 ~— Juina

— Juina
£20 Ronddnia
_-"'ran — lari

a0 — Juina
L Santarém
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Juina

Figura 27. Arvore filogenética do gene D-loop. Anélise de Méaxima Parciménia (MP) e
IB. Os valores representam o “bootstrap” da analise de MP e a probabilidade posterior

de IB. Grupo externo: O. virginianus, R. tarandus, M. gouazoubira, M. bororo e M. nana.
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A arvore concatenada dos genes Cit B e D-Loop (Figura 28), acompanha os

resultados obtidos com as analises do D-Loop, mesmo tendo menor numero de

amostras na analise, evidencia também os dois clados, um composto pelos taxons de

PR e CA e o topdétipo, sendo outro clado constituido por individuos de RO, JU e JA.

Ambos clados separados por um forte suporte de probabilidade posterior, aqui

novamente as espécies M. bororo e M. nana ficam mais proximas dos individuos de

RO, JU e JA.
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Figura 28. Arvore filogenética concatenada dos fragmentos da regido controladora D-

loop e o Cit-b. Analise de IB. Os valores representam a probabilidade posterior da

analise. Grupo externo: O. virginianus, R. tarandus, M. gouazoubira, M. bororo e M.

nana.
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Na arvore filogenética gerada a partir do gene a-LAlb (Figura 29) apresenta-se

um clado composto pelos taxons dos citétipos AM e RO, uma politomia entre individuos

de PA, AM e CA. O topotipo mateve-se separado deste clado bem como um individuo

do citotipo JU.

0. hemionus

R. tarandus

P puda
M. gouazoubira

86

a1

61 Manaus
66 Rondodnia

80 Manaus

Carajas
100 —— Manaus
Carajas
Carajas

Juina
Topotipo

72 —— H. antisensis

L B. dichotomus

0.7

Figura 29. Arvore filogenética do gene a-LAlb. Andlise de IB. Os valores representam a

probabilidade posterior da andlise. Grupo externo: O. virginianus, R. tarandus, M.

gouazoubira, P. puda, H. antisensis, B. dichotomus, O. hemionus, C. capreolus, C.

elaphus, A. alces.

As analises feitas com o gene nuclear IL16 (Figura 30) ndo mostrou-se

informativo, ndo formando agrupamentos nos individuos de diferentes citétipos de M.

americana. Também nao evidencia agrupamentos entre estes citotipos e o0 topotipo
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analisado neste estudo, formando assim uma politomia com todos os individuos dos
diferentes citotipos.

Acre

Acre

——— Topdtipo

Acre

Juina

100/100 Manaus
Juina

Juina
Rondénia

Carajas

Carajas

Carajas

M. nemaorivaga

0.0020

Figura 30. Arvore filogenética do gene IL16. Andlise de MP e IB. Os valores

representam o “bootstrap” e a probabilidade posterior da analise. Grupo externo: M.
nemorivaga.

Devido a falta de sequéncias para o gene mitocondrial COIl e o nuclear MGF de
outros individuos de M. americana e do grupo externo, estes ndo foram submetidos a
nenhuma analise filogenética. As sequéncias dos genes COIl e MGF para o topotipo séo
exibidas no anexo 2 e 3 respectivamente.
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VI. DISCUSSAO

6.1 Morfologia, biometria, craniometria e morfometria geométrica

O género Mazama é caracterizado pela rapida diversificacdo e paralelismo
morfologico, gerando assim complexos de espécies como em M. americana, 0S quais
representam grandes desafios para a ciéncia atual.

Os individuos pertencentes aos diferentes citotipos encontrados no Brasil para
M. americana e o topétipo analisado neste estudo ndo puderam ser separados nas
andlises feitas com caracteres morfologicos, como anteriormente mencionado por Rossi
(2000) e Duarte et al. (2008), onde se percebe que as diferentes espécies do género
Mazama tem uma grande similaridade morfoldgica, tornando-se dificil diferenciar as
espécies apenas pelos caracteres morfoldgicos.

Este trabalho corrobora a inexisténcia de dimorfismo sexual dentro de M.
americana a partir de testes com caracteres morfométricos de biometria corporal e
morfometria craniana de machos e fémeas adultos. Esse evento também tinha sido
anteriormente relatado por Rossi (2000), a partir de caracteres morfométricos
cranianos.

Na arvore de distancia gerada com as medidas cranianas dos diferentes cit6tipos
de M. americana, evidenciam-se dois clados, onde individuos pertencentes ao mesmo
citotipo sdo agrupados em ambos clados, mostrando assim que existe uma variacao
individual nos caracteres morfométricos cranianos entre espécimes de M. americana,
como citado por Rossi (2000). Nesse trabalho, o autor mostra através de analises de
variancia, que apenas as medidas comprimento da série molariforme superior e
comprimento da série molariforme inferior ndo variam significativamente ao longo da
distribuicdo da espécie. Da mesma maneira, é apontada a dificuldade na detecc¢édo de
qualquer padrédo de semelhanca entre amostras de M. americana segundo 0s
caracteres morfolégicos cranianos, devido as frequéncias de ocorréncia de um
determinado carater que foram discordantes das frequéncias de ocorréncia de outros

caracteres.
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Os resultados das anélises com morfologia e morfometria revelam que ha ainda
paralelismo morfolégico entre as variantes de M. americana, 0 que descreve o
desenvolvimento de caracteristicas em linhagens que sao estreitamente relacionados,

provavelmente pela recentemente diversificacdo de seu ultimo ancestral comum.

6.2 Citogenética

O polimorfismo cromossémico encontrado nos veados vermelhos é
surpreendente, evidenciando altos niveis de variacdo cromossdmica intra e inter
especifica. Assim, o top6tipo segundo seu padrdo cariotipico ndo se enquadra em
nenhuma das variantes conhecidas do veado-mateiro no Brasil, reconhecendo assim,
que essas variantes devem ser consideradas outras espécies distintas de M.
americana, conforme as evidéncias citogenéticas.

Uma caracteristica encontrada no topdétipo, que € comum a espécie M.
americana é o sistema sexual multiplo XX/XY1/Y2, proposto por Neitzel (1987), que
sugeriu que este sistema sexual foi produto de uma fusdo X-autossémica. Esta fusao
em tandem ocorreu na regido telomérica do braco longo do cromossomo X e a regiao
centromérica de um autossomo. O bloco de heterocromatina constitutiva do autossomo
foi demonstrada pela ocorréncia de bandamento C na regido intersticial do brago longo
do cromossomo X, mas segundo Ashley (2002), a segregacdo sempre € balanceada e
se produzem dois tipos de gametas, um é o X portador da fusdo com o autossomo e o
outro € o Y original (Y1) e o autossomo néo translocado (Y2).

No topétipo, os blocos de heterocromatina constitutiva tornam-se evidentes nos
cromossomos do grupo A, mais ténues nos do grupo D e quase imperceptiveis no
primeiro par do grupo E. Segundo Neitzel (1987), em cromossomos formados a partir
de fusdes em tandem, com o passar do tempo, as bandas C intersticiais vao diminuindo
em tamanho até ficarem tao ténues que podem chegar a sumir completamente.

Como anteriormente relatado por Sarria-Perea (2004), as andlises citogenéticas
dos citotipos de M. americana revelam um processo intenso de evolugéo

cromossOmica. A reorganizacdo cromossomica deve-se principalmente a fusdes entre
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cromossomos do grupo E para formar novos cromossomos e consequente diminuicao
do numero diploide (ABRIL et al. 2010). Segundo o seu numero diploide, é possivel
observar a aproximacao do topétipo ao grupo dos individuos de Ronddénia e Juina, 0s
quais apresentam menor numero cromossomico (RO 2n=42/43; NF= 46 e JU 2n=44/45;
NF=48). No entanto, as mudangas cromossomicas que ocorreram para a formacao dos
citétipos de Rondbnia e Juina, ndo sdo as mesmas envolvidas na formacao cariotipica
do topotipo de M. americana, (Tabela 6) evidenciando claramente o isolamento das
populacdes, o qual também é confirmado geograficamente com a existéncia do Rio

Amazonas no meio delas, atuando como uma grande barreira geografica.

Tabela 6. Cromossomos envolvidos na diferenciacdo dos citotipos de M. americana.

Cromossomo fusdo em tandem fusdo céntrica inversao pericéntrica
SAl PR4 + PR11

JAL PR2 + PR5

JA2 PR4 + PR11

CA3 PR10 + PR5

JUl PR5 + PR23 PR5 + PR18

JUG6 PR14 + PR17

JU7 PR11 + PR22

RO1 PR5 + PR23 PR5 + PR18

RO4 PR11 + PR22 + PR8

RO7 PR4 + PR17

TP1 PR2 + PRY PR2 + PR22

TP2 PR23 + PR3 PR3 + PR24

TP3 PR1

Onde SA= Santarén, JA= Jari, CA= Carajés, JU= Juina, RO= Ronddnia, TP= Topdtipo.

Mediante o uso das técnicas de bandamentos cromossdmicos, foram gerados
resultados importantes para o0 estudo cariotipico de M. americana. A partir da

comparacao destes, foi possivel ver que existe uma diferenca cromossdémica entre 0s
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seis citotipos de M. americana e o top6tipo, por meio de inversdes pericéntricas, fusdes
em tandem e fusbes céntricas como relatado anteriormente por Saria-Perea (2004) e
Abril et al. (2010). Uma comparacado mais robusta foi feita a partir do citétipo Parana, ja
que ele €& considerado o mais ancestral por ter um ndmero cromossémico maior.
Partindo do ancestral hipotético de M. americana proposto por Abril et al. (2010), os
rearranjos envolvidos na formacdo cariotipica do topdétipo foram duas inversdes
pericéntricas, duas fusbes em tandem e duas fusGes céntricas, evidenciando assim a
proximidade cariotipica do topo6tipo com a linhagem de M. americana com maior nimero
cromossbémico (Parana, Santarém, Jari e Carajas).

A grande variacdo cromossémica encontrada em M. americana pode ser
explicada segundo a teoria da fragilidade cromossémica proposta por Duarte e Jorge
(1998), a qual induziria a ocorréncia de quebras e trocas cromossOmicas. Esses
rearranjos cromossémicos poderiam levar a formacdo de novas espécies em um tempo
relativamente curto ap6s um isolamento geogréfico. Vargas-Munar et al. (2010)
evidenciaram a tendéncia do género Mazama a fragilidade cromossémica, ao comparar
trés espécies (M. gouazoubira, M. nana e M. americana) com a espécie B. dichotomus,
observando que M. gouazoubira apresenta as maiores frequéncias de fragilidade
cromossbmica. As espécies M. nana e M. americana apresentaram menores
frequéncias que M. gouazoubira mas maiores que B. dichotomus, corroborando assim a
teoria da fragilidade cromossémica proposta por Duarte e Jorge (1998).

Os cromossomos B séo elementos gendmicos dispensaveis que estao presentes
em aproximadamente 15% dos eucariontes e sua interagdo com o genoma do
hospedeiro determina a sua frequéncia na populacéo, sendo que de um modo geral, 0os
cromossomos B sdo altamente dinamicos, e a ocorréncia de populaces com e sem
cromossomos B é comum. (NUR e HARMFUL, 1966). No topétipo, os cromossomos B
nao apresentaram variacdo, mostrando sempre trés cromossomos em todas as
metafases analisadas, mantendo sempre um padrdo de bandas e um padrao
morfol6gico igual.

Fica claro que o animal aqui analisado ndo pertence a mesma espécie de

qualquer um dos cit6tipos de M. americana ja estudados no Brasil (DUARTE et al. 2008;
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ABRIL et al. 2010), uma vez que o0 numero de pares cromossdmicos envolvidos nestas
diferengas (3) certamente gera uma barreira reprodutiva pos- zigoética intransponivel,
por conta da esterilidade do hibrido, como comprovado por Salviano (2011) e Cursino et
al. (2014) no mesmo complexo especifico. Desta maneira, a citogenética € o argumento
mais potente para a classificacdo das variantes geograficas do grupo ao nivel de
espécies. Sendo M. americana de Caiena a primeira descricdo (Erxleben, 1777), torna-
se necessario agora a nominacdo de todas as demais espécies que se mostrarem

distintas deste topotipo.

6.3  Filogenia molecular

A partir das analises filogenéticas nado foi possivel obter uma completa
concordancia nas andlises feitas com todos os marcadores, isso pode ter acontecido
por causa do numero amostral diferente em cada uma das analises e, ainda pelo fato
dos individuos utilizados para cada analise ndo terem sido 0s mesmos.

Na arvore gerada pela analise do gene mitocondrial Cit-b € possivel observar a
presenca das duas linhagens evolutivas, como ja relatado por Carnelossi (2008), onde
0 topdtipo estd posicionado juntamente com os individuos do Parana e Carajas,
formando com eles um grupo monofilético. Além disso, as espécies M. bororo e M. nana
se posicionaram no meio da arvore formando um clado entre elas, se agrupando mais
proximamente as espécies do clado dos citétipos Rondbénia e Juina, corroborando
assim os resultados obtidos por Abril et al. (2010) e Duarte et al. (2008).

A éarvore do gene D-loop mostrou uma definicdo muito mais clara das duas
linhagens, mostrando o mesmo resultado obtido por Carnelossi (2008), jA que foram
utilizadas as mesmas amostras para fazer a analise comparativa com o topétipo. Uma
das linhagens € formada por individuos de Parana, Carajas e o topétipo e a outra
formada por individuos de Rondénia, Juina e Jari.

O resultado da analise concatenada dos dois fragmentos de mtDNA (Cit-b e D-
loop), acompanhou os resultados obtidos nas analises feitas com 0s genes em

separado, evidenciando as duas linhagens evolutivas para M. americana.
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A analise dos genes nucleares apresentou-se um pouco restrita, impedindo uma
comparacao robusta do topotipo de M. americana com individuos desta mesma espécie
provenientes de diferentes regides geograficas do Brasil. Além das escassas, quase
nulas, sequéncias publicadas desses genes nas bases de dados mundiais (“GenBank e
BOLD Systems”), soma-se a dificuldade na sua amplificacdo e a qualidade do
sequenciamento, apresentando frequentemente sobreposicdo de picos de
fluorescéncia. Segundo Bensasson et al. (2001) estes podem sugerir a presenca de
pseudogenes, que dificultam, podendo até impossibilitar a utilizacdo dos marcadores
moleculares.

A arvore feita a partir do gene a-LAIb ndo conseguiu diferenciar completamente
as populacdes possivelmente devido ao escasso numero de amostras ou também as
escassas mutacdes e polimorfismo dentro das sequencias como relatado anteriormente
por Cronin et al. (1996), que utilizaram o gene da a-LAlb em ruminantes das familias
Bovidae, Cervidae, Giraffidae e Antilocapridae e encontraram auséncia de polimorfismo
nos fragmentos.

Com o gene nuclear IL16, ndo foi possivel separar nenhuma das populacées,
formando uma politomia com todos os individuos de M. americana, provavelmente
produto das escassas mutagdes e polimorfismo.

Estes genes nucleares devem ser melhor avaliados para serem utilizados em
estudos futuros, ja que os resultados obtidos sugerem que estes marcadores nao sao
adequados para reconhecer as relagbes evolutivas dentro das populacbes de M.
americana.

Pages et al. (2008), na tentativa de esclarecer a historia evolutiva dos Ursidae,
analisaram catorze genes nucleares para as oito espécies existentes de ursos. Os
autores conseguiram propor algumas hipéteses filogenéticas, no entanto, a combinacao
de 14 fragmentos de genes nucleares nao foi suficientemente informativa para
esclarecer as relacbes entre todos os representantes da familia Ursidae. Como
acontece com a familia Cervidae, a falta de resolucdo dessas incertezas taxonémicas &
provavelmente causada pela rapida diversificagdo das espécies durante a sua historia

evolutiva.
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6.4. Validade do nedétipo

A proposta de um neétipo da espécie M. americana a partir da descricao
detalhada de um topétipo atual, abre grandes possibilidades para descricdo de novas
espécies dentro do género Mazama.

Um neotipo € um taxon nominal ao nivel de espécie, designado quando nao
existe o exemplar tipo portador do nome (holétipo, lectétipo, sintipo ou ne6tipo prévio), e
um autor considere necessario estabelecé-lo. (ICZN, 1999). O exemplar de M.
americana analisado neste estudo ndo corresponde as “circunstancias excluidas” e
cumpre com todas as condi¢des exigidas pelo Codigo Internacional de Nomenclatura

Zooldgica vigente, detalhadas a seguir:

- “Declaracdo de que se designa com o propoésito expresso de esclarecer a posicao
taxondmica”. Neste caso a designacdo do nebtipo, torna-se imprescindivel para realizar
comparacdes e tomar decisdes sobre quais das espécies incluidas no género podem
ser consideradas validas e quais nao.

- “Declaracdo dos caracteres que o autor considere distintivos o uma referéncia
bibliografica a essa declaracéo”. Esses caracteres sado definidos na introducéo.

“‘Dados e descricdo para assegurar o reconhecimento do exemplar designado”. As
informacdes e a descricao detalhada séo definidas nos resultados (5.1, 5.2 e 5.3).

- “Razbes do autor para considerar o material tipo perdido o destruido”. Sé&o
mencionados na introducgéo.

- “Evidencia de que o nedtipo concorda com o que se sabe do material tipo original”.
Neste caso o exemplar coletado (topotipo) se ajusta a descrigdo original de Erxleben
(1777).

- “Evidencia de que o0 neoétipo tenha procedéncia tdo perto quanto possivel da
localidade tipo original (Art. 76.1) e do mesmo horizonte geoldgico (ver Art 76.3 e
recomendacao 76.01)". O exemplar foi coletado na regido de Regina, a 70 Km de

Caiena na Guiana Francesa (localidade tipo registrada na descricdo original da
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espécie). Foi necessario o deslocamento até Regina, porque Caiena € uma regiao
urbanizada, sendo muito dificil a coleta do espécime.

- “Declaracao de que o neotipo é propriedade de uma instituicao cientifica reconhecida
e que tenha uma colecdo com a infraestrutura adequada para conservar ao neotipo”.
Desde sua coleta (Fevereiro de 2015) o ne6tipo encontra-se depositado no museu do
Nucleo de Pesquisa e Conservacdo de Cervideos, NUPECCE, (FCAV, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, campus de Jaboticabal). O NUPECCE
possui atualmente uma grande colecdo de cervideos neotropicais, em especial do
género Mazama, sendo hoje um dos museus com maior acervo de exemplares deste
género no mundo (aproximadamente 100 exemplares).

O espécime analisado sera considerado, por enquanto, como topétipo e néo
neotipo, até que seja aceito pela Comissao Internacional de Nomenclatura Zoologica,
apos a publicacdo do artigo. Topo6tipos sao espécimes da mesma localidade do material
tipo (hol6tipo), ndo necessariamente coletado ao mesmo tempo e que ndo sao
posicionados oficialmente dentro do cédigo de nomenclatura zoologica (WINSTON,
1999).

Este trabalho conseguiu confirmar a existéncia de espécies diferentes dentro dos
veado-mateiro como proposto anteriormente por Duarte et al. (2008), Carnelossi (2008),
Abril et al. (2010), Salviano et al. (2011), e Cursino et al. (2014), uma vez que o topotipo
nao enquadra com nenhuma variante até agora conhecida.

Esta é a primeira referéncia disponivel na literatura com respeito ao
estabelecimento de um neotipo para M. americana, sendo o ponto de partida para a
descricdo de novas espécies e possivel mudanca completa da nomenclatura do género

Mazama.
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VIl.  CONCLUSOES

Prop6e-se um neotipo da espécie M. americana.

Descreve-se morfologicamente o topétipo de M. americana.

N&o é possivel diferenciar as espécies do complexo M. americana por meio dos
caracteres morfologicos do corpo nem do cranio.

Apresentam-se os padrdes citogenéticos da espécie.

Citogeneticamente o topdétipo ndo se assemelha a nenhuma variante de M.
americana descrita até hoje no Brasil.

Os rearranjos cromossémicos mais envolvidos na diferenciacdo cariotipica do
complexo M. americana sao fusGes em tandem e fusdes céntricas.

Apresentam-se os padrdoes moleculares de fragmentos de DNA mitocondrial (Cit-
b, D-loop e COI) e DNA nuclear (a-LAlb, IL16 e MGF) para a espécie.

Considera-se que o gene mitocondrial D-Loop foi 0 mais informativo para separar
as populacdes de M. americana.

Os genes nucleares a-LAlb e IL16 ndo se mostraram informativos ao ponto de
diferenciar as espécies do complexo M. americana.

As populacdes brasileiras (citotipos) hoje consideradas como M. americana nao

pertencem a esse taxon.
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Anexo 1. “Landmarks” tridimencionais do top6tipo de Mazama americana (coordenadas X, Y e Z). colocar o artigo

completo de Erxleben, 1777 nos anexos também.

Landmark X Y Z Definicdo landmark lado
1 89,87585337- 11,63188198- 15,05839075; Sutura maxilloincisiva sobre o margo interalveolaris Esquerdo
2 67,133094155 27,769439765 15,36421458; Ponto mais dorsocaudal da sutura maxilloincisiva Esquerdo
3 67,08020513; 36,90964798_ 8,152337913; Incisura nasoincisiva Esquerdo
4 59,985548155 -37,3322731 8,630698386- Sutura maxilloincisiva sobre a borda anterior da abertura nasal Esquerdo
5 35,81514206: 40,08620267_ -12,524354 Sutura nasal maxilar Esquerdo
6 27,09786015_ 43,05401925_ 13,68941376- Ponto tripartito entre os nasais, frontal y maxillar Esquerdo
7 -12,5098968 39,3034343'3: -22,1941198 Sutura frontolacrimalis sobre a borda da fenestra antorbital Esquerdo
8 -37,264454 21,78708141_ 25,66535306_ Sutura maxilolacrimalis sobre a borda da fenestra antorbital Esquerdo
9 25,12315938; -17,6392644 29,78823662_ Ponto mais anterior da sutura zygomaticolacrimalis Esquerdo
10 52,78405485_ -12,427338 20,70485324: Margo dorsal do foramen infraorbitale Esquerdo
11 51,007656055 7,136942893; 19,996413255 Margo ventral do foramen infraorbitale Esquerdo
12 52,8939247é 1,228849176 16,64112332- Margo alveolare mesial do P2 Esquerdo
13 26,24623895_ 8,809838405 31,55179891_ Margo interalveolaris entre P4 y M1 Esquerdo
14 9,257823172 | 13,79647033 31,38490702; Margo alveolare distal do M3 Esquerdo
15 -32,5006216 9,238352005- 35,41334485; Origem m. masseter Esquerdo
16 9,910826092; 14,16787853: 41,54116221- Sutura zygomaticomaxillaris sobre a crista faciallis Esquerdo
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4,090719315

49,16605405

17 45,82687622 Borde caudal lateral da crista facialis sobre a sutura zygomaticotemporale | Esquerdo
18 26,11798174 22,74218753: 45,23239561_ Sutura zygomaticofrontalis sobre a borda da orbita Esquerdo
19 1,2904617555 37,80183202_ 26,00203691_ Sutura frontolacrimalis sobre a borda da orbita Esquerdo
20 7,874902627_ 18,95109554; 36,20854343: Dacryon (sutura zygomaticolacrimalis sobre a borda da orbita) Esquerdo
21 65,73667102 2,840308001_ 37,27447033: Incisura timpanica Esquerdo
22 93,68974538 6,636886268_ 19,21785377- Sutura temporooccipitalis sobre a crista supramastoidea Esquerdo
23 92,66760167 15,51785352- 16,54326084': Ponto tripartito entre os Parietal, Temporal y occipital Esquerdo
24 42,73637817 14,23552872- 23,52489361- Ponto tripartito entre os Parietal, Temporal y alisfeoides Esquerdo
25 13,9312679 43,34392144 17,08704444: Fordmen frontal Esquerdo
26 68,67455984 43,20858823; 23,08578291_ Stephanion (interse¢éo entre a Sutura coronalis e a linea temporalis) Esquerdo
27 95,51940045 20,76692961_ 11,60218416; Intersecdo entre a sutura occipitoparietalis e a linea temporalis Esquerdo
28 78,35915843 | 12,88068326 | -28,3414234 Borde dorso-caudal do proceso paraoccipitalis Esquerdo
29 87,93810585 | 13,93403881 9,750268657_ Borde ventral do condilo sobre o foramen magnum Esquerdo
30 85,51719853 | 25,99154338 9,611553075; Borde dorsal do céndilo sobre o foramen magnum Esquerdo
31 79,45436585_ 39,69417125- 1,1325651365 Ponto mais rostral sobre os Nasais Esquerdo
32 17,11901496 | 1,321338842 38,43271802- Sutura zygomaticopalatina sobre a borda da fosa maseterica Esquerdo
33 41,91727554 3,296113247- 46,2313885?: Sutura zygomaticopalatina sobre a borda da fosa maseterica Esquerdo
34 50,31585854 1,874578446; 39,83367297_ Borde caudal medial da crista facialis sobre a sutura zygomaticotemporale | Esquerdo
35 39,21815494 1,25003489?; 19,82713812; Sutura temporal alisfeoides sobre a cavidad glenoidea Esquerdo
36 38,53679019 11,52858888- 9,079679832_ Foramen rotundum Esquerdo
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13,57261725

37 53,29124319 | 2,958443265 Foramen ovale posterior Esquerdo
38 60,69828992 | 6,722215319 24,01637007_ Borde ventral do proceso retroarticular Esquerdo
39 74,81191253 | 28,85529167 21,94355964; Ponta ventral do proceso paraoccipital Esquerdo
40 76,56568763 | 14,65980334 11,47871053: Foramen hipoglosso Esquerdo
41 121,0065484; 11,081012325 0,1484481355 Prosthion (sutura interincisiva sobre linea media)

42 74,38395877 | 20,85807283 | 0,780646575 Margo dorsal foramen magnum sobre linea media

43 90,40815961 | 11,93893877 0,443808101- Margo ventral foramen magnum sobre linea media

44 101,076927 | -12,0511469 | 1,124896425 Opistocranium

45 92,01899508 | -25,1619562 | 0,852670526 Lambda (sutura occipitoparietalis sobre o plano sagital)

46 52,74049439 | -49,9956247 | 0,983724931 Bregma (sutura coronalis sobre o plano sagital.)

47 10,852807855 -47,6017549 0,773669003; Nasion (sutura frontonasalis sobre o plano sagital)

48 23,84324553; 3,062732889 | -0,11329216 Sutura palatino-maxillar sobre o plano sagital do paladar

49 79,647888463 9,722337065; 1,487036898- Sutura maxilloincisiva sobre o paladar

50 89,13352204; 11,32022224 14,22656264 Sutura maxilloincisiva sobre o margo interalveolaris Direito
51 66,74604554; 28,3243972'3: 13,41546429 Ponto mais dorsocaudal da sutura maxilloincisiva Direito
52 65,0747271(“; 35,62113195; 6,859670763 Incisura nasoincisiva Direito
53 59,84347143: -36,6021616 | 7,984446353 Sutura maxilloincisiva sobre a borda anterior da abertura nasal Direito

54 34,03022371- 39,22359231- 12,34959052 Sutura nasal maxilar Direito
55 26,47844511- 42,49981227- 12,98575612 Ponto tripartito entre os nasais, frontal e maxillar Direito
56 -8,30040095 41,02535934; 22,28915405 Sutura frontolacrimalis sobre a borda da fenestra antorbital Direito
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37,09469183

22,19715417

57 24,60229104 Sutura maxilolacrimalis sobre a borda da fenestra antorbital Direito
58 24,27594895_ 18,26668573: 30,03569639 Ponto mais anterior da sutura zygomaticolacrimalis Direito
59 51,458464425 12,2181789é 21,28925661 Margo dorsal do foramen infraorbitale Direito
60 51,28638131_ 6,413836384; 20,36323703 Margo ventral do foramen infraorbitale Direito
61 53,16736741_ 1,17505805 | 15,93218129 Margo alveolare mesial do P2 Direito
62 26,4594022£; 10,18444553 | 31,49555251 Margo interalveolaris entre P4 e M1 Direito
63 8,002782254 | 14,6604665 | 32,20298343 Margo alveolare distal do M3 Direito
64 -32,5006216 9,238352005_ 35,37124769 Origem m. masseter Direito
65 -10,0415391 14,85286445- 42,43864516 Sutura zygomaticomaxillaris sobre a crista faciallis Direito
66 42,44066273 4,643043221_ 50,5553178 | Borde caudal lateral da crista facialis sobre a sutura zygomaticotemporale | Direito
67 24,58412765 23,93596952_ 45,94730261 Sutura zygomaticofrontalis sobre a borda da orbita Direito
68 2,056172163: -38,7720392 | 25,95613481 Sutura frontolacrimalis sobre a borda da orbita Direito
69 7,642620027_ 19,26222634 36,09196722 Dacryon (sutura zygomaticolacrimalis sobre a borda da orbita) Direito
70 65,66733305 3,280897451_ 38,33162289 Incisura timpénica Direito
71 91,01348247 4,858509078_ 20,56358135 Sutura temporooccipitalis sobre a crista supramastoidea Direito
72 91,80827467 15,5981872é 17,62975305 Ponto tripartito entre os Parietal, Temporal y occipital Direito
73 41,66666308 13,71070651- 24,05764484 Ponto tripartito entre os Parietal, Temporal y alisfeoides Direito
74 14,73920619 43,21274942; 16,52487894 Foramen frontal Direito
75 66,95568948 43,85274725_ 22,22996569 Stephanion (intersecdo entre a Sutura coronalis e a linea temporalis) Direito
76 92,13561035 -111,45073872 Interse¢do entre a sutura occipitoparietalis ea linea temporalis Direito
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23,54239674

77 78,76725689 | 11,41581641 | 28,37163774 Borde dorso-caudal do proceso paraoccipitalis Direito
78 87,67208845 | 13,17009699 | 11,56672622 Borde ventral do condilo sobre o foramen magnum Esquerdo
79 84,99117697 | 25,99069191 | 11,34423791 Borde dorsal do céndilo sobre o foramen magnum Esquerdo
80 78,37659901_ 40,70399015 0,870994879 Ponto mais rostral sobre os Nasais Direito
81 17,06048948 | 2,087878962 | 39,4752812 Sutura zygomaticopalatina sobre a borda da fosa maseterica Direito
82 40,94330327 4,953920295- 46,03294554 Sutura zygomaticopalatina sobre a borda da fosa maseterica Direito
83 49,55918168 2,682305668_ 38,92726409 | Borda caudal medial da crista facialis sobre a sutura zygomaticotemporale | Direito
84 40,08457123 | -0,88386801 | 19,34244336 Sutura temporal alisfeoides sobre a cavidad glenoidea Direito
85 38,31582531 11,87189407- 9,951460737 Foramen rotundum Direito
86 53,87654607 | 3,737035816 | 13,95862475 Foramen ovale posterior Direito
87 60,15146894 | 6,263499785 | 24,74877622 Borda ventral do proceso retroarticular Direito
88 75,53647865 | 28,98368992 | 23,01248604 Ponta ventral do proceso paraoccipital Direito
89 77,46074033 | 13,91045909 | 12,47713111 Fordmen hipoglosso Direito
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Anexo 2. Sequéncia nucleotidica do fragmento mitocondrial Citocromo Oxidase | (COI)

para o topotipo analisado neste estudo.

---------------- AT------TC---GGTGCTTGAGCAGGTATAGTAGGAACTGCCTTAAGCCTA
CTAATCCGTGCTGAACTGGGNCNACCTGGAACTCTACT—CGGAGATGATCA-----A
ATTTATAATGT-AATTGT---AACTGCACATGCA-TTTGTAATGATTTTCTTTATAGTTAT
GC—CAATTATAAT-TGGAGGAT—TCGGTAATTGACTTGTTCCATTAATAATTGGTGC
TCCAG-----ATATAGCATTTCCCCGAATAAATAACATAAGCTTTTGACTTCTCCCTCCC
TCTT-----TTCTATTGCTTCTAGCATCATCTATAGTTGAAGCCGGA---GCAGGGACAGG
------- CTG---AACTGTTTATCCCCCTCTAGCTGGAAACCTAGCTCACGCGGGAGC-TTC
AGTAGACTTAACTATTTTTTC---TCTTCATTTGGCGGGT-ATTTCCTCGATTTTAGGAG
CTATCAACTTTATTACAACAATTATCAATATAAAGCCTCCTGCCATATCACAGTATCA
AACCCCTTTATTTGGATGATCTGTATTAATTACGGCCGTATTACTACTTCTCTCACTC
CCCGTATTAGC----AGCTGGAATCACAATACTATTAACAGACCGAAATTT-------- AAAC
ACAACCTTTT-TCGATCCAGCAGGAGGC-GGAGATCCCATCCTATATCAACA-CCTG

Anexo 3. Sequéncia nucleotidica do fragmento nuclear fator de crescimento de

mastécitos (MGF) para o topotipo analisado neste estudo.

TCCTGACAAAGGTAAGACATACAAGCATTCCTAATATAAATGTAAAAAGCAAGATTG
AATCTTTTATGTGTAGGTAAGAATCTACTTCTGACTCAAATATATATGTAGATAGAAA
AAAGACATGTGTGTGTGTATGTCTAATATAAAAGCAAATATCAGTGGCATGAAAGAA
AAAAACAGTTACATATCTGCTGGTGTTCAAGCCCAGACAACACTTAACCATCTTCAA
AGTACAGAATTGCGCATGGGTAAATGATATATGAGATAGTCACTCATTTTCACCTGA
TATTTACCAGTAATATTACAATTACATTCTTCTTCACTTCCAGTCTTCTTAATGTCCCC
TTCTCAAATCTTTTTCTTAAGGGTCTAACTCTGAGTCATGAATTCTCATCTTCACCAC
CCTGTGCTGAGACTTCCTCCCCGCTACCATCCCTATGATACAAAATTTTAATTCATC
ACTTATTTTGAAAAAGTGACCAATTGCCAACTGTTTGCATTATTTACATTTATAGCGG
TGTAGACAGTGAATCTTTGTCCTGTAAGGTGACTTTGGTGAATTTCTTAATAAAAATA
GAATAGCAGGACCCAGTATAAAATAAATAGGATCTGAATAAATAGGATTTGGGAACA
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GGCCTGGAAAGTACTCTGATATTGCACTTCACCTTTTGAGGACTCTTTAATTTATGT
CGCCATGCAACACTGACACATTATTGCTTTCTATTTAGATTCCAGAGTCAGTGTCAC
AAAACCATTTCTGTTACCCCCTGTTGCAGCCAGCTCCCTA
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Anexo 3. Demostracdes da inexisténcia do holo6tipo de M. americana.

Information Holotype Il Urgente I Entrada  x = H
g Lorena Cifuentes <lorenacifuentesmvzi@gmail.com= 01/0715 L T
2 para callou [~
Madame Caillou,
Je suis Lorena, faisant actuellement un travail de recherche taxonomigue sur I'espece Mazama americana, decrite par
Erxleben en 1777 a partir d'un specimen de Cayenne en Guyanne Francaise. Pour mon groupe de recherche, il est essentiel
de trouver cet holotype, et dans le cas ol il n'existe plus, nous pourrions en decrire un nouveau qui a deja ete colecte.
Cependant, nous avons besoin de savoir rapidement si ce specimen decrit en 1777 existe toujours, s'il est au museum ou s'il
a ete perdu.
Je vous remercie de votre collaboration pour cette information.
Cordialement,
Cécile Callou <callou@mnhn.fr= 030715 LT B
d para mim |-
XL, francés~ > portugués~  Traduzir mensagem Desativar para: francés x
A portug g P

Chere collegue,

Apres verification dans nos collections, nous n'avons pas de specimen de/Mazama americana/ anterieur a 1777.
Le specimen type ne parait donc pas étre dans les collections du Museum de Paris.
Bonne continuation dans vos recherches

bien cordialement,
Cécile Callou
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Lorena Cifuentes <lorenacifuentesmvz@gmail com:= 03/07M15 L T

para Cécile [~

Il est un animal appelé Cervus rufus déposée par F. Cuvier en 1817 1l est un male Guyane | par
FOITEAL (1822) et une féminine do Bresil, par Delalande, 1817.

Je dois savoir comment I'échantillon est identifieé | si 'animal a &té caractérisé comme la nouvelle
holotype de I'espéce Mazama americana , ou si elle est juste un topotype .

Cécile Callou <callou@mnhn.fr= 03/07M15 -

d para mim [~
francés > > portugués =  Traduzir mensagem Desativar para: francés x

Voici les spécimens anciens dans les collections.

[Cemvus rufus/, femelle, collectée par Pierre-Antoine Delalande au Brésil en 1817 (MNHN-ZM-2014-41). Ce spécimen est noté
"n"290-525" dans le catalogue de Rode

[Cervus rufus!, male juvenile, collectée par Pierre-Antoine Delalande au Bresil en 1817 (MMHN-2M-2014-39)
inscription sous le socle : "Faon du Guazou-pita Male azzara aquis sur echange a M. Temminck, mai 1822 | cet individu
est un des deux qui a servi de type au Moschus velicatulus (7) fr. Cuv

[Cemvus rufus/, male juvénile, collecté par Pierre-Antoine Delalande au Bresil en 1816 (MNHN-ZM-2014-40)

Le specimen mentionné par Rode sous le "n® 294-532" est mentionné dans le catalogue comme etant un /Mazama
simplicicorni//s/, collecté par M. Poiteau en Guyane en 1822

Jespére que ces éléments pourront vous aider
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(4] [ 1] [] Mover para a Caixa de Entrada - Mais 62 de aproximad

Subject: Mazama information

Dear Professor Colin Groves,

[ am a PHD student. supervised by Professor Mauricio Barbanti Duarte and mv work mvolves collecting

Mazama' s paratopoptypes for taxonomic revision by morphological. molecular and cytogenetic data.

I was surprised to learn that the holotype of Mazama American can not be Guyana, but its Suriname, according to his studies.
I would ask if Mr. can assist me in finding this information so that we can collect material most likely region of the holotype of
M. americana.

Glad to know you.
Mot such a diffierence — Guyana and Suriname are, after all, neighbours!
The first description of Mazama americana was:

Erxleben, Jonann Christian Polycarp. 1777, Systema regni animalis per classes, ordines, genera, species, varelates - cvm
synonymia et historia animalivm - Classis [ Mammalia. Leipzig: Weygand.

On page 324 you will find the description (in Latin) of Moschus americanus. | am sending you separately a copy of this. You will see
that he had not seen any specimens himself, but he refers to a number of authors as the basis for his description:

Des Marchais. He was a sea captain who wrote an account of his voyages, and | cannot find the third volume of this book anywhere
on the web (only the first valume is available). But he does call it “Biche de Guinee” (the doe of Guinea) — | am not sure of the exact
meaning of "Guinea” in those days, it probably does not mean the same as the modemn Guyana, but probably includes all of the
countries that used to be called British, Dutch and French Guiana. [ will see if | can find any more.
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Seba. He was a collector who had an enormous "Cabinet of curiosities” in the 17.30s, and he produced a book called Thesaurus
illustrating them. | possess a modern version of this, and | have found the picture, but itis no great help — it simply illustrates an
ordinary red brocket, a neonate | think, and there seems no information about its origin. ['will follow it up and see if | can find
information, and | will let you know_ It is, of course, perfectly possible that Des Marchais brought back a specimen of a brocket, and
that Seba acquired it. | know that Linnaeus acquired some of Seba's specimens, but as he never mentioned it, | suppose in this case
that he did not acquire the “Ceruula [=cervula] surinamenis”. Probably this specimen of Seba's is now lost.

Klein, Brisson, eic. — the mention of Suriname suggests that they are basing themselves on Seba’s plate.

| will continue trying to search for Des Marchais, as this was Erleben's primary reference, but in the meantime it does rather look as if
Suriname was the origin of the deer that formed the basis of his description.

Regards
yours

Colin Groves

Clique aqui para Responder, Responder a todos ou Encaminhar
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Anexo 4. Permissao de coleta

PREFET DE LA REGION GUYANE

lﬁ:»):mu;‘;u ‘ Cayenne, le 95 NOV. 200

de FTAmémagement
et du Logement

Service Milieux
Naturels, Biodiversisd,
Sites et Paysapes
oAl - 99¢
P Blodhersilg, shes
ol paysapes

Monsicur José Mauricio BARBANTI DUARTE,

Vous avez effectué le 4 septembre 2014 une demande de dérogation & la réglementation pour la

capture, Je peéiévement, le transport et la naturalisation de deux espéees : Mazama americana et Mazama
nemoriviga.

La réglementation frangaise interdit uniquement le transport hoes de Guyane.
Les autorisations vous permettant ce transport vous seront envoyées d'ici la fin de l'année 2014,
Je vous prie d'agréer, Monsieur BARBANTI DUARTE, mes salutations distinguées.

[The 4 september 2014, you made a request for exemption to the regulation for capure, collection, transport and
naturalization of two species : Mezama americana et Mazama nemorivaga.

The French legislation prahibits only the transpoet out of French Guinna. Capture and collection do not require permit.
Permits for the transport and naturalization will be sent by the end of 2014,
Please acoepl, Sir BARBANTI DUARTE, sincerely. |

Le Chef du Service Milicux Naturels
Biodiversité, Sites ¢f Paysages

Amag- LIN

José Mauricio BARBANTI DUARTE

UNESP -~ NUPECCE |
Campus de Jabotical /
Via de Aceesso Prof. Paulo Donato Castellane s/'n
14884-900 JABOTICABAL
Brésil
Direction d¢ VEavirconement, do F'Aménagement et du Logoment de lo Guyane, Poimte Buzaré - BP 6003 97106 Cayenne

CEDEX - tekphone 0592 28 66 50 1ekécopie - 0394 2985 81 - Courriel : myram.virevaire wideveloppemsent-dursble. gouy. fr
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Libortd + + Prasarwivd
REPURLIQUE FRANCAISE
PREFET DE LA REGION GUYANE
Direction
& I'Environnement,
de PAménagement
et du Logement

Service Milscux
Naturels, Biodiversite.
Sites et Paysages

Pak Biodiversité,
Sites et Paysages
ARRETE n” 2014328-0018

portant autorisation de naturalisation et de transport de spécimens d'espiees animales protégées —
BARBANTI DUARTE José Mauricio - NUPECCE

LE PREFET DE LA REGION GUYANE
CHEVALIER DE LA LEGION YHONNEUR
CHEVALIER DE L'ORDRE NATIONAL DU MERITE

VU le Code de Fenvironnement, notamment ses articles LATI-1 A LAI12-1, R411-1 ARAM-14, et R4I12-1 &
RA412-7:

VU le Code rural et de la péche maritime et ses articles R. 214-87 4 R. 214-137 ;

VU la loi n® 46-451 du 19 mars 1946 érigeant en départements la Guadeloupe, la Martinique, la Guyane
Frangaise et La Réunion ;

VU le décret n® 47-1018 du 7 juin 1947 relatif & Forganisation départementale et 4 l'institution préfectornke
dans bes nouveaux départements de ln Guadeloupe, de In Martinique, de In Guyane et de L2 Réunion |

VU le décret n° 2010-146 du 16 février 2010 modifiant le décret n°2004-374 du 29 avril 2004 modifié relatif
aux pouvoirs des préfets, & I'organisation et & I"action des services de I'Etat dans les régions et
départements ;

VU le décret n® 97-1204 du 19 décembre 1997 pris pour 'application au ministre chargé de Fenvironnement
du 1° de larticle 2 du décret n® 97-34 du 15 janvier 1997 relatif & la déconcentration des décisions
administratives individuelles :

YU le décret du S juin 2013 portant nomination du préfet de Ia région Guyane, préfet de la Guyane — M. Eric
SPITZ ;

VU P'arréé ministériel du 15 mai 1986 fixant sur tout ou partic du territoire national des mesures de
protection des mammiféres représentés dans le département de la Guyane ;

VU I'arrété ministériel du 19 février 2007 fixant les conditions de demande et d'instruction des dérogations
définies au 4° de article L.411-2 du code de 'environnement portant sur des espéces de faune et flore
sauvages protégées .

VU larrété ministériel du 26 novembre 2013 fixant les conditions et limites dans lesquelles des dérogations a
Pinterdiction de naturalisation de spécimens d'espéces animales protégées peuvent élre accordées par les
préfets ;

VU lamété ministériel du 30 janvier 2013 nommant Monsieur Denis GIROU, directeur de la Direction de
IEnvironnement, de FAménagement, et du Logement de Guyane ;

VU I'arrété préfectoral n®1025-2013 du 25 juin 2013 portant délégation de signature administrative et
financidre 3@ Monsicur Denis GIROU, directeur de I'Environnement, de |I'Aménagement et du
Logement ;

VU l'arrété préfectoral n°2014134-0001 du 14 mai 2014 portant délégation de signature administrative et
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fMnancidre 3 Monsieur ANSELIN chel di service Milieux naturels, Biodiversaté, Sites ef Paysages e &
Muodame DEBRIS Myriom adpeinte au chef de sorvice Milicus Maturcls, Diodiversité, Sites o

Paysages |

YU la demande présentée par José Mauricio BARBANTI DUARTE pour le MUPECCE en date du 4
seplemibre 2004 |

YU "avis favorable émis par le Conseil scientifique régional da patrimoine naturel de Guyane consulté par
courriel be 4 septembee 2004 .

VU Favis favarable édmis par le Conseil national de prodection de by nature le & octolre 2014,

YU I'absence d'observation & Iissue de la mise en ligne pour ks participation du public au sujet de la
demande sur le site lnternet de la DEAL Guyane du 15 au 28 septembre 2014 inclus ;

CONSIDERANT que Pautorisation ne auil pas au maintien des populations des espéces concernées dans
lewur aire de répariition naturelle ;

CONSIDERANT que la naturalisation st pratiquée A des fins de recherches scientifiques of de constitution
de collections destinges i 'éducation du public sur les animaux de bs faune sauvage ;

SUR proposition de Monsiewr ke Directeur de Penvironnement, de Manénagement e du logement de la
Ciuryane,

ARRETE
Article 1 : terminalogic
At sz du présent arrélé, on entend par « spécimien o 108 o partee des espéces mentionrées & larticle 4.
Article 2 : abjet de M'autorisation

Le présent arrdtd constitue une autorisation pour réaliser le fransport et |a natuealisation.

Le transport ser effectué du point de caplure en Guyane vers ;. UNESF - NUPECCE; Campus de
Jabatical, ¥Via de Accesso Prof, Panlo Donate Castellane sin, 14884-900 JABOTICABAL, Brésil,

Les spécimens seroni capturés en dehors de tout espace protégé en respectant une zone franche d'un
kilommdtre autour de cos espaces,

L'autorisaticn pour be transport est valable pour Fannge 200 5,

Lrautorisation de naturalisation et d'exposition est valable sans limite de durde &i les conditions pariculiéres
enoncés a Farticle 5 sont respeciées,

Article 3 : personnes aulorisdes

Or. José Mawricio BARBANTI DUARTE, KUPECCE (Nucleo Pesquisa ¢ Conservagao de Cervideos),
FCAVUNESP, Campus de Jaboticabal, Brésil,

D, Susann GONZALES, Instituto de Investigaciones Biologicas Clemente Estable Facultad de Ciencas,
URELAR = Urigay,

Dira. Vanessa WELTRINI ABRIL, NUPECCE, Campus de Jnbaticabal, Brésil.

D, José Eduardo GARCLA, Centro Academico Vitoria, Universidade Fed. Pernambuico, Brésil,

Aling MEIRA BONFIM MANTELATTO, dectorante, FCAVAUMESP, Campus de Jaboticabal, Brésil.
lara MALUF TOMAZELLA, doctorante, FCAVLUMESF, Campas de Jaboticabal, Brésil,

Lowise Helena MARTING MARAN, FCAV/UMESE, Campus de Jaboticabal, Brésil,

Janping COSTA PERES, FCAVUNESE, Campus de Jaboticabal, Brsil

Mirels PELIZARD VALERL, FCAV/UMESE, Campus de Jaboticabal, Brésil.

Thais COELHO THOMAZINI, FCAVIUNESE, Campus de Jaboticabal, Brésil,
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Article 4 : spécimens
'NOM LATIN QUANTITE |DESCRIFTION

Merzawea amevicana 1 !Sp-:h:imnn entier pour éude scientifigue ot naturalisntion,
comprenant des échantillons biologiques (lissus, o8, peaw, organes)

Daguet roupe, Cariacon

.Hu:.lzuu‘rumemr.lrfuﬁu | Spé:imlm enfier  pour  éude E-I,:itmliﬁl;ll..ll:' &l naturalisation,
Petit daguet beun comprenant des échantillons biclogiques (lissus, o5, peaw, organes)

I:i{l.mﬁmiﬂ

Article 3 : conditions particuliéres

L'obtention des autorisations nécessaires de la pant des propridtases et'ou gestionmaires de terrain sur
lesquels seront réalisds les captures,

Un rapport de mission devra étre adressé au Direcieur de 'Enviconnement, de I"Aménagement & du
Logement de Guyane précisant les dates de caplisne, son origine péographique et les dates de naturalisation.

Les résultats d'éiudes et 'ensemble des publications scientifiques ou parutions devront 8ire transmis au
Directewr de |'Environmement, de |"Amémagemen of di Logement de Guyane qui transmettra au Conseil

Maticmal du Patrimoine Matorel,

Dans le cadre de la mise en mouvre do Sysibme d'lnformation sur la Mature et les Paysages (SINF) en
Cuane, le fitulaire senange 4 renseigner Flnventnire des Dispositifs de Collecte sur la Matere ef les
Paysages (IDCMP) en collaboration aves ke chargé de mission compétent & ln DEAL Guyane.

Conditions particuliéres de naturalisation :

La naturalization des spdcimens doit étre réalisée conformément aux prescriptions technigues suivantes -

- les procddiés de mnnage el de manneguinage doivent garantir la conservation pérenne du spécimen. A
cetie fin il comvient de procéder & on ionnage réel @ non pas & un mégissage ef b manneguin doat &re réalisé
selon la technigue traditionnelle ou par sculpture d'un matériau polymére. L'ormafure doit 8tre rénlisée avec
dies maildriaux ef des procédés pérennes el comectement mis en @uvre |

- le choix des makériaux de secomnd ceuvre tels que bes yeux artificiels, bes piites de comblement, les
pigments el les peintures doivent également garntic b conservation pérenne du spécimen ;

- il doit y avoir une bonne adaptation enire le mannequin et la peau ;

- les proportions du spécimen dodvent e respeciées |

- les carscténstiques biologiques de Fespéce i loquelle appartient le spécimen doivent €tre respecides
v compris dans la scénographie |

- les attitudes de animal, en particulier dains ses appuis, doivent éire respecties |

- les différentes étapes du travail de nateralisation el en particulier le tannage @ le mameguinage 3
Faide de matériaux polyméres doivent Etre réalisées dans le respect de 'environmement avec mise en uvre
dune fligre dévacuation des déclets biologigues et chimiques clairement ideitifide |

- les sous-produits animsuy dodvent #re utilisés el détruits, aprés leur utilisstion, dans bes conditions
prévies par la réglementation.

Les pigces naturalisées dotvent ére plactes sur un socle indissociable sur lequel figure ;

- de fagon apparente, bos noms vernoculaire et scientifique de 'espéce et la forme de profection
Juridigue dont elle béséficie ;

- sous ke socle

- e nom du bénéficiaine de la dérogation & 'interdiction de naturalisation e In date de la dérogation ;

- le D, | date de découveria du spdeimen e, &i elle eat connue, la canse de la mort ;

- ke nom du taxidermiste ayant effeciué fa nateralisstion et le numére dinseription de celui=ci au répariodre
des mtiers ou au registre du commerce ou & toul autre registre officiel dans le cas de pays étangers ;

« be nimérn d'mventaire qui doit dre repontd sur un registre d'inventaire de I collection oi doivent figurer,
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en face de chague numéro, les noms vernaculaire et scientifique de Nespéoe ainsi gue Forigine du spécimen.

Lorsque les spécimens nafuralisés sont inclus dans une collection destinge & 'éducation du public, ils deavei
Etre présentés dans des conditions de scénographic respectant In biologie des espéces danz leur milicu et la
vgalitg de o cohalrittivn des eapioes oie clho, oo destings & dooss une milimmation scienfifique
colrente.

Les expositions permanentes de spécimens naturalisés doivent disposer de systémes de profection des
spicimens contre le vol, la destruction et les effets des myonsements solaires et ultraviolels ainsi que de
systémes permellant be maintien de conditions de température ef dhygroméirie ambianies compatibles aves
leur conservation de longue durée,

Article b : sanciions

Sans préjudice des sanclions de foute nafure prévees par les réglements en vigueur, foule infraction aux
dispositions du présent amété peut entrainer la suspension ou la révecation, les bénéficimires entendus, de la
présente auborisation.

Ardicle 7 ¢ publicité
Lz présent arrété est notifié imégralement aux personnes listées o M'article 3 du présent arméti.
Arficle B : vaies de recours

Dans les deux mois & compler de sa netification — pour le fices intéresed — ou, de sa publication — pour les
persoinmes avani inérél & agir — au recoell des actes adminisdratifs de ta préfecture de la Guyane, ke présent
arréte peat faire l'objed de recours amiable et contentizus

- U recours grackeus st 4 adresser & M. Je préfet e la région Guyans — Rue Fiedmond — BIF TIE - 97307
Cayenne Caedex. .

- um recours higrarchicue est @ adresser @ Mme ln minisire de 'Ecologie du Développement Durable et de
I'Energie — Bureau des Contentieux — Arche Sud — 92035 La Défense CEDEX,

= uih Fecours conlentieus eat i adresser & M. ke président du fribunal administratif - 7 rue Schoelcher — BF
SO0 — 7305 Caprene Cedex.

Tout recours amiable (recours gracicux etfou higrarchique) doit ére adressé en recommandé aves accusé de
réceplion,

L'emercice dfun necours amiable a pour effet dinterrompre le délai de recours comentioue. Le délai
recommence & courir A compler de la réception du rejet explicie ou implicite {en l'absence de réponse de
PAdministration au terme du méme d6lai de deux mois, la décision est juridiquement qualifides de reje
implicite),

Artichke ¥ : exécution

Le secrétaire général de la Préfeciure de la Guyane, le Commandant de Gendarmeric de la Guyane, le
directeur de 'environnement, de aménagement et du logement de ln Guvane, ke $légud régienal &
I"outremer de I'OFice Mational de la Chasse et de la Faune Sauvage, le Directeur de P'ngriculiure ot de la
fergl de la Guyana, le Direciewr Régional des Douanes, sont chargds chacun en ce qui le conceme de
l'exécution du présent arrété, qui est publié asu recueil des actes adminisiratifs de ln préfecture de la Guyane.

Faita Cayennele 9 ¢ noy 200

Pour le Préfet, & par dékégation
Le chef du Service Milieux MNaturels,

Biodiversiw, Sites

SELIM
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