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Impacto potencial desta pesquisa

Este estudo aprofunda o conhecimento sobre a diversidade genética dos
cervideos neotropicais, com destaque para o veado-roxo, € se caracteriza pela
abordagem inédita dos cromossomos B no grupo, ampliando a compreensédo da
evolugdo cromossémica em Artiodactyla. A pesquisa se insere em temas de relevancia
global, como evolugdo cromossOmica, delimitagcdo de espécies e conservagao de
mamiferos, e seus resultados tém potencial para integrar bases cientificas
internacionais e estimular parcerias com grupos estrangeiros especializados em
citogendmica e filogeografia, fortalecendo o intercambio e a projecdo da ciéncia
nacional. Ao investigar espécies presentes em biomas brasileiros, este trabalho
produz conhecimento diretamente aplicavel a conservacao da fauna nativa. Os dados
obtidos podem apoiar instituicbes de pesquisa, 6rgdos ambientais e centros de
conservagao na construcao de estratégias de monitoramento e manejo de populagdes
de cervideos, contribuindo para politicas publicas em nivel regional e nacional. Além
disso, a pesquisa se alinha aos Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel,
especialmente no que se refere a protegdo da vida terrestre, a preservacao da
biodiversidade e ao fortalecimento da capacidade cientifica. A clarificagdo taxondmica
€ 0 avango na compreensao da variabilidade genética apresentados neste estudo séao
fundamentais para praticas sustentaveis de manejo e para a conservagcao de
ecossistemas ameacados, reforgcando a importancia do conhecimento cientifico para
a gestao da biodiversidade.

Potential Impact of this Research

This study deepens the understanding of genetic diversity in Neotropical deer,
with emphasis on the Amazonian brown brocket deer, and is characterized by the
unprecedented investigation of B chromosomes in the group, expanding knowledge
on chromosomal evolution in Artiodactyla. The research addresses topics of global
relevance, such as chromosomal evolution, species delimitation, and mammal
conservation, and its results have the potential to integrate international scientific
databases and stimulate collaborations with foreign research groups specializing in
cytogenomics and phylogeography, thereby strengthening scientific exchange and
enhancing the visibility of national research. By examining species found in Brazilian
biomes, this work generates knowledge directly applicable to the conservation of native
fauna. The data obtained can support research institutions, environmental agencies,
and conservation centers in developing strategies for monitoring and managing deer
populations, contributing to public policies at regional and national levels. Furthermore,
the study aligns with the Sustainable Development Goals, particularly those related to
terrestrial life protection, biodiversity conservation, and the strengthening of scientific
capacity. The taxonomic clarification and advances in understanding genetic variability
presented here are essential for sustainable management practices and for the
conservation of threatened ecosystems, reinforcing the importance of scientific
knowledge in biodiversity management.



oo UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp

Campus de Jaboticabal

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TiTULO DA DISSERTA(;AO: ANALISE CITOGENETICA E MOLECULAR DO VEADO-ROXO
(Passalites nemorivagus) DO BRASIL

AUTORA: RAQUEL MUHLBEIER BONATO
ORIENTADOR: JOSE MAURICIO BARBANTI DUARTE

Aprovada como parte das exigéncias para obtencao do Titulo de Mestra em Ciéncia Animal, area:
Genética e Melhoramento Animal pela Comissdo Examinadora:

Documento assinado digitalmente

ub JOSE MAURICIO BARBANTI DUARTE
g Data: 06/11/2025 22:54:36-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. JOSE MAURICIO BARBANTI DUARTE (Participagao Virtual)
Departamento de Zootecnia / FCAV UNESP Jaboticabal

Documento assinado digitalmente

“b ANA CAROLINA D OLIVEIRA PAVAN
g Data: 04/11/2025 17:41:16-0300

Verifique em https:/fvalidar.iti.gov.br

Pesquisadora Dra. ANA CAROLINA D OLIVEIRA PAVAN (Participagao Virtual)
Instituto Tecnolodgico Vale, Genémica Ambiental / Belém/PA
Documento assinado digitalmente
g “b DIOG.OTERUO HASI-."M.OTO
Data: 05/11/2025 08:12:32-0300

Verifigue em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. DIOGO TERUO HASHIMOTO (Participacao Virtual)
Centro de Aquicultura UNESP / Jaboticabal/SP

Jaboticabal, 04 de novembro de 2025.

Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias - Campus de Jaboticabal
Via de Acesso Professor Paulo Donato Castellane, s/n , s, 14884900
https://www.fcav.unesp.br/#!/pos-graduacao/programas-pg/zootecnia/ - CNPJ: 48.031.918/0012-87.


unesp
Imagem Posicionada


DADOS CURRICULARES DO AUTOR

Raquel Miuhlbeier Bonato — Nascida em 26 de janeiro de 1998, na cidade de
Toledo, PR, Brasil. Graduada em Medicina Veterinaria em julho de 2022, pela
Faculdade Estadual do Centro-Oeste (UNICENTRO), campus Cedeteg, em
Guarapuava, PR. Foi bolsista de Iniciacdo Cientifica no Laboratorio de Doencgas
Infecciosas e Parasitarias (LADIP) pela Fundagao Araucaria. No mesmo laboratério,
participou como executora de Prestagao de Servigo Extensionista entre 2019 e 2021.
Foi bolsista de Treinamento Técnico nivel 3 (TT-3) pela Fundagdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) no Nucleo de Pesquisa e Conservagao
de Cervideos (NUPECCE), de outubro a dezembro de 2022. Ingressou no mestrado
em janeiro de 2023 no Programa de Pés-graduacdo em Ciéncia Animal, da
Universidade Estadual Paulista, campus Jaboticabal, sob orientagdo do Prof. Dr. José
Mauricio Barbanti Duarte. Foi bolsista de mestrado pela Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES; 01/2023 — 03/2023) e pela
FAPESP (04/2023 - 07/2025). Durante a execugéao deste trabalho, usufruiu de Bolsa

Pesquisa Estagio no Exterior (BEPE), desenvolvendo parte da pesquisa no Veterinary
Research Institute em Brno, Republica Tcheca, do periodo de agosto de 2024 a janeiro
de 2025.



Epigrafe

Como é bom chegar a este ponto de olhar em torno e se sentir maior e mais orgulhoso

porque ja conhece outras vidas...

Como & bom se lembrar da viagem, dos primeiros dias na cidade,

Da primeira vez que olhou o mar, da impressao de atordoamento.
Como é bom olhar para aquelas bandas e depois comparar.

Ver que esta tao diferente, e que ja sabe tantas novidades...

Como é bom ter vindo de tao longe, estar agora caminhando
Pensando e respirando no meio de pessoas desconhecidas

Como é bom achar o mundo esquisito por isso, muito esquisito mesmo
E depois sorrir levemente para ele com os seus mistérios...

Que coisa maravilhosa, exclamar. Que mundo maravilhoso, exclamar.

Trecho do poema “Olhos parados” de Manoel de Barros



Dedicatoria

Dedico este trabalho ao meu Deus,

Criador de todas as coisas,

Que me mostra constantemente a beleza em sua Criacéo.
Que me adotou como filha,

E me mostrou que o amor, alegria, for¢a e provisdo vém dele.
Que esteve comigo e nunca deixou eu me sentir so,

Que me deu um propdsito para viver.

Nada do que sou, tenho ou fago € por mim mesma,

Pois dele, por Ele e para Ele sédo todas as coisas.

Dele é a Gléria para sempre.



AGRADECIMENTOS

Da mesma forma que dedico este trabalho a Deus, também preciso agradecé-
lo em primeiro lugar. Sou grata por ter me conduzido até aqui e por me presentear
com experiéncias e crescimento sempre muito maiores do que eu poderia pedir ou
imaginar.

Registro minha sincera gratiddo ao meu orientador, Prof. Dr. José Mauricio
Barbanti Duarte, cuja trajetéria consolidada na conservagao de cervideos no Brasil
sempre representou uma referéncia cientifica para mim. Agradeco por ter-me acolhido
no NUPECCE, pela oportunidade de desenvolver este trabalho sob sua orientagao e
pelo suporte cientifico e intelectual que tanto contribuiram para a minha formacéo.

Agradeco a Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
(FAPESP) pelo financiamento do meu projeto de mestrado e de intercambio,
processos n° 2022/14370-3 e 2024/06211-8, bem como pelo continuo apoio
cientifico e financeiro ao NUPECCE, que tem possibilitado a realizagao de pesquisas
de exceléncia e a justa valorizagao de inumeros colegas

Agradeco a minha mae Tatiane, que mesmo com seu instinto mamae coruja
sempre me apoia em todas as minhas decisdes loucas - que geralmente envolvem
eu ir para bem longe. Que fica feliz quando estou feliz, me acalma e escuta quando
estou triste (mesmo a mais de 9 mil quildmetros de disténcia), e sempre me
recebe de bracos abertos quando volto para casa.

Agradeco ao meu pai André, por seu interesse nos meus interesses, por me

apoiar e me estimular a crescer, e por acreditar em mim quando muitos nao o

fazem.

Agradec¢o as minhas irméazinhas Julia e Malu, que me enchem de orgulho e
alegria, me matam de saudade, e s&o um estimulo a tentar ser a irma mais velha
mais legal do mundo.

Agradeco as minhas avos Angelina e Marina, por serem meu reflugio gracas
aos seus infinitos mimos. Agradego ao meu avé Sady pela sua luz e bom humor que
sempre encheu meu coragao de alegria, e que é o motivo da minha maior saudade —
aquela que nao sera sanada. Vocé estara na minha memdria pra sempre.

Agradeco a minha tia J6, ao meu cunhado Gabriel, e ao meu primo Davi pelas

risadas e conversas descontraidas nos encontros de familia.



Agradeco a minha tia Vania, minha referéncia de mulher pesquisadora e
profissional de exceléncia, e a que mais comemora nas minhas pequenas vitorias
académicas, por realmente entender o que cada uma delas significam.

Agradeco a minha “filha” felina Leia, por n&o deixar de me amar mesmo quando
fui para longe, e sempre me receber com muitos ronrons e fofura quando retorno.

A todos os meus colegas nupeccianos, deixo também meu profundo
agradecimento. Sem as relagdes que pude cultivar no NUPECCE, dentro e fora do
laboratério, minha experiéncia n&o teria sido tdo boa e memoravel. Obrigada pelas
discussoes cientificas, pelos cafés da tarde com bolo, pelas conversas no RU, pelas
confraternizacdes e parcerias.

Agradeco a Agda, Eluzai, e Pedro pelos ensinamentos, inumeras ajudas e
paciéncia. Sem vocés meu trabalho teria sido muito mais dificil. Obrigada Lola, Bianca
e Juan por além de colegas de trabalho, serem meus companheiros de Brookes,
desabafos e treinos. A Lais, Valdir, Bruno e Jeferson pela amizade e bons momentos.
A Eveline, Luciana, Chico, Eduard e Mariana, obrigada pela parceria. A IC Giulia por
ter paciéncia com essa mestranda meio maluca aqui. Um agradecimento especial
também ao Jodo, nosso técnico de laboratério por sua ajuda inestimavel e paciéncia
invejavel.

Agradeco as pesquisadoras do Veterinary Research Institute (VRI) na
Republica Tcheca: Miluse, Halina, Svatava, Vera, Petra e lvana por me receberem de
bracos abertos, me mostrarem sua cultura e costumes, e por sua parceria cientifica
inestimavel - Moc dékuji!

Agradeco as minhas amigas e irmas de coragao Gabrieli e Kettlen, que mesmo
a distancia sdo minhas confidentes e apoiadoras, dos assuntos mais sérios aos mais
bobos. E a Beatriz e Paula, pelas conversas leves e descontraidas que muitas vezes
alegram meus dias.

Agradeco as minhas roommates Nicole e Thalia pelos bons momentos e
convivéncia em casa, vocés sao incriveis.

Agradeco a todos que passaram pela minha vida nesses anos de mestrado e

que, de alguma forma, contribuiram para o meu crescimento pessoal e profissional.



SUMARIO
RESUMO.......ooiiiiitntnnesnes st sssas s s s s ss s ses s sassssassssassssssssnssasassssasassssasessesessssesasassssesensesesassasanss v
ABSTRACT ...ttt ss s s sse s sas s st s s st s s sn e s sna s sassesassssasssessesessesasassssasessssesesnssasassssananen Vv
CAPITULO 1 — CONSIDERAGOES GERAIS.........ooverrrrerereesreresesssesssesssesssesssesssessssssssesssssssesssssesens 1

1 INTRODUGAO GERAL .........ooveeeeeeeeeeee ettt ses s st sas s s enae s enssssnssnasssssnessanens 1
2  REVISAO DE LITERATURA ......ooooioieeeee ettt es sttt ses s 3
2.9, AFAMILIA CERVIDAE ...ttt es s es s 3
2.2 OS CERVIDEOS NEOTROPICAIS — UMA ABORDAGEM GENETICA ..o, 6
2.3 AESPECIE Passalites nemorivagus (CUVIER, 1817) c.c.owoeeeeeereeerereeerereerrerseesersesressessersinson, 13
3 OBUJETIVO GERALS ...ttt st sttt st e s tesae et e e seensetesaesbesnesseeneensansans 18
AREFERENCIAS ...ttt ss s sae s ssesasss s ssesseeseesesseenesnessssneeneas 19
CAPITULO 2 - ANALISE CITOGENETICA E MOLECULAR DO VEADO-ROXO (PASSALITES
NEMORIVAGUS) DO BRASIL.......coiiitiiiiieetnntsssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssesssesssesssesssens 27
RESUNMO ...ttt e e st et be et e e be e st esb et et e s beeteebeesbesbe b e beabeebaeseessesbesbesbesreateeseessenes 27
ABSTRARCT ...ttt ettt e et eebe e st e ab et e besbe et e ebeetsesb e s b e besbeeteeaeetbessenbenbesaeeteeaeeseertentan 28
1 INTRODUGAO ...ttt ettt n s se st s eseseenessanens 29
2 OBUETIVOS ...ttt ettt et ettt s b et e e beeta e st e s b et e st e besbeetaeseesbesbabetesbesteeseessensans 30
3 MATERIALE METODOS ..ot s s s s s s s snasneas 31
3.1. INDIVIDUOS E AMOSTRAS ...ttt ss s ssassssssssssssassnens 31
3.2 CITOGENETICA ...oomveeeieeeiseeeie ettt aesssassens 32
3.2.1 Cultivo Celular de Fibroblastos e Preparag6es CromossSOmIicCas ............c.ccccoeevevrieeneeeneenennens 32
B T o o T - TSROSO 34
3.2.3 Hibridizagao in situ flUOreSCEeNte...............cocoiriiirieieee e 35
3.3 GENETICA MOLECULAR .....cosiveereeeeeiseseiseeeissesessesesss s sssssssssasssssssssssssssnsssasnssssnassons 37
3.3.1 Obtencao das sequéncias de DNA ..o 37
3.3.2 Amplificagido e sequenciamento de genes mitocondriais................cccccoeinriinninnenneinee 37
3.3.3 Analise Molecular por DNA mitocondrial................c.ccccoooiiiiiiiiiiiiccceeeee e 38
3.3.4 Delimitagdo Molecular de ESPECIES.............cccoveuirriiiiiiiieinceicee et 40
3.3.5  DiStANCia gen@tiCa...........c.oioieiiiiiceee ettt ene et 41
3.3.6  Rede de haplOtiPOs...........cccoiiiiiiiniiiiiic ettt eb e 42
4 RESULTADOS ...ttt et e et e e et e st e st e et e e teesbessaesaeesaeesseenseensessseassenseanseensens 43
4.2 ANALISE CITOGENETICA ....osvvoereeieeeineseeeseesssesssesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssnsssons 43
4.2 ANALISE MOLECULAR .....oooeveteeeeeeeieeeieesesss s ssssssssssssssssssssasssssassons 46
5 DISCUSSAD ...ttt ess s s s s 52
5.1 CITOGENETICA ..o ssss s ssssssssssssssssssssasssssassens 52
5.2 GENETICA MOLECULAR ......oseeoieeeiseeeiseeeisseesssssisseses s sssssssssssssasssssassssssssssssssnssssssssons 55
5.3 REVISAO DO STATUS TAXONOMICO DE P. NEMOIIVAGUS ........vvveererereerrreerreriersersersnens 58
B CONCLUSAOD ...ttt n e een et een s s aenessnans 60
7 REFERENCIAS .......cooiiiiieeeete etttk 61
CAPITULO 3 - COMPARATIVE STUDY OF B CHROMOSOMES IN NEOTROPICAL DEER.............. 68
ABSTRARCT ...ttt ettt et e e s e e st e st e s es s e s ae et e eseaseessessesseseeatesaeeseeseensenteareeteeneeneeneenen 68
1 INTRODUCGTION ...ttt ettt se e s et e sesbe st e e seeseessensessesaestessesseeseansn 69
2 OBUECGTIVES. ...ttt sttt sttt e sttt e s e e et e st et e s eeaseeseensest e sestesseatesseensensans 72
3 METHODOLOGY ......oooiiiiiiiiieieeetetetes et te sttt e e es et e tesseesaesaessestessestesseaseeseensessessessessessenseessensans 72
3.1. I =] o] 2 72
3.2. CHROMOSOME PREPARATION AND MICRODISSECTION OF BS.......ccoeevecieeeene 73



3.3. PREPARATION OF FISH PROBES AND FISH ANALYSIS ......cooovieeiseeeseeesieseeeen 74
3.4. CLONING AND SEQUENCING.......ccoootseteesieteeseteeste ettt ettt sie st 74

4  RESULTS AND DISCUSSION ...ttt st sttt ettt st st sae et eeeneas 75
4.1. MICRODISSECTED BS AND FISH ...ttt 75
4.2. B CHROMOSOMES SEQUENCING........ccccoomitmetriseiseseetsete sttt 80
4.2.1. ASSEIMBIY ...ttt 80
4.2.2. REPEALMASK ...ttt bbbt neer e 82
4.2.3. BLAST ...ttt bbbttt 82

B CONCLUSIONS ...ttt ettt ettt et et e st e besbesbe e st estenee s ebeseesbesaesteeneeneenes 87

6  REFERENCES ... s 88



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
"JULIO DE MESQUITA FILHO"
Cémpus de Jaboticabal

CEUA - COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado “O uso de topétipos atuais
para producéao de genétipos e citétipos na revisido taxonémica do género
Mazama: a base para a conservagao das espécies”, protocolo n° 005433/19,
sob a responsabilidade do Prof. Dr. José Mauricio Barbanti Duarte, que envolve
a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao Filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da lei n® 11.794, de 08 de
outubro de 2008, no decreto 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA), da FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS,
UNESP - CAMPUS DE JABOTICABAL-SP, em reunido ordinaria de 16 de maio

de 2019.
Vigéncia do Projeto 01/06/2019 a 30/05/2024
Espécie / Linhagem Todas as espécies do Género Mazama
N° de animais 45 espécies

Entre 8 e 40 kgs.

Peso / Idad

o509/ idade Exemplares adultos (> 2 anos de idade)
Sexo Animais adultos de qualquer sexo, preferivelmente machos
Origem Natureza: Vida livre

Jaboticabal, 16 de maio de 2019.

Prof.2 Dr.2 Fabiana Pilarski
Coordenadora — CEUA

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias : /
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n CEP 14884-900 - Jaboticabal/ SP - Brasil
tel 16 3209 7100 www.fcav.unesp.br



iv

ANALISE CITOGENETICA E MOLECULAR DO VEADO-ROXO (Passalites
nemorivagus) DO BRASIL

RESUMO

A familia Cervidae, a segunda mais diversa da ordem Artiodactyla, destaca-se
pela ampla variabilidade cromossémica, o que torna varias de suas espécies modelos
relevantes para estudos evolutivos. Na regido Neotropical, os cervideos florestais
brasileiros (géneros Mazama, Subulo e Passalites) apresentam notavel polimorfismo
cromossOmico associado a elevada convergéncia morfolégica, fatores que dificultam
a delimitagao e o reconhecimento de espécies. Um aspecto citogenético particular dos
cervideos neotropicais florestais é a presenca de cromossomos B, que foram descritos
em apenas outras duas espécies de cervideos do mundo (Capreolus pygargus e
Moschus sibiricus), e até o momento foram pouco estudados, limitando a discusséo e
0 avango do conhecimento neste tépico. Além disso, o veado-roxo (P. nemorivagus)
apresenta variagbes cromossOmicas e uma estruturacédo filogeografica em quatro
clados distintos, achados que levam a hipétese de a espécie representar um complexo
criptico. Neste contexto, técnicas de citogenética molecular, como a Hibridizac&o in
situ fluorescente (FISH), e de genética molecular, como as analises de DNA
mitocondrial e nuclear, sdo essenciais na compreensao da diversidade do taxon. O
presente trabalho teve como objetivos: (i) mapear as variagdes cromossémicas de P.
nemorivagus e investigar sua associagdo com dados genéticos obtidos a partir de
DNA mitocondrial; e (ii) analisar a composi¢cdo dos cromossomos B em Mazama
jucunda e P. nemorivagus, por meio de FISH e sequenciamento, estendendo as
analises comparativas a diferentes espécies de cervideos neotropicais. Os resultados
contribuem para o entendimento da evolugdo cromossOmica e para o esclarecimento
das relagdes taxonémicas no grupo.

Palavras-chave

Cervidae, Filogeografia, Polimorfismo cromossdmico, Cromossomos B
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CYTOGENETIC AND MOLECULAR ANALYSIS OF AMAZONIAN BROWN
BROCKET DEER (Passalites nemorivagus) FROM BRAZIL

ABSTRACT

The family Cervidae, the second most diverse in the order Artiodactyla, is notable for
its wide chromosomal variability, making several of its species relevant models for
evolutionary studies. In the Neotropical region, Brazilian forest deer (genera Mazama,
Subulo, and Passalites) exhibit notable chromosomal polymorphism associated with
high morphological convergence, factors that hinder species delimitation and
recognition. A particular cytogenetic aspect of Neotropical forest deer is the presence
of B chromosomes, which have been described in only two other deer species
worldwide (Capreolus pygargus and Moschus sibiricus) and have been little studied to
date, limiting discussion and the advancement of knowledge on this topic.
Furthermore, the Amazonian brown brocket deer (P. nemorivagus) exhibits
chromosomal variations and a phylogographic structure in four distinct clades. These
findings lead to the hypothesis that the species represents a cryptic complex. In this
context, molecular cytogenetic techniques, such as fluorescence in situ hybridization
(FISH), and molecular genetics, such as mitochondrial and nuclear DNA analyses, are
essential for understanding the taxon's diversity. Therefore, the present study aimed
to: (i) map the chromosomal variations of P. nemorivagus and investigate their
association with genetic data obtained from mitochondrial DNA; and (ii) analyze the
composition of B chromosomes in Mazama jucunda and P. nemorivagus using FISH
and sequencing, extending the comparative analyses to different Neotropical deer
species. The results contribute to the understanding of chromosomal evolution and to
clarifying the taxonomic relationships within the group.

Keywords

Cervidae, Phylogeography, Chromosome polymorphism; B chromosomes



CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

1 INTRODUGAO GERAL

A familia Cervidae é constituida por animais ungulados pertencentes a ordem
Artiodactyla, subordem Ruminantia (Zurano et al., 2019). Os cervideos Neotropicais,
alocados na subfamilia Capreolinae, tribo Odocoileini, se diversificaram rapidamente
na América do Sul ha cerca de 2,5 milhdes de anos, originando ainda as subtribos
Odocoileina e Blastocerina (Heckeberg et al., 2016; Heckeberg, 2020). Dentro das
subtribos sdo reconhecidas duas formas morfologicas principais, diferenciadas
principalmente pelo tamanho dos animais: veados de médio a grande porte (géneros
Odocoileus, Hippocamelus, Ozotoceros e Blastocerus), e veados de médio a pequeno
porte (géneros Pudu, Pudella, Bisbalus, Mazama, Subulo e Passalites) (Gonzalez e
Duarte, 2020).

Estudos recentes sugerem que os chifres simples nos cervideos representem o
estado ancestral, a partir da qual estruturas de chifres mais complexas evoluiram
(Samejima e Matsuoka, 2020; Oliveira et al., 2025). Dentre os cervideos florestais da
regiao Neotropical, trés géneros tém ocorréncia no Brasil: Mazama, Subulo e
Passalites. Apesar da alta similaridade morfolégica entre os taxons, € vista uma
grande diferenga genética principalmente no género Mazama, refletida tanto em nivel
cromossOmico, por meio de rearranjos frequentes, quanto em nivel molecular, por
meio de polimorfismos nas sequéncias de DNA (Duarte et al., 2008; Heckeberg et al.,
2016; Gutiérrez et al., 2017; Heckeberg, 2020).

Um aspecto citogenético particular dos cervideos neotropicais florestais € a
presenca de cromossomos B, que foram descritos em apenas outras duas espécies
de cervideos do mundo (Capreolus pygargus e Moschus sibiricus) (Neitzel, 1987;
Sokolov e Prikhod'ko, 1998). Por serem considerados cromossomos
supranumerarios, até o momento foram pouco estudados, limitando a discussao e o
avango do conhecimento neste topico.

Além disso, o veado-roxo (P. nemorivagus), presente na Floresta Amazoénica e
Mata Atlantica, apresenta variagbes cromossdmicas e uma estruturagao filogeografica

em quatro clados distintos, correlacionados a diferentes regiées (Oliveira et al., 2020;



Morales-Donoso et al., 2023). Esses achados levam a hipétese de a espécie seja na
verdade um complexo criptico de espécies.

Neste contexto, técnicas de estudo como a citogenética molecular juntamente
com analises do DNA tornaram-se chave nas resolugdes taxonémicas entre grupos
(Peres et al., 2021; Bernegossi et al., 2022a, 2024). As analises moleculares de DNA
sdo essenciais para a elucidacao das relagdes filogenéticas entre taxons (Escobedo-
Morales et al., 2016; Heckeberg, 2020). Paralelamente, a citogenética molecular tem
se mostrado uma ferramenta crucial na identificagdo de variagdes cariotipicas entre
populacdes de espécies proximas, as quais podem refletir barreiras reprodutivas
significativas (Cursino et al., 2014; Salviano et al., 2017; Galindo et al., 2021).

Por meio de técnicas como a Hibridizagao in situ Fluorescente (FISH) e do uso
de sondas derivadas de clones BAC bovinos, a citogenética molecular tem sido
utilizada para identificar rearranjos cromossdémicos entre diferentes espécies de
cervideos neotropicais, contribuindo para a compreensao das relagdes entre os
taxons e sua rapida evolugdo cromossémica (Ferguson-Smith; Trifonov, 2007,
Graphodatsky; Trifonov; Stanyon, 2011; Gonzéalez; Duarte, 2020; Bernegossi et al.,
2022a). Gragas a esta metodologia, foi possivel elaborar o mapa cariotipico de S.
gouazoubira, espécie que reteve o caridtipo ancestral dos cervideos neotropicais (2n
= 70), utilizando 108 sondas BAC (Bernegossi et al., 2022b). Com base nesse mapa,
outros estudos de mapeamento cariotipico foram realizados em individuos de
diferentes espécies, como o topétipo de P. nemorivagus (Morales-Donoso et al., 2023).

No campo da genética molecular, os métodos de delimitacdo de espécies
baseados em coalescéncia, como o GMYC (Generalized Mixed Yule-Coalescent) e o
PTP (Poisson Tree Processes), tém se mostrado eficazes na identificacdo de
linhagens evolutivamente significativas e de unidades moleculares que representem
espécies em potencial (Floyd et al., 2002; Esselstyn et al., 2012; Abreu et al., 2025).
Uma das principais vantagens desses métodos esta na capacidade de testar
hipéteses alternativas de independéncia evolutiva por meio da aplicacado de modelos
probabilisticos. Estas técnicas contribuem para o aumento do rigor estatistico e da
objetividade nos processos de delimitagdo taxonomica (Fuijita et al., 2012; Fujisawa e
Barraclough, 2013; Dellicour e Flot, 2015).



Assim, técnicas de citogenética molecular e de genética molecular, quando
abordadas em conjunto, sdo essenciais na compreensao da relagdo entre os taxons

e das alteragdes cromossdmicas estruturais com a especiagao dos cervideos.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. AFAMILIA CERVIDAE

A ordem Artiodactyla representa um exemplo impressionante de radiagao
adaptativa, pois compreende, até o momento, 23 familias e mais de 330 espécies
(IUCN, 2018). Dentro dela, a subordem Ruminantia (Tragulida + Pecora) se
diversificou rapidamente durante a transigdo Oligoceno-Mioceno em diferentes
familias: Antilocapridae, Giraffidae, Cervidae, Moschidae e Bovidae (Zurano et al.,
2019). A familia Cervidae é também dividida em duas subfamilias: Capreolinae (tribos
Alceini, Capreolini, Odocoileini e Rangiferini), e Cervinae (tribos Cervini e Muntiacini)
(Gilbert et al., 2006; Heckeberg et al., 2016; Zurano et al., 2019; Heckeberg, 2020).

Estudos apontam que os primeiros representantes de Cervidae surgiram em
florestas tropicais da Europa no inicio do Mioceno, ha cerca de 15 milhées de anos
(mya) (Heckeberg, 2017; Mennecart et al., 2017). Através do Estreito de Bering, os
cervideos teriam chegado a América do Norte por volta de 5 mya, na transigao do
Mioceno-Plioceno. Posteriormente, com a formacédo do istmo do Panama, estes
expandiram sua distribuicao para a América do Sul, processo que ocorreu na transi¢ao
do Plioceno-Pleistoceno, ha cerca de 2,5-3 mya (Webb, 2000).

Os cervideos representam o segundo grupo mais diverso entre os ruminantes,
englobando espécies amplamente distribuidas e adaptadas a distintas zonas
climaticas, dos tropicos as regides articas, e a uma variedade de habitats, incluindo
tundras, pradarias, pantanos, florestas, bosques e ecoétonos (Mattioli, 2011). Como
consequéncia, quando considera-se a familia como um todo, nota-se intensa variagéo
morfolégica, com animais de até 2,3 metros de altura e pesando 700kg (Alces alces),
até animais de 25 cm de altura e 5kg (Pudella mephistophiles) (Escamilo et al., 2010;
Niedziatkowska et al., 2022; Barrio et al., 2024). Uma caracteristica fenotipica unica

da familia é a presenca de um par de chifres nos machos, estruturas 6sseas que se



desenvolvem a partir do osso frontal e sao periodicamente perdidas e regeneradas. A
excecao € a espécie Hydropotes inermis, na qual ambos os sexos sao desprovidos de
chifres, apresentando, em contrapartida, caninos superiores alongados (Merino e
Rossi, 2010; Heckeberg et al., 2016).

Como herbivoros, os cervideos exercem um papel fundamental na dinamica
ecoldgica, contribuindo diretamente para a manutengdo da estrutura e da
biodiversidade dos ecossistemas (Gordon et al., 2004). Contudo, grande parte das
espécies apresenta populagdes em declinio devido a ameagas crescentes, como as
mudancas climaticas, a intensificagdo das atividades humanas e a disseminagao de
doencas (Linnell et al., 2020). Além disso, observa-se uma disparidade na quantidade
de informacdes disponiveis entre os representantes desta familia: enquanto espécies
como Cervus elaphus, Odocoileus hemionus, O. virginianus e Rangifer tarandus sé&o
amplamente estudadas, outras, como os cervideos neotropicais florestais, ainda
carecem de dados sobre aspectos ecoldgicos, genéticos, fisioloégicos e morfoldgicos,
0 que compromete o desenvolvimento de estratégias eficazes de conservagéo
(Heckeberg et al., 2016; Gonzalez et al., 2018; IUCN, 2025).

Um aspecto marcante dos cervideos é sua filogenia complexa de dificil
resolucao (Hu et al., 2019). Inicialmente baseada em caracteristicas morfologicas, a
sistematica do grupo apresentou divergéncias entre hipéteses publicadas, devido ao
uso de diferentes matrizes de caracteres e metodologias pouco definidas, o que
dificultava a avaliagdo da confiabilidade dos estudos (Meijaard e Groves, 2004;
Groves e Grubb, 2011). Além disso, o uso exclusivo de caracteres morfolégicos
passou a ser questionado pelo alto grau de homoplasia em Ruminantia, que sofreu
diversas radiacdes evolutivas durante a transicdo de habitats florestais para
ambientes mais abertos no Terciario, levando ao desenvolvimento paralelo de
caracteristicas semelhantes em diferentes familias (Janis e Scott, 1987).

Apesar do avango das metodologias moleculares e dos extensos estudos
realizados, ainda persistem delimitagdes controversas de espécies e afiliacdes
incertas entre taxons (Heckeberg, 2020). As analises filogenéticas baseadas em
genes abordam essa problematica de maneiras variadas - abrangendo desde toda a
familia Cervidae (Gilbert et al., 2006; Gutiérrez et al., 2017; Heckeberg, 2020),

passando por estudos focados em algumas espécies de um unico género (Lorenzini



e Garofalo, 2015; Hu et al., 2019), até pesquisas dedicadas a espécies especificas
(Kumar et al., 2017), mas sem resolugcdo completa. Além disso, a utilizagado de
diferentes marcadores moleculares e genes em cada estudo pode gerar filogenias
conflitantes (Mackiewicz et al., 2022). A relacédo filogenética entre as tribos de
Capreolinae ainda possui lacunas a serem preenchidas, enquanto que da subfamilia
Cervinae ja é melhor compreendida, salvo algumas excessdes (Duarte; Gonzalez;
Maldonado, 2008a; Gutiérrez et al., 2017; Heckeberg, 2020).

Ainda no contexto evolutivo, a citogenética demonstra que o numero diploide
em Cervidae é bastante variado: de 2n=6 na fémea de muntjac indiano (Muntiacus
muntjak vaginalis) até 2n=70 em diferentes espécies, como do veado-catingueiro
(Subulo gouazoubira) (Fontana e Rubini, 1990; Duarte e Jorge, 2003). Acredita-se que
o cariotipo do ancestral mais recente da familia tenha sido composto por
cromossomos acrocéntricos e 2n=70, e que através de fusdes recorrentes evoluiram
para a diversidade vista atualmente (Rubes et al., 2012). Variagdes estruturais em
cromossomos devido a rearranjos como deleg¢des, fusdes, fissdes, inversdes e
translocagdes sao consideradas uma importante fonte de variagdo genética e estéo
bem estabelecidas como um fator determinante da especiacao (Rieseberg, 2001;
Damas et al., 2021).

Gracas aos avangos técnicos e ao surgimento da gendémica, a citogenética
molecular permitiu estudar e comparar os cromossomos em nivel de DNA (Frohlich et
al., 2017; Graphodatsky et al., 2011). A técnica de Hibridiza¢do in situ Fluorescente
(FISH) tornou-se ferramenta fundamental para compreender a relagéo dos taxons na
rapida evolugcdo cromossOmica vista no cervideos, pois permite a deteccdo de
homologias e auxilia no entendimento das divergéncias cariotipicas (Graphodatsky et
al., 2011; Gonzalez e Duarte, 2020). Hoje sabe-se que as fusbes Robertsonianas séo
o tipo mais comum de rearranjo cromossOmico em Cervini, enquanto as fusbées em
tandem sao os principais rearranjos cromossdmicos envolvidos na diversificagao
cariotipica de Muntiacini (Fontana e Rubini, 1990; Bonnet-Garnier et al., 2003; Chi et
al., 2005).

Devido as questdes genéticas citadas e consequentemente a dificil
compreensao de sua histéria evolutiva, os cervideos passaram e ainda passam por

recorrentes alteragdées no seu arranjo taxonémico (Duarte et al., 2008; Merino e Rossi,



2010; Gonzélez e Duarte, 2020). Com a evolugdo das técnicas citogenéticas e
moleculares, que complementam os dados morfoldgicos, a taxonomia da familia tem
sido reavaliada nas ultimas décadas, permitindo um melhor entendimento do contexto
por tras das complexas relagdes entre os taxons (Duarte et al., 2008; Abril et al., 2010;
Gutiérrez et al.,, 2017; Cifuentes-Rincon et al., 2020; Gonzélez e Duarte, 2020;
Heckeberg, 2020).

2.2 OS CERVIDEOS NEOTROPICAIS — UMA ABORDAGEM GENETICA

Os cervideos ancestrais que imigraram ao Novo Mundo correspondiam a
géneros da tribo Odocoileini, e irradiaram a América do Sul durante o Grande
IntercAmbio Americano em diferentes momentos durante o Plioceno (Gilbert et al.,
2006). De acordo com a datagdao molecular feita por Duarte et al. (2008), conforme
figura 1, a colonizag&o da regido ocorreu por aparentemente oito formas diferentes: 1)
ancestral de S. gouazoubira; 2) ancestral de H. bisulcus; 3) ancestral de B.
dichotomus; 4) ancestral de O. bezoatrticus; 5) ancestral de H. antisensis; 6) ancestral
de P. nemorivagus; 7) ancestral de P. puda; e 8) ancestral das espécies dos géneros
Mazama e Odocoileus (Duarte et al., 2008). Estes se fixaram e se expandiram de
forma bem sucedida, devido a riqueza de biomas da regido e a auséncia de outros
ruminantes ocupando o mesmo nicho ecoldgico, e passaram por intensa radiagéo
evolutiva que promoveu a especiagao ao longo do tempo (Myers et al., 2000; Webb,
2000).
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Figura 1. Arvore filogenética com escala temporal. A barra amarela refere-se ao periodo da
ocorréncia do Istmo do Panama (Fonte: Duarte et al., 2008).

A tribo Odocoileini, que representa os cervideos da regido Neotropical, é
dividida em duas subtribos, Odocoileina e Blastocerina (Heckeberg et al. 2016).
Dentro de ambos os grupos sao reconhecidas duas formas morfoldgicas principais,

diferenciadas principalmente pelo tamanho dos animais: Espécies de cervos de médio



a grande porte, pesando mais de 25 kg, tipicas de areas de vegetagcao mais abertas,
onde os machos apresentam chifres ramificados (géneros Odocoileus, Hippocamelus,
Ozotoceros e Blastocerus); e Veados de pequeno porte, com menos de 60 cm de
altura na cernelha e menos de 25 kg, chifres curtos e ndo ramificados nos machos,
adaptados morfologica e ecologicamente a florestas e outros habitats de vegetacao
fechada (géneros Pudu, Pudella, Bisbalus, Odocoileus, Mazama, Subulo e Passalites
(Gonzalez e Duarte, 2020). Os géneros Mazama, Subulo e Passalites sao também
chamados de “brockets”.

Foi hipotetizado, com base em registros fésseis, que o tamanho pequeno e
chifres simples dos cervideos florestais da América do Sul foram adquiridas de forma
independente, como resultado de uma rapida radiacdo adaptativa. Os estudos
apontam que os ancestrais presentes na regido eram grandes e possuiam chifres mais
desenvolvidos, que teriam evoluido durante o Plio-Pleistoceno até chegar aos
pequenos cervideos de hoje (Webb, 2000; Gilbert et al., 2006).Por outro lado, estudos
mais recentes sugerem que os chifres simples nos cervideos representem o estado
ancestral, a partir da qual estruturas de chifres mais complexas evoluiram (Samejima
e Matsuoka, 2020; Oliveira et al., 2025).

A alta similaridade morfolégica entre os brockets nao corresponde a diversidade
genética observada (Duarte et al., 2008). Uma das caracteristicas mais marcantes
dessas espécies € a variabilidade cariotipica, evidenciada por polimorfismos e
rearranjos cromossémicos frequentes (Duarte et al., 2008; Galindo et al., 2021). O
numero diploide destas espécies varia desde 2n=32 em M. jucunda até 2n=70 em S.
gouazoubira (Duarte e Jorge, 2003; Bernegossi et al., 2022b). Também séo relatados
polimorfismos cromossémicos significativos intraespecificos em M. americana (2n= 42
a 53 (Bernegossi et al., 2024), M. nana (2n= 36 a 39) (Abril e Duarte, 2008), M. jucunda
(2n= 32 a 34) (Duarte e Jorge 2003), M. temama (2n= 44 a 47) (Sandoval et al.,
2024a), P. nemorivagus (2n= 66 a 69) (Fiorillo et al., 2013), e S. gouazoubira (2n= 69
a 70) (Valeri e Tomazella; Duarte, 2018), sendo possiveis indicios da existéncia de
processos de especiagao (Abril et al., 2010; Galindo et al., 2021).

Outra grande variacéo é vista pela presenga ou auséncia de cromossomos B,
tanto inter quanto intraespecificas. Todas as espécies dentro do género Mazama

demonstram variabilidade de 0 a 6 Bs. O mesmo ocorre em P. nemorivagus € em S.



gouazoubira (Abril et al. 2010; Bernegossi et al., 2022; Sandoval et al. 2022; Morales-
Donoso et al. 2023). A presenca de Bs foram descritos em apenas outras duas
espécies em Artiodactyla, o Veado-Siberiano (Capreolus pygargus) e o Veado-
Almiscarado-Siberiano (Moschus sibiricus) (Neitzel, 1987; Sokolov e Prikhod'ko,
1998). Tais cromossomos sao conhecidos como supranumerarios, apresentam
heranga ndo mendeliana, e permanecem um mistério em termos de sua composigao
genética, fungéo e se conferem alguma vantagem evolutiva as espécies que 0s possui
(Camacho et al., 2000).

Polimorfismos cromossémicos intraespécie podem representar importantes
barreiras reprodutivas devido a influéncia na produgdo de gametas, ocasionando
isolamento e especiagéo (Faria e Navarro, 2010). A magnitude da diferenca cariotipica
entre dois individuos reprodutores esta diretamente associada ao grau de
desbalanceamento cromossdmico nos gametas formados no zigoto. Tal
desbalanceamento eleva substancialmente a probabilidade de producao de hibridos
com infertilidade ou subfertilidade, decorrente de anomalias na segregagao
cromossdmica e nos eventos de crossing-over durante a meiose (Cursino et al., 2014;
Salviano et al., 2017; Galindo et al., 2021). A reducao da aptidao reprodutiva dos
hibridos em comparagdo com as espécies parentais € um importante mecanismo de
isolamento pos-zigoético, que pode desempenhar papéis importantes ndo apenas nos
estagios iniciais, mas também tardios da especiacao (Coyne e Orr, 2004; Seehausen
et al., 2014).

Para investigar a evolugdo cromossdémica dos cervideos neotropicais, sé&o
essenciais sondas direcionadas a regides cromossémicas especificas, possibilitando
a construgcado de mapas citogenéticos de diversas espécies (Pedrosa-Harand, 2012).
A microdissecg¢ao de cromossomos inteiros ou de regides especificas, ou ainda o uso
de DNA clonado, como nos cromossomos artificiais de bactérias (BACs), permite gerar
sondas eficientes para experimentos de FISH (Rocchi et al., 2012). Com essa
metodologia, foi produzido um mapa cariotipico de S. gouazoubira (2n=70), espécie
que preserva o caridtipo ancestral dos cervideos, utilizando 106 sondas BAC de
bovinos (Bernegossi et al., 2022a). Esse estudo fez de S. gouazoubira uma especie
de referéncia para pesquisas citogenéticas comparativas entre cervideos neotropicais.
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Até recentemente os brockets eram representados apenas pelo género
Mazama, devido a sistematica baseada apenas em caracteristicas morfoldgicas.
Entretanto, através de analises filogenéticas utilizando genes mitocondriais e
nucleares, o género mostrou-se polifilético, com espécies tanto na subtribo
Odocoileina quanto em Blastocerina, conforme visto na figura 1 (Gilbert et al., 2006;
Duarte et al., 2008; Hassanin et al., 2011; Gutiérrez et al., 2015; Heckeberg et al.,
2016). Isto levou a uma série de estudos genéticos para a revisdo taxonémica do
género.

Gracas a estudos de analises filogenéticas, as espécies do género alocadas
em Blastocerina passaram por reposicionamentos taxonémicos. Assim, foram
revalidados os géneros Subulo Smith, 1827 para M. gouazoubira, e Passalites Gloger,
1841 para M. nemorivaga, dado que n&o compartilham um mesmo ancestral comum
exclusivo com Mazama (Bernegossi et al., 2022b; Morales-Donoso et al., 2023)
(Figura 2). A espécie M. chunyi ainda devera ser transferida para o género Subulo
(Bernegossi et al., 2022b), mantendo apenas as espécies de brockets de Odocoileina
dentro do género Mazama, cuja espécie tipo € M. rufa (Erxleben, 1777) (Peres e
Duarte, 2025).
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Figura 2. Arvore filogenética mais atual dos cervideos neotropicais contendo os dois novos
géneros. Foi produzida baseada na inferéncia bayesiana de regides de DNA mitocondrial
concatenadas do citocromo b (Cyt-B, 920 pb), subunidade | do citocromo c oxidase (COl, 658
pb) e regido controle (D-loop, 610 pb) (Fonte: Morales-Donoso et al., 2023).

Além da resolugdo do carater polifilético do género Mazama, dois outros
géneros foram recentemente revalidados ou sugeridos para espécies de cervideos
neotropicais florestais. Por meio de analises morfolégicas e avaliagao da variagao
genética, Barrio et al. (2024) sugeriram o género Pudella Thomas, 1913, revalidado
para abrigar as duas espécies distintas identificadas do Pudu-do-norte (Pudu
mephistophiles), incluindo uma espécie recém-descrita e nomeada como P. carlae.
Isso porque o Pudu-do-sul (P. puda), espécie-tipo do género Pudu, nao é irma das
duas espécies do Pudu-do-norte. Além disso, Sandoval et al., (2024b) sugeriram a
reclassificacdo de Mazama americana citus Osgood, 1912, uma espécie venezuelana
da subtribo Blastocerina, em um novo género, Bisbalus, devido a seu cariotipo distinto
e filogenia que o separa dos géneros Passalites e Subulo. Assim, essa espécie passou

a ser denominada Bisbalus citus.
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O género Mazama é o que mais demonstra variagdo cariotipica e
inconsisténcias filogenéticas, e dois complexos de espécies cripticas foram
identificadas (M. americana e M. temama), compostos por animais morfologicamente
indistinguiveis, mas geneticamente muito diferentes (Duarte et al., 2008; Sandoval et
al., 2024a). O caso mais marcante € o do complexo M. americana, no qual estudos
associando a citogenética molecular, filogenética e reprodugao revelaram a presenca
de trés linhagens citogenéticas distintas dentro da espécie (Figura 4), caracterizadas
por divergéncia cariotipica significativa, e demonstrando a existéncia de barreiras pos-
zigoticas eficientes (Abril et al., 2010; Salviano et al., 2017; Galindo et al., 2021; Peres
et al., 2021; Bernegossi et al., 2024). Uma das linhagens mostrou-se tao divergente,
separada das demais por pelo menos 15 rearranjos cromossdmicos, que foi revalidada
como uma espécie distinta — M. rufa, com seu cariétipo como principal caracteristica

diagnéstica (Figura 3) (Peres et al., 2021).
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Figura 3. A direita, variagdo cariotipica observada nas trés linhagens de M. americana e em
M. rufa, por meio de uma representagcado esquematica das fusdes evolutivas dos cromossomos
ancestrais ortdlogos em S. gouazoubira. As fusdes compartilhadas por todas as linhagens
cromossOmicas aparecem nas cores rosa, azul-claro e verde (adaptado de BERNEGOSSI et
al., 2024). A esquerda, duas fémeas de veado-mateiro, sendo (A) M. rufa e (B) M. americana
citétipo Rondbnia, morfologicamente indistinguiveis (adaptado de Duarte et al., 2008).
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Além destes casos, em M. nana foram identificados oito variantes cariotipicas

diferentes, sugerindo a existéncia de polimorfismos cromossdmicos que podem refletir
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a presenga de mais de uma espécie ou populagdes geneticamente distintas dentro da
espécie, sendo necessario ainda mais estudos para a confirmagao da hipotese (Abril
e Duarte, 2008; Nogueira Neto, 2023).

Neste sentido, o primeiro passo para definir planos de conservacgao eficientes
€ de se obter a correta descrigao taxonémica das espécies, para que nao seja negada
protecdo a espécies em perigo, € nem esforgcos sejam perdidos com espécies
abundantes (Frankham et al., 2008). Segundo a Unido Internacional para a
Conservagao da Natureza (IUCN), grande parte das espécies de cervideos estdo com
suas populagdes em declinio e muitas possuem dados insuficientes, fatores que
dificultam na formulacdo de agdes para sua conservacao. Estudos sobre esses
animais sao dificeis de serem executados, e o0s aspectos ecoldgicos, genéticos,
fisiolégicos e morfolégicos ainda sdo pobremente conhecidos (Chiarello, 2000;
Gonzalez et al., 2018; Oliveira et al., 2025).

2.3 AESPECIE Passalites nemorivagus (CUVIER, 1817)

Popularmente conhecida como Veado-roxo, Veado-da-Amazbénia e Veado-
fuboca, a espécie P. nemorivagus foi descrita pela primeira vez como Cervus
nemorivagus por Cuvier (1817), a partir de animais coletados por Poiteau e Martin em
Caiena, capital da Guiana Francesa, e armazenados no museu Nacional de Histéria
Natural de Paris. Cuvier a descreveu com as seguintes caracteristicas morfologicas:
100 cm de comprimento e 60 cm de altura, chifres de 5 a 7,5cm de comprimento, cor
da pelagem marrom-acinzentada, cauda branca na parte inferior, labios e a parte
inferior da garganta esbranquigadas, e cor branco canela no contorno dos olhos, parte
interna das patas dianteiras, peito até as coxas. Ele também descreve que se trata de
animais de habitos solitarios, vivendo em matas fechadas, mas também sendo
encontrado em areas alagadas e perto do litoral (Cuvier, 1817).

Como os demais brockets, o Veado-roxo apresenta médio porte, com peso
variando de 14 a 15 kg, chifres simples e uma pelagem cinza (Rossi et al., 2010). Sua
pelagem marrom-acinzentada a marrom-chocolate, sem nenhum traco de tom
avermelhado, é a principal caracteristica diagnostica desta espécie, e € util pois

permite distingui-la de outros cervideos simpatricos como M. americana (Rossi et al.,
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2010). Desde sua descricao, a espécie foi considerada valida até 1960, quando
Cabrera a classificou como subespécie de S. gouazoubira (Cabrera, 1960). No
entanto, em 2000, uma revisdo baseada em padrdées morfologicos reconfirmou a
espécie como um taxon valido, sob o nome Mazama nemorivaga (Rossi, 2000). Em
2023, apds a coleta de um topotipo e subsequentes analises morfologicas,
citogenéticas e moleculares, a espécie foi realocada para o género Passalites (Gloger,
1842), voltando a concordar com o género masculino formando a combinacéo P.
nemorivagus (Morales-Donoso et al., 2023).

O Veado-roxo tem habitos diurnos e habita florestas tropicais e subtropicais
umidas de folha larga, n&o sujeitas a alagamentos, sendo os frutos e as folhas os
principais componentes de sua dieta (Rossi et al., 2010; Oliveira et al., 2016). Sua
distribuicdo geografica abrange diversos paises, incluindo Guiana, Guiana Francesa,
Suriname, Venezuela, Colébmbia, Panama, Equador, Peru, Brasil e provavelmente
Bolivia, de acordo com estudos de campo e espécimes de museu (Rossi et al., 2010).
Inicialmente restrito a regido amazonica, a presenca dessa espécie na Mata Atlantica
foi sugerida por Miranda-Ribeiro (1919) e Rossi (2000) devido a um espécime no
Museu Paulista de Mazama rondoni (sinbnimo de P. nemorivagus) proveniente do
estado do Espirito Santo. Mais recentemente, sua presenca nesta regido foi
confirmada gragas a identificacdo de populagdes na costa leste do Brasil através de
armadilhas fotograficas e sequenciamento de DNA fecal (Oliveira et al., 2020). A
distribuicdo da espécie até o momento pode ser considerada disjunta, pois foi
registrada exclusivamente em areas florestadas, com poucas probabilidades de
ocorrer em regides de vegetacao aberta, como a Caatinga e o Cerrado (Rossi, 2000).

Dados populacionais sobre a espécie sao conhecidos apenas no Peru,
Suriname, Venezuela e Guiana Francesa (Duarte et al., 2012). No entanto, tratam-se
de estudos realizados ha mais de 20 anos, podendo nao representar o status
populacional atual nestes paises. No Brasil, ndo ha estudos sobre distribuicdo e
densidade populacional de P. nemorivagus, ou como a espécie responde a mudangas
e fragmentacgdes de habitat (Duarte et al., 2012). As populagdes da espécie estdo em
declinio devido principalmente a perda e fragmentagc&o do habitat, especialmente no
“arco do desmatamento” no sul da Amazénia brasileira, regido que se estende do Acre

até Pard e Maranhdo (Rossi e Duarte, 2016). A espécie é avaliada como Pouco
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Preocupante (LC) pela Unido Internacional para a Conservagao da Natureza (IUCN),
e nao consta na lista oficial brasileira de espécies ameagadas de extingao, por possuir
dados insuficientes (Duarte et al., 2012).

Um dos motivos que dificultam a avaliagdo geral do risco de extingdo € sua
inconsisténcia taxondmica. Analises filogenéticas a partir do DNA mitocondrial (genes
Cytb e COI) de individuos que habitam a Floresta Amazdnica demonstram uma
estruturagdo da espécie em trés clados diferentes, com alto suporte estatistico (Figura
4). Estes clados apresentam forte correlacdo geografica, sendo alocados
separadamente por regides de endemismo da Amazénia: o clado Norte formado por
animais provenientes dos Estados do Amapa e Guiana Francesa, clado Oeste por
animais dos Estados do Acre, Rondénia e Mato Grosso, e clado Leste com aqueles
provenientes do Para e Maranhdo (Duarte et al., 2008; Figueiredo, 2014; Morales-
Donoso, 2017). A populagao da Mata Atlantica forma também um clado isolado mais
préximo das populagdes do leste e oeste do que do norte, e foi compreendida como

uma Unidade Evolutiva Significativa (Oliveira et al., 2020).

M. nemorivaga T27 (Rio Branco. AC- Brasil)
DQ789206 M. nemorivaga T149 (Cativeiro - Cuiaba. MT- Brasil)
M. nemorivaga T 24 (Porto velho-Réndonia)
96/90/93 ——— JNB32659 M. nemorivaga (Peru)
100/93/96 | M.nemorivaga T 266 (Santarem.PA-Brasil)
1100/87/83 — DQ789205 M. nemorivaga T122 ( Para-Brasil)
loeenoa - DQ789226 M. nemorivaga T49 (Redencdo. PA-Brasil)

100/92/99 — M. nemorivaga T321 (P.N. Cabo Orange- Amapa)
10085497 | M. nemorivaga T359 TOPOTIPO (Guiana Francesa)
M — —M. nemorivaga T309 (Centro regido Amapa)
JN632660 M.nemorivaga 1627 (Guiana Francesa)
DQ789193 O. bezoarticus OB3 (Pantanal- Brasil)
KJ772514 M. gouazoubira T314 (Fazenda Nhumirim. Pantanal-Brasil)

89/84/56
100/96/79

I OUTGROUP

Figura 4. Arvore filogenética do gene mitocondrial Cyt-B (920 pb), por meio de analises
Bayesiana, Maxima Verossimilhanca, e Parciménia para o topotipo da espécie Mazama
nemorivaga proveniente da Guiana Francesa (Fonte: Morales-Donoso, 2017).

Conjuntamente, estudos de citogenética classica demonstraram variagées do
2n de 66 a 70, e NF de 69 a 72, além de multiplos cromossomos B. A primeira
descrigao citogenética da espécie se deu através de seis espécimes provenientes de
diferentes localidades do Brasil, relatando-se entdo 2n de 67 a 70 e FN de 69-72
(Duarte e Jorge, 1996). Posteriormente um individuo do estado de Rondénia foi

descrito apresentando 2n=66. Em ambas publicacbes os espécimes foram
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classificados como Mazama rondoni, hoje considerada sinbnimo de P. nemorivagus
(Duarte e Merino, 1997; Rossi, 2000).

Trabalhos posteriores com bandamentos classicos permitiram demonstrar que
as variagdes cariotipicas observadas ocorrem devido a duas fusdes especificas: uma
céntrica/Robertsoniana entre autossomos, e uma X-autossémica (Resende, 2012;
Fiorillo et al., 2013; Morales-Donoso, 2017). A fusao X-autossémica presente em
alguns individuos resulta em um sistema sexual multiplo (XX/XY.Y;), em que o Y, é
um autossémico homologo ao fusionado com o X, e ndo um Y verdadeiro. Por outro
lado, os individuos sem a fusdo apresentam um sistema sexual simples (XX/XY)
(Resende, 2012; Fiorillo et al., 2013; Galindo et al., 2021; Morales-Donoso et al.,
2023).

No entanto, os dados baseados em bandamentos classicos de cromossomos
podem conter imprecisdes, € quando o conhecimento cariotipico aprofundado é
importante nas analises filogenéticas, a citogenética molecular torna-se fundamental
(Cernohorska et al., 2012). Utilizando FISH com sondas BAC de bovinos, e baseado
no cariotipo ancestral de S. gouazoubira (Bernegossi et al., 2022a), Morales-Donoso
et al. (2023) mapeou o cariétipo do topotipo de P. nemorivagus, coletado na Guiana
Francesa, e analisou outros trés espécimes, identificando que a fusédo céntrica envolve
os pares cromossOmicos 7 e 27 (Figura 5). Todos os individuos deste estudo
apresentaram sistema sexual simples. Galindo et al., (2021) estudou através de FISH
e sperm-FISH um espécime macho com sistema sexual multiplo e identificou que a

fusdo X-autossdmica ocorre com o cromossomo 15.
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Figura 5. A) Comparagao entre cromossomos de S. gouazoubira (SGO) e do topotipo de P.
nemorivagus (PNE) sob coloragdo convencional de Giemsa, idiograma de bandas C, e
marcacao de sondas BAC. As setas indicam a coloragcao Ag-NOR. B) FISH mostrando os
cromossomos envolvidos na translocagéo Robertsoniana (rob)7;27, e sondas 311B9 (rosa) e
316D2 (verde) no PNEX. C) Comparagédo esquematica das marcag¢des da sonda BAC no
cromossomo X entre SGO e PNE (Fonte: Morales-Donoso et al., 2023).

Filogeneticamente o topotipo da espécie é alocado no clado norte, apresenta
2n= 69, NF= 72, todos os cromossomos autossémicos s&o acrocéntricos, com
excegao a um submetacéntrico devido a fusao céntrica em heterozigose. O sistema
sexual é simples e 0s cromossomos sexuais sao submetacéntricos (Morales-Donoso
et al., 2023). Até o momento, nao foi possivel coletar amostras de tecido vivo de
individuos da populagao da Mata Atlantica, em razéo da dificuldade de localizagao e
captura dos animais em vida livre. Consequentemente, ainda nao foram realizados
estudos citogenéticos que possibilitem a comparagdo com as demais populagdes.

A existéncia de sistemas complexos de cromossomos sexuais € considerada
rara na ordem Artiodactyla, apenas as familias Bovidae e Cervidae possuem

representantes com essas variagdes (Hughes et al., 2024). Nos cervideos, o sistema
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XY,Y, foi documentado nos géneros Muntiacus (Pathak; Lin, 1981), Elaphodus (Cao
et al., 2005), Odocoileus (Sandoval et al., 2023), Mazama (Aquino et al., 2013;
Bernegossi et al., 2024), Bisbalus (Sandoval et al., 2024b) e Passalites, devido a
fusdes X-autossémicas. No entanto, apenas em P. nemorivagus e em E. cephalophus
foi documentado a existéncia de dois sistemas sexuais em uma mesma espécie (Cao
et al., 2005; Shi et al., 2008; Fiorillo et al., 2013), mas os efeitos em hibridos ainda sédo
desconhecidos. A variagdo cromossdmica e filogenética observada entre as
populagcdes de P. nemorivagus pode estar associada a um possivel isolamento
reprodutivo dentro da espécie, e sugere a existéncia de um complexo de espécies
cripticas (Fiorillo et al., 2013).

Portanto, é crucial aprofundar o estudo das variagdes cariotipicas de P.
nemorivagus por meio da citogenética molecular, com o objetivo de investigar a
relagcdo entre a estrutura filogenética e as diferengcas cromossdémicas observadas
entre os clados geograficamente isolados. Esse estudo visa compreender as
variagdes geneéticas nas populagdes, o que contribuira para a resolugao taxondmica
da espécie, um passo essencial para o desenvolvimento de estratégias de

conservacao eficazes e para a avaliacao precisa de seu status de conservagao.

3 OBJETIVO GERAIS

e Verificar se a espécie P. nemorivagus se trata de um complexo de espécies
cripticas, através de analises de citogenética e genética molecular.
e Analisar e comparar a composi¢cao genética dos cromossomos B dos cervideos

neotropicais através de citogenética e genética molecular.
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CAPITULO 2 - ANALISE CITOGENETICA E MOLECULAR DO VEADO-ROXO
(Passalites nemorivagus) DO BRASIL

RESUMO

O Veado-roxo Passalites nemorivagus (Cuvier, 1817) passou por recente
reposicionamento taxondmico em fungao da polifilia do género Mazama. Trata-se de
um cervideo de médio porte, de habitos florestais e distribuicdo abrangente na
Amazobnia, com registros também confirmados na Mata Atlantica. Apesar de
classificado como Pouco Preocupante (LC) pela IUCN, a avaliagao de seu status de
conservagao é dificultada pela existéncia de variacbes genéticas e cromossémicas
expressivas que levam a uma incerteza taxondmica. Estudos genéticos e
citogenéticos revelaram a ocorréncia de diferentes clados com forte correlagao
geografica e polimorfismos cromossOmicos, sugerindo a possibilidade de um
complexo de espécies cripticas dentro do taxon. Diante disso, neste estudo foram
analisados individuos de diferentes regides da Floresta Amazénica do Brasil, através
do mapeamento citogenético por FISH das variagbes cromossOmicas vistas na
espécie, e por meio de analises filogeograficas e de distancia genética. Os resultados
obtidos revelam wuma estruturagdo genética de trés clados monofiléticos
correlacionados a regides de endemismo da Floresta Amazbnica, com significativa
distancia genética entre as populagdes do norte, leste e oeste do rio Amazonas. Além
disso, os achados citogenéticos corroboram com os dados filogeograficos, mostrando
que a populagao ao norte do rio tenha retido o X ancestral, e as populagdes ao sul
(clados leste e oeste) estejam passando por um processo de fixagdo de um neo-X.
Assim, propde-se neste trabalho a delimitagdo de trés Unidades Evolutivamente
Significativas (ESUs) em P. nemorivagus na Floresta Amazdnica, o que representa um
avanc¢o fundamental para o desenvolvimento de estratégias de conservagédo mais
eficazes e baseadas em dados genéticos confiaveis.

Palavras-chave

Amazobnia, Evolugdo, Mamiferos, Unidades Evolutivamente Significativas
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CHAPTER 2 - CYTOGENETIC AND MOLECULAR ANALYSIS OF AMAZONIAN
BROWN BROCKET DEER (Passalites nemorivagus) FROM BRAZIL

ABSTRACT

The Amazonian brown brocket deer Passalites nemorivagus (Cuvier, 1817)
underwent a recent taxonomic reassessment due to the polyphyly of the genus
Mazama. It is a medium-sized cervid with forest-dwelling habits and a broad
distribution across the Amazon, with confirmed records also in the Atlantic Forest.
Although classified as Least Concern (LC) by the IUCN, evaluating its conservation
status is challenging due to substantial genetic and chromosomal variation that leads
to taxonomic uncertainty. Genetic and cytogenetic studies have revealed the
occurrence of distinct clades with strong geographic correlation and chromosomal
polymorphisms, suggesting the possibility of a cryptic species complex within the
taxon. In this context, individuals from different regions of the Brazilian Amazon Forest
were analyzed through cytogenetic FISH mapping of the chromosomal variants
observed in the species, as well as through phylogeographic and genetic distance
analyses. The results reveal a genetic structure comprising three monophyletic clades
corresponding to regions of endemism within the Amazon Forest, with significant
genetic divergence among populations from the northern, eastern, and western
portions of the Amazon River. Additionally, the cytogenetic findings align with the
phylogeographic data, showing that the northern population retained the ancestral X
chromosome, whereas the southern populations (eastern and western clades) are
undergoing a fixation process of a neo-X. Accordingly, this study proposes the
delimitation of three Evolutionarily Significant Units (ESUs) in P. nemorivagus within
the Amazon Forest, representing a fundamental step toward the development of more
effective conservation strategies based on robust genetic evidence.

Key-words

Amazon, Evolution, Mammals, Evolutionary Significant Unit
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1 INTRODUGCAO

O Veado-roxo passou recentemente por reposicionamento taxonémico devido
a polifiia do género Mazama, no qual foi originalmente descrito. Atualmente é
reconhecido o nome Passalites nemorivagus (Cuvier, 1817), proposto a partir da
coleta e analise de um espécime de sua localidade tipo, em Caiena, Guiana Francesa
(Morales-Donoso et al., 2023). E caracterizado por possuir médio porte, com peso
variando de 14 a 15kg, chifres simples nos machos, e pelagem marrom-acinzentada
a marrom-chocolate, sem nenhum traco de tom avermelhado (Rossi et al., 2010).

Popularmente conhecido também como Veado-da-Amazénia, trata-se de um
cervideo de comportamento predominantemente diurno e habitos florestais, ocupando
florestas tropicais e subtropicais umidas de folhas largas (Rossi et al., 2010; Oliveira
et al., 2020). Esta presente na regido AmazOnica e em areas de transicao,
provavelmente com distribuicdo geografica abrangendo todos os paises com o bioma
Amazonico. Registros recentes também confirmaram sua ocorréncia na Mata Atlantica
(Oliveira et al., 2020).

A espécie é classificada como Pouco Preocupante (LC) pela Unido
Internacional para a Conservacao da Natureza (IUCN), embora sua avaliagcédo seja
dificultada por incertezas taxondmicas que comprometem a delimitacdo precisa do
taxon (Rossi e Duarte, 2016). Analises filogenéticas a partir de DNA mitocondrial
identificaram quatro clados que apresentam forte correlagdo geografica, sendo trés
alocados separadamente por regides de endemismo da Amazbnia, e um compreende
a populagédo da Mata Atlantica (Duarte et al., 2008; Oliveira et al., 2020; Morales-
Donoso et al., 2023).

Conjuntamente, estudos de citogenética classica revelaram variagdes no
numero diploide de cromossomos (2n= 67 a 69), associados a ocorréncia de fusdes
Robertsonianas entre autossomos, e de uma fusdo X-autossGmica, com alguns
individuos exibindo um sistema de cromossomos sexuais multiplos (XX/XY.Y,), e
outros sistema sexual simples (XX/XY) (Duarte e Jorge, 1996; Fiorillo et al., 2013;
Morales-Donoso et al., 2023). Essa variagdo cromossOmica e a estruturacdo dos

clados sugerem que o rio Amazonas atue como barreira geografica entre as
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populagdes de P. nemorivagus e levanta a hipétese de que talvez a espécie seja um
complexo de espécies cripticas.

Diante disso, objetivou-se neste projeto realizar um estudo de citogenética
molecular, utilizando a técnica de Hibridizagéo in situ Fluorescente (FISH), e novas
analises moleculares com um numero maior de genes e animais, para avaliar a
possivel existéncia de um complexo de espécies cripticas dentro do que hoje se
denomina P. nemorivagus, e verificar se existe correlacdo entre as mudancgas

cromossOmicas e as arvores filogenéticas obtidas.

2 OBJETIVOS

O objetivo desse estudo foi avaliar a possivel existéncia de um complexo de
especies cripticas dentro do que hoje se denomina P. nemorivagus, associando
analises de citogenética molecular e filogenia do DNA mitocondrial. Para isso os

seguintes objetivos especificos foram determinados:

e Mapear e caracterizar os sinais de hibridizacdo de sondas de clones BAC da
espécie Bos taurus nos cromossomos de individuos P. nemorivagus
provenientes de diferentes localidades;

e Mapear a ocorréncia dos rearranjos cromossémicos ja descritos na literatura
para a espécie nas suas diferentes populag¢des e avaliar a existéncia ou nao de
correlagao geografica entre os rearranjos observados;

e Realizar uma analise filogenética de DNA mitocondrial para observar a
estruturacao espacial da espécie;

o \Verificar se existe correlagao entre as mudangas cromossOmicas e a distancia

genética.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. INDIVIDUOS E AMOSTRAS

Para este trabalho foram selecionados 12 espécimes de P. nemorivagus que
fazem parte do banco de animais e amostras coletados pelo Nucleo de Pesquisa e
Conservacédo de Cervideos (NUPECCE) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias de Jaboticabal, Universidade Estadual Paulista (FCAV, UNESP). Todos
eles haviam sido previamente obtidos de origem selvagem conhecida e provenientes
de diferentes localidades do Brasil, de zooldgicos, criadouros, apreensdes ou

atendimentos veterinarios (Tabela 1, Figura 1).

Tabela 1. Numero de identificagcao individual (ID), espécie, sexo e localidade a que pertencem
0s animais que foram analisados.

ID Espécie Sexo Origem

T20 P. nemorivagus F Ji-Parana, Rondonia
T23 P. nemorivagus F Rondonia

T24 P. nemorivagus M Porto Velho, Rondbnia
T49 P. nemorivagus M Redencao, Para
T149 P. nemorivagus F Comodoro, Mato Grosso
T275 P. nemorivagus F Acailéandia, Maranh&o
T309 P. nemorivagus M Amapa
T321 P. nemorivagus F Macapa, Amapa
T322 P. nemorivagus F Macapa, Amapa
T346 P. nemorivagus F Jurupari, Para
T370 P. nemorivagus F Vitoria do Xingu, Para
T371 P. nemorivagus M Vitéria do Xingu, Para

Para o cultivo celular e analise citogenética, foram utilizadas amostras de pele
dos individuos listados, que estavam armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C) no
banco criogénico do NUPECCE. Para as analises moleculares de DNA, as matrizes
biolégicas variaram entre amostras de pelo e anel leucocitario de sangue total
coletado. Todos os espécimes contam com esse material armazenado em alcool

absoluto (tecido morto) e nitrogénio liquido (tecido vivo).
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Figura 1. Distribuicdo geografica dos individuos amostrados de acordo com suas localiza¢des
aproximadas de origem.

3.2 CITOGENETICA

3.2.1 Cultivo Celular de Fibroblastos e Preparagcées Cromossémicas

3.21.1 Semeadura

As amostras de pele foram descongeladas em banho-maria a 37°C. Em fluxo
laminar, o fragmento era lavado duas vezes em 2,0 mL de PBS (10g NaCl/L + 0,259
KCI/L + 1,44g Na2HPO4.12H20/L + 0,25g KH2PO4/L) em placas de Petri
descartaveis. O material era entdo divulsionado com lamina de bisturi em placa de
Petri contendo 1,0 mL de meio de cultivo DMEM (Meio Essencial Minimo Modificado
de Dulbeco Cultilab™/L + 3,7 g de bicarbonato/L + 1,0 mL de sulfato de gentamicina/L
+ 2,0 mL de anfotericina B/L, pH 6,8-7,1). Os diversos fragmentos eram transferidos
para frascos de cultivo T25 (TPPTM) com 1,0 mL de meio DMEM e 1,0 mL de soro
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fetal bovino (SFB) Cultilab TM. Os frascos eram entdo levados para estufa a 5% CO2
e 37°C por 48 horas sem qualquer movimento (Verma; Babu, 1995). A cultura era
monitorada diariamente e o meio trocado a cada 48 horas. Apds a aderéncia dos
fragmentos de pele, o cultivo era mantido com uma quantidade de 2,5 mL de DMEM

e 0,75ml de SFB até a formagao de uma monocamada de células no fundo do frasco.

3.2.1.2 Repique

Apos o crescimento adequado da monocamada de células, foi realizado o repique dos
cultivos. O método consistiu em desprezar o meio presente nas garrafas, e lava-las 3
vezes com 2,0 mL de PBS. Para soltura das células aderidas a monocamada, as
garrafas foram tripsinizadas com 1,0 mL de tripsina (8,0g NaCl/L + 0,4g KCI/L + 0,58
g NaHCO3/L + 1 g glucose/L + 0,005 g vermelho fenol/L + 0,2 g EDTA/L + 0,5 g
tripsinal/L, pH 7,2-7,4). A cultura foi monitorada em microscépio invertido para verificar
se as ceélulas soltaram do fundo do frasco e entdo, imediatamente, a tripsina foi
inativada com 200 puL de SFB e 800 uL de DMEM. Dividiu-se o material da garrafa
mae entre novos frascos, as quais foram monitoradas e tratadas como descrito

anteriormente até obter um numero suficiente de cultivos secundarios.

3.2.1.3 Colheita

Um dia antes da colheita, era realizada a pré- tripsinizacdo das garrafas. Apos
24 horas da pré-tripsinizacao e trinta minutos antes da colheita, adicionava-se 60 uL
de colchicina (0,016%) CultilabTM em cada frasco, os quais permaneciam incubados
a 37°C e 5% de CO2. Depois, era realizada a tripsinizagao para que as células se
desprendessem dos frascos. O conteudo dos frascos era transferido para tubos de
centrifuga cbnico e, entdo, centrifugados por cinco minutos a 167,6 g, € o
sobrenadante descartado. Apds o descarte do sobrenadante, os sedimentos eram
ressuspendidos em 10 mL de solugao hipotdénica KCI 0,067M e incubados no banho-
maria a 37°C por vinte minutos. Os sedimentos eram ressuspendidos em trés ocasides
(6,0, 3,0 e 1,0 mL) com solucgéao fixadora. As preparagées cromossdmicas obtidas a
partir dos cultivos de fibroblastos eram gotejadas em Iaminas para posterior uso na

técnica de hibridizagao in situ fluorescente.
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3.2.2 Sondas

As sondas utilizadas neste trabalho foram desenvolvidas em um projeto
anterior, a partir de clones de regides cromossémicas de bovino (Bernegossi et al.,
2022b). Esses clones foram adquiridos da biblioteca bovina CHORI-240, com base
nos dados do NCBI ARS-UCD1.2 Assembly, e obtidos do BACPAC Genomics,
Emeryville, CA, EUA. As sondas estavam disponiveis no NUPECCE para uso e foram
desenvolvidas e marcadas de acordo com Bernegossi et al.,(2022b). Com base no
mapeamento do topotipo de P. nemorivagus (Morales-Donoso et al., 2023), foram
selecionadas nove sondas de regides dos cromossomos 7, 19, 23 e X de bovino, que
marcam por homologia respectivamente os cromossomos 7, 15, 27 e X de P,
nemorivagus. As nove sondas disponiveis no NUPECCE e utilizadas para cada

cromossomo de interesse sao apresentadas no quadro 1.

Quadro 1. Lista dos clones BAC disponiveis para os cromossomos de interesse envolvidos
em fusbes em P. nemorivagus, e suas respectivas marcacdes pelos diferentes nucleotideo-
dUTP, e coloracao observada no microscopio de fluorescéncia apés hibridizacédo e deteccéo.

Cromossomo Clone Cromossomo de | Regidao em PNE =
. ; Marcagao e cor

Bovino BAC P. nemorivagus

57A5 Distal Green-dUTP (verde)
BTA7 PNE 7

117P3 Proximal Digoxigenina (rosa)

130E10 Centromero Green-dUTP (verde)
BTA 19 PNE 15

188A20 Telbmero Digoxigenina (rosa)

77G24 Medial Digoxigenina (rosa)
BTA 23 PNE 27

166B3 Teldbmero Biotina (verde)

159016 Brago p

Digoxigenina (rosa)

BTA X 311B9 PNE X Brago g proximal

93K24 Brago p proximal Green-dUTP (Verde)

A figura 2 representa a posi¢ao das sondas utilizadas nos cromossomos de P,

nemorivagus envolvidos em fusdes.
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Figura 2. |diograma de banda C dos cromossomos 7, 15, 27 e X do topotipo de P,
nemorivagus, demonstrando blocos de heterocromatina, e a marcacédo das sondas BAC
selecionadas da biblioteca CHORI-240 para utilizacdo neste projeto (adaptado de Morales-
Donoso et al., 2023).

3.2.3 Hibridizagao in situ fluorescente

As laminas com preparagdes cromossdmicas foram incubadas em solucéo de
2xSSC a 70 °C em banho-maria por 30 minutos e, apds esse periodo, deixadas para
esfriar em temperatura ambiente por 20 minutos. Subsequentemente, foram lavadas
em 0,1xSSC por 1 minuto e desnaturadas em solug¢ao de 0,07M NaOH por 1 minuto.
Apos desnaturagao, as laminas foram incubadas em solugao 0,1xSSC e 2xSSC, a
4°C por 1 minuto cada e, finalmente, em série alcodlica (70%, 80%, 96%) em
temperatura ambiente, 1 minuto cada novamente.

Concomitantemente, foi preparado o mix de hibridizagdo (Quadro 2), utilizando
DNA Cot bovino (HyblocTM Competitor DNA, Applied Genetics Laboratories Inc.
Melbourne, USA) e DNA de esperma de salméao (UltrapureTM Salmon Sperm DNA
Solution, Invitrogen®) como DNA supressores a fim de se inibir a hibridizagdo de

sequéncias repetitivas.
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Quadro 2. Mistura de hibridizagao para volume final de 10 pl.

Reagente Volume
Master Mix* 7 ul
DNA Cot bovino 1l
DNA de esperma de Salmao 0.6 pl
Sonda 0,7 pl-1,4

(*5ml formamida+1g Sulfato de dextrano+ 1 ml 20xSSC)

A mistura de hibridizagao foi aquecida a 92 °C por 10 minutos e incubada a
37°C por 30 minutos, e posteriormente adicionada as laminas que foram cobertas por
laminula e incubadas em camara umida a 37 °C por 40 horas. Para a lavagem pés-
hibridizagao, as laminas foram incubadas em solugéo 0,7xSSC por 2 minutos a 70°C
e em 2xSSC por 2 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, incubadas em
camara umida a 37°C com 100 uL de solugédo bloqueio (0,1g de solugédo bloqueio
Sigma- Aldrich®, dissolvido em 9 ml H20 + 1 ml solugdo TN) por 10 minutos. A
deteccdo era realizada com Streptavidine-Cy5 (Invitrogen/Molecular Probes,
Camarillo, USA), para as sondas marcadas com biotina-16-dUT, e com
antidigoxigenina-rodamina (Roche Diagnostics, Indianapolis, USA) para as sondas
marcadas com digoxigenina-11-dUTP. Para isso, adicionava-se 0,25 pl de cada
anticorpo diluido em 100 ul de solugdo bloqueio a cada lamina, as quais eram
incubadas em camara umida por 45 minutos. Apds a deteccao, as laminas foram
lavadas em solugao 1XTNT trés vezes por 5 minutos cada. Por fim, utilizava-se DAPI
para contrastar os cromossomos (Vozdova et al., 2019).

As preparagbes submetidas a FISH foram analisadas na microscopia de
fluorescéncia, e para cada conjunto de sondas hibridizada com sucesso, 10 metafases
eram fotografadas para posterior analise. As fotos foram tiradas utilizando-se uma
camera Zeiss AxioCam MRm acoplada ao microscépio Olympus BX60 (objetiva de
100x), com auxilio do programa Axio Vision Release 4.8.2. As imagens foram entéao
editadas com o auxilio do programa Adobe Photoshop CS6 Portable, e triadas para
verificagdo dos cromossomos envolvidos nos rearranjos cromossdémicos. Os
resultados de hibridizacdo foram utilizados para verificagdo de um padrao

cromossOmico populacional e para comparagdo com as analises filogenéticas.
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3.3 GENETICA MOLECULAR

3.3.1 Obtencao das sequéncias de DNA

Dentre os 12 individuos previamente selecionados para este trabalho (Tabela
1), seis ja possuiam mitogenomas completos sequenciados e montados (T24, T321,
T322, T346, T370 e T371). A extracdo de DNA dos outros seis individuos (T20, T23,
T49, T149, T275, T309), foi realizada pelo protocolo de fenol-cloroférmio (Sambrook
etal., 1989), para amostras de pelo, e através do kit de extragao Wizard® SV Genomic
DNA Purification System (Promega), para amostras de anel leucocitario do sangue.
ApOs a extracdo, a qualidade e a quantidade dos acidos nucleicos foram avaliadas por
trés métodos complementares. A quantificacido fluorimétrica foi realizada com o
equipamento Qubit™ 4.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific), utilizando o kit
especifico para DNA (Qubit™ dsDNA HS Assay Kit), de acordo com as instru¢des do
fabricante. Paralelamente, a concentracdo e a pureza foram estimadas por
espectrofotometria (NanoDrop™ 2000, Thermo Fisher Scientific), e a integridade das
amostras foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1%, permitindo a

observacao de fragmentacao ou degradacao do DNA.

3.3.2 Amplificagao e sequenciamento de genes mitocondriais

Foram utilizados fragmentos dos seguintes genes mitocondriais: 1) citocromo
B (Cytb, 1140 pb) utilizando os primers L14124/H15149 (Irwin et al., 1991) e
FARH/FARL (Duarte et al., 2008); 2) dehydrogenase subunidade 5 (ND5, 1821 pb)
utilizando os primers ND5-13167/ND5-13709 e ND5-12326/ND5-12988 (Caparroz et
al., 2015); 3) Regiao controle do DNA mitocondrial (D-loop) de 660pb (primer Thr-
L15926/DL-H16340) (Vila et al., 1999).

Os fragmentos de DNA foram amplificados em termociclador BioradTM usando
uma reacdo de PCR padrdo, conforme segue: 600uM de dNTPs, 1mM de
MgCl,1,33mg/ml de BSA, tampé&o 1x (200 mM Tris-HCL pH 8,4; 500 mM KCL), 1U Taq
DNA polimerase (PlatinumTM, Thermo Fisher Scientific), 0,5pM do iniciador forward,

0,5 pM do iniciador reverse, 50 ng/uL de DNA, em um volume final de 30 pL. O
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programa de temperaturas da reagao foi: ciclo inicial de 2 min a 94°C para a
desnaturacao do DNA; 35 ciclos de: 94°C por 1 min, 55°C por 30 seg, 30 seg a 72°C
e uma extensao final de 72°C por 10 min. Em todas as reag¢des foram incluidos
controles negativos para verificar a possibilidade de contaminacdo. Apds a
amplificagdo, 4uL de cada produto da PCR era corado com Gel RedTM (Biotium), e
submetido a eletroforese em gel de agarose 2% sob transiluminador de luz ultravioleta
302 nm (BioAgency), fotodocumentados e analisados. Os produtos amplificados por
PCR foram purificados utilizando o ExoSAP-IT PCR Product Cleanup Reagent
(Thermo Fisher™), conforme as instrucbes do fabricante. Posteriormente, o
sequenciamento foi realizado em um sequenciador automatico ABI 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems™), através de servigo prestado pelo Instituto de
Biotecnologia (IBTEC) da UNESP, campus Botucatu.

3.3.3 Analise Molecular por DNA mitocondrial

Além dos espécimes analisados neste estudo, o conjunto final de amostras de
referéncia incluiu sequéncias obtidas da base de dados GenBank (NCBI). Visando
representar ainda mais a variabilidade geografica da espécie P. nemorivagus, foram
incorporadas sequéncias correspondentes ao topotipo da espécie, proveniente da
Guiana Francesa, bem como de outro individuo oriundo da mesma regido (acesso
JN632660), e um do Peru (acesso JN632659), ambos sem informagdes citogenéticas
associadas. Adicionalmente, foi incluida a sequéncia do topoétipo de Mazama
gouazoubira medemi (Barriga Bonilla, 1966), atualmente considerada sinénimo de P,
nemorivagus, coletado na Coldbmbia e com dados citogenéticos disponiveis (Moreno,
2022). Para a composig¢ao do ingroup da analise, foram utilizadas também sequéncias
de outras espécies da subtribo Blastocerina, a qual P. nemorivagus pertence. Para
composi¢cao do outgroup, foram selecionadas sequéncias da subtribo Odocoileina,
uma sequéncia da espécie Alces alces (tribo Alceini) e uma sequéncia de Capreolus

capreolus (tribo Capreolini), que sao tribos irmas em relagao a Odocoileini (Quadro 3).
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Quadro 3. Espécimes componentes do ingroup e outgroup das analises filogenéticas.

ID Acesso Espécie Origem
GenBank
T20 * P. nemorivagus Rondoénia, Brasil
T23 * P. nemorivagus Ronddnia, Brasil
T24 MZ350861 P. nemorivagus Rondoénia, Brasil
T49 * P. nemorivagus Par4, Brasil
T149 * P. nemorivagus Mato Grosso, Brasil
T275 * P. nemorivagus Maranhao, Brasil
T309 * P. nemorivagus Amapa, Brasil
T321 * P. nemorivagus Amapa, Brasil
T322 * P. nemorivagus Amapa, Brasil
T346 MZ350867 P. nemorivagus Para, Brasil
T370 * P. nemorivagus Para, Brasil
T371 * P. nemorivagus Para, Brasil
T359 * P. nemorivagus (neotipo) Guiana Francesa
T433 * M. g. medemi Coldbmbia
- JN632660 P. nemorivagus Guiana Francesa
- JN632659 P. nemorivagus Peru
T377 MZ350858 S. gouazoubira Sao Paulo, Brazil
T389 MZ350866 S. gouazoubira Puerto Arecutacua, Paraguay
- JN632692 P. puda Desconhecida
- JN632603 B. dichotomus Bolivia
- 0Q198442 B. dichotomus Mato Grosso do Sul, Brasil
- MZ350860 O. bezoarticus Parque Nacional das Emas, Brasil
T358 MZ350857 M. americana (SS) Guiana Francesa
T424 * M. americana (SS) Roraima, Brasil
T253 MZ350856 M. americana (JU) Mato Grosso do Sul, Brasil
T385 0Q198444 M. rufa Parana, Brasil
T107 MZ350863 M. nana Parana, Brasil
T215 MZ350859 M. jucunda Sao Paulo, Brasil
- MN813763 C. pygargus -
- MF784604 A. alces -

*N&o publicado; - Indisponivel; SS: Sensu Strictu; JU: citétipo Juina.

Obtidas as matrizes de cada gene, as sequéncias foram alinhadas no servidor
on-line Mafft (Katoh et al., 2019), com o alinhamento revisado e delimitado através do
aplicativo Bioedit 7.2.6. (Hall, 1999). O programa Geneious Prime 2023.1.1 foi utilizado
para traduzir as sequéncias de DNA dos genes Cytb e ND5 em sequéncia de
aminoacidos para busca por stop codons prematuros. Esse procedimento indicaria

possiveis pseudogenes, e possibilitou o ajuste do alinhamento ao frame correto de
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cédons, ideal para futuras analises de saturacéo e particdo. Uma vez alinhadas, as
sequéncias foram concatenadas através do programa Mega 11 (Tamura et al., 2021),
gerando uma matriz de 2838pb, sendo contabilizados os sitios variaveis (sitios com
mutagdo em ao menos um animal) e os sitios parcimoniosamente informativos (PICs;
sitios com mutagdes presentes em ao menos dois individuos). Foi entdo selecionado
o melhor modelo evolutivo (menor AIC).

A hipotese filogenética foi estimada através de uma analise de maxima
verossimilhanca (ML) com uso do servidor on-line IQTree, inferida com uma corrida e
1.000 réplicas de bootstrap ultrarrapidas para avaliar o suporte dos nés (Trifinopoulos
et al., 2016). As analises de inferéncia bayesiana (IB) foram realizadas no programa
MR. BAYES 3.2.7a (Ronquist et al., 2012), implementada através do servidor on-line
CIPRES Science Gateway (Miller et al., 2011). A IB foi conduzida por duas corridas
independentes, cada uma com 4 cadeias de “Markov Chain Monte Carlo” (MCMC) de
10 milhdes de geragdes, e posteriormente foi aplicado um burn-in de 25% para inferir
a melhor arvore consenso. O modelo de substituicdo utilizado foi de GTR + | + G,
selecionado através do aplicativo MrModeltest 2.4 (Nylander, 2004).

As arvores obtidas de todas as analises foram entao editadas com auxilio do programa
FigTree v.1.4.4  (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). O  suporte  dos

agrupamentos filogenéticos foi estimado pelas probabilidades posteriores.

3.3.4 Delimitagao Molecular de Espécies

Foi utilizado o método coalescente General Mixed Yule Coalescent (GMYC)
para identificacdo de molecular operational taxonomic units (MOTUs) através do
pacote SPLITS (SPecies LImits by Threshold Statistics; Monaghan et al., 2009) no
programa R (R Core Team, 2017). Tal abordagem avalia a taxa de cladogénese ao
longo de uma arvore ultramétrica gerada por IB, identificando um limiar em que ha
uma mudanca significativa dessa taxa. A mudanca indica a transigdo do processo de
cladogénese entre espécies para intra-espécie (Fujita et al., 2012). Para essa analise,
foi criada uma matriz apenas com as sequéncias de P. nemorivagus, € uma analise
filogenética foi executada no pacote BEAST 1.10.4 (Suchard et al., 2018). O modelo

evolutivo selecionado e os parametros de corrida foram implementados por meio do
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aplicativo BEAUti do pacote BEAST para gerar o arquivo de entrada da analise,
implementada através do servidor on-line CIPRES. A analise de MCMC (Monte Carlo
Markov Chains) contou com 10 milhdes de geragdes, e teve a amostragem a cada mil
geracdes. Foram realizadas trés corridas distintas. Foi utilizado o modelo de relogio
lognormal uncorrelated relaxed clock, que ndo assume uma taxa de substituicao
constante. Os dados das trés corridas independentes foram combinados através do
aplicativo LogCombiner do pacote BEAST. As arvores geradas foram sumarizadas na
melhor arvore através do aplicativo TreeAnnotator também do pacote, sendo aplicado
um burn-in de 25%. A convergéncia da andlise foi verificada por intermédio do
aplicativo Tracer v.1.7, e foi considerada satisfatéria quando apresentou valores de
ESS (Estimated Sample Size) maiores que 200. As arvores finais foram visualizadas
e editadas pelo aplicativo FigTree 1.4.4.

A hip6tese do modelo GMYC foi testada com um e com multiplos limiares. Na
analise, a probabilidade do modelo GMYC é comparada perante a probabilidade de
um modelo nulo, no qual apenas uma unidade é identificada (auséncia de unidades
dentro do grupo analisado), retornando um valor de significAncia da analise
comparativa. A hipétese de que os modelos eram diferentes foi aceita quando

apresentaram p<0,05.

3.3.5 Distancia genética

Foi também obtido um valor médio de distancia genética intra e entre as
populagdes ja hipotetizadas (leste, oeste, norte amazénico) para a espécie, sendo o
valor entre populagdes também comparado com os valores de distancia entre as
espécies da subtribo Blastocerina. Para as estimativas de distancia genética foi
utilizado o programa Mega 11, que identificou 0 modelo Tamura-Nei como melhor para
a matriz em questdo. O programa utiliza um algoritmo onde as sequéncias
nucleotidicas sdo comparadas duas-a-duas entre si, gerando, desta forma, um valor

numeérico para a distancia genética entre elas.
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3.3.6 Rede de haplétipos

Uma rede de haplétipos foi gerada com as matrizes de sequéncias
concatenadas dos genes Cytb e ND5 dos doze individuos analisados, a partir do
software Pop Art 4.8.4 (Leigh e Bryant, 2015). A constru¢do da rede de haplotipos foi
aplicada pelo median-joining que se baseia no critério de redes com minima
abrangéncia (minimum spanning network) e utiliza median vectors (mv) para conectar
os haplotipos observados (Sober, 1983). Os haplogrupos foram baseados na radiagéo
da rede, avaliando-se a distancia entre os haplétipos e entre os haplétipos derivados
e, quando possivel com o do centro do grupo. A rede foi colorida manualmente através

do proprio programa PopArt conforme a regido de origem da amostra.
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4 RESULTADOS

4.2 ANALISE CITOGENETICA

A analise dos resultados de hibridizagao in situ fluorescente nas metafases dos
doze individuos de P. nemorivagus revelou uma variagao do numero diploide de 66 a
69, e numero fundamental de 70 a 72. A fusdo céntrica entre os cromossomos 7 e 27
esteve ausente em trés animais, e presente em nove, seis em heterozigose, e trés em
homozigose (Figura 3). A fusdo em tandem entre o cromossomo X e o autossomo 15
esteve presente em sete animais (Figura 4), todos provenientes de regides sul do rio
Amazonas. Esta fusdo mostrou-se envolver a regido centromérica do cromossomo 15,
que € homodloga ao BTA19, e a regido terminal do brago p do cromossomo X ancestral,
e pode ser considerada origem de um neo-X na espécie, que leva a ocorréncia de
sistema sexual multiplo (XX/XY1Y2) nos individuos portadores, sendo o Y2 o0 autossomo
homdlogo ao 15 fusionado ao X. Todos os individuos provenientes de localidades acima
do rio Amazonas (Amapa - T309, T321, T322, Para - T346), e um unico individuo de
uma localidade abaixo do rio (Maranhdo - T275), ndo apresentam a fusdo X-15,

mantendo o X ancestral, com sistema sexual simples (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados da FISH, demonstrando a presenca ou auséncia das fusdes testadas nos
animais selecionados.

Tese Sexo Origem 2n NF Fusao céntrica Fusdao em tandem
7;27 X;15
T20 F Rondénia 66 70 ++ +
T23 F Rondénia 68 70 - +
T24 M Rondénia 68 70 +- +
T149 F Mato Grosso 67 70 +- +
T49 M Para 68 70 +- +
T275 F Maranh&o 69 72 +- -
T370 F Para 68 70 -- +
T371 M Para 68 70 - +
T346 F Para 68 72 ++ -
T309 M Amapa 68 71 ++ -
T321 F Amapa 69 72 +- -
T322 F Amapa 69 72 +- -

Fusao 7;27: ++ (Homozigose), +- (Heterozigose), -- (Ausente). Fusdo X;15: + (Presente), -
(Ausente).
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Figura 3. Resultados da andlise de FISH para a fusdo céntrica entre os cromossomos 7 e 27
de P. nemorivagus. A) Fuséo 7;27 em homozigose, mostrado pela sonda 117P3 (verde) no
cromossomo 7 e sonda 166B3 (rosa) no cromossomo 27 de T20. B) Fusdo 7;27 em
heterozigose, mostrado pela sonda 117P3 (verde) no cromossomo 7 e sonda 166B3 (rosa) no
cromossomo 27 de T49 . C) Fuséao 7;27 ausente, mostrado pela sonda 57A5 (verde) marcando
0 cromossomo 7 e sonda 77G24 (rosa) marcando o cromossomo 27 de T23.
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Figura 4. Resultados da analise de FISH para a fusdo em tandem entre os cromossomos 15 e
X de P. nemorivagus. A) Fusao ausente, mostrada pela sonda 159016 (rosa) em X e 130E10
(verde) em 15 de T309 (macho, XY). B) Fusao presente, mostrada pela sonda 93K24 em X, e
a sonda 188A20 em um cromossomo 15 e na regido telomeérica do brago q de X do individuo
T49 (maxo, XY1Y2). C) Fuséo presente, sonda 159016 (rosa) de X e 130E10 (verde) de 15
ambas presentes nos cromossomos X de T149 (fémea).
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4.2 ANALISE MOLECULAR

A matriz de referéncia final com os cinco fragmentos concatenados de Cytb, ND5
e D-loop foi composta por 30 animais. Ela totalizou 2837pb, dentre eles foram
contabilizados 938 sitios variados e 724 sitios parcimoniosamente informativos (35%
em Cytb, 42% em NDS5, 22% em D-loop).

As inferéncias filogenéticas em ambas as abordagens de IB e MV indicaram
topologias convergentes e com trés clados bem suportados em P. nemorivagus. O clado
que agrupa as amostras de S. gouazoubira, B. dichotomus e O. bezoarticus na subtribo
Blastocerina apresentou valores menores de suporte (Figura 5).

Os resultados da analise de delimitacdo molecular de espécies indicaram que o
modelo GMYC de limiar unico foi significativamente melhor que o modelo nulo
(p=0.00273), sugerindo a presenca de estrutura de espécies no conjunto de dados. Por
outro lado, o modelo de multiplos limiares ndo apresentou diferenga significativa em
relagcdo ao nulo (p=0,0945), o que indica que a introdugdo de multiplos pontos de
transicdo ndao melhora substancialmente a delimitagdo das entidades evolutivas. O
modelo de limiar Unico identificou quatro MOTUs (“molecular operational taxonomic
units”) (Figura 6), que corroboram os clados recuperados nas analises de inferéncia
filogenética, e separa M. g. medemi como uma MOTU distinta no clado Norte.

Em P. nemorivagus, cada clado exibiu correlacdo geografica a uma regiéo
distinta de amostragem da floresta Amazoénica, classificadas como: Oeste (Brasil -
Rondénia e Mato Grosso, Peru), Leste (Brasil - Para e Maranhao), e Norte (Brasil —

Amapa, Guiana Francesa, Coldémbia) (Figura 7).
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Figura 5. Resumo dos resultados da inferéncia filogenética e delimitagdo molecular de P.
nemorivagus. (A) Arvore de hipétese filogenética gerada por Inferéncia Bayesiana pelo
MrBayes, os valores representam a probabilidade posterior (%). (B) Hipétese taxondbmica
atualmente considerada. (C) Hipdtese taxondmica de acordo com as variantes citogenéticas.
(D) Hipotese taxondmica molecular representada pelas Unidades Taxondmicas Operacionais
Moleculares obtidas pelo método de coalescéncia GMYC de limiar unico. As sequéncias
identificadas com T### representam os animais amostrados e as sequéncias identificadas com
#### sao aquelas obtidas do GenBank.
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Figura 6. Analise de delimitagdo molecular de espécies dentro de P. nemorivagus pelo método
GMYC. O primeiro grafico mostra a hipétese filogenética com as 3 MOTUs identificadas pela
analise destacadas em vermelho e o segundo mostra a cladogénese em fungao do tempo,
ambos os graficos com o limiar Unico significativo do modelo GMYC em vermelho (p=0.00273).
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Figura 7. Mapa de procedéncia das 16 sequéncias incluidas na analise molecular, com
indicacdo dos agrupamentos filogenéticos e biogeograficos identificados: Oeste (vermelho) —
Rondbnia, Mato Grosso e Peru* (este ultimo ndo possui localizagéo exata); Leste (amarelo) —
Para e Maranhao; Norte (azul) — Amapa, Guiana Francesa e Colémbia, e os dois citétipos
distindos identificados: sistema sexual simples (XX) no norte do rio Amazonas, e sistema sexual
multiplo (neo-X) devido a fusdo X-autossémica presente nas populagdes do sul do rio. O mapa
também apresenta a hidrografia da regiao, incluindo o rio Amazonas e seus principais afluentes.

A rede de hapldtipos gerada através do método median-joining, com base nos
fragmentos concatenados dos genes Cytb e ND5, revelou 16 haplétipos representados
um por cada animal, sem nenhum haplétipo compartilhado entre eles (Figura 8). Apesar
de unicos, os haplétipos foram agrupados de forma semelhante a arvore filogenética,
com correlagdo geografica, mostrando similaridade maior de heranga materna nos
individuos dentro dos grupos das localidades correspondentes ao clados filogenéticos
norte, oeste e leste. As amostras do Norte foram agrupadas juntas, com algumas
variagdes genéticas menores observadas entre elas. O grupo do Oeste é conectado

com o grupo do Norte por uma maior divergéncia, indicado por ramos mais longos € a
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presenca de varios median vectors. A regido Leste apresenta conexao com o Oeste,

mas ndo com Norte.

T275

T371

T433

T370

JNB632659

T20
JNB32660 T023

10 samples
WgémDp\e
© Norte
; Oeste

Leste T149

Figura 8. Rede de haplotipos dos fragmentos dos genes concatenados (Cytb + ND5) das
amostras de P. nemorivagus reproduzida pelo método median-joining. Os nUmeros nos ramos
indicam passos mutacionais entre os haplétipos relacionados. Os pontos pretos sao os median
vectors, representacdes de haplétipos intermediarios e faltantes a rede gerada. Os haplétipos
estao representados por circulos coloridos, onde cada cor corresponde a uma regiao geografica
distinta: azul para a regido Norte (marrom — T433 sendo M.g. medemi da Colémbia), vermelho
para a regidao Oeste, e amarelo para a regido Leste.

As analises de distancia genética foram realizadas entre todos os individuos
(Quadro 4), bem como entre os grupos Norte, Leste e Oeste, e entre os individuos
dentro de cada grupo. A distdncia genética média entre todos os individuos foi de 0,04.
Dentro dos grupos e entre grupos, foram obtidas a distancia maxima, minima e média,
e plotadas em um grafico (Grafico 1). A distancia média dentro do grupo Norte foi de
0,007, e tanto dentro de Leste e quanto de Oeste foram iguais a 0,01. E possivel notar
que a distancia genética entre o grupo Norte dos demais é maior (=0,06) do que entre
Leste e Oeste (0,03), o que condiz com a analise filogenética e rede haplotipica, uma

vez que o clado Norte ¢é isolado, enquanto Leste e Oeste séo clados irméos.
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Quadro 4. Distancia genética entre dezesseis individuos de P. nemorivagus, sendo doze deles
componentes deste estudo,trés originados do GenBank, e M. g. medemi n&o publicado. A
propor¢cdo no numero de substituicdes de bases por sitio entre as sequéncias € mostrado, de
acordo com o modelo Tamura-Nei.

GF*

T359*

T322

T346

T321

T309

T433*

Peru*

T020

T023

T149

T024

T370

T049

T371

T275

GF*

T359*

0,007

T322

0,012

0,011

T346

0,011

0,009

0,007

T321

0,009

0,008

0,005

0,004

T309

0,007

0,006

0,006

0,004

0,003

T433*

0,008

0,007

0,012

0,011

0,009

0,007

Peru

0,061

0,059

0,065

0,058

0,062

0,062

0,057

T020

0,058

0,056

0,062

0,055

0,060

0,057

0,055

0,007

T023

0,061

0,059

0,065

0,058

0,063

0,058

0,057

0,017

0,015

T149

0,048

0,049

0,055

0,047

0,052

0,048

0,049

0,007

0,001

0,012

T024

0,063

0,061

0,067

0,059

0,064

0,062

0,059

0,009

0,008

0,020

0,006

T370

0,055

0,053

0,059

0,052

0,056

0,054

0,051

0,030

0,028

0,034

0,026

0,026

T049

0,059

0,057

0,063

0,055

0,060

0,056

0,055

0,037

0,033

0,035

0,029

0,034

0,011

T371

0,055

0,053

0,059

0,051

0,056

0,052

0,051

0,033

0,030

0,037

0,029

0,029

0,008

0,014

T275

0,059

0,057

0,062

0,055

0,060

0,056

0,055

0,032

0,029

0,039

0,028

0,027

0,010

0,014

0,004

*GF: individuo da Guiana Francesa JN632660; T359: Nedtipo de P. nemorivagus; T433: Neotipo

de M. g. medemi; Peru: Individuo JN632659.

Grafico 1. Distancias média, maxima e minima calculadas dentro e entre grupos.
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5 DISCUSSAO

5.1 CITOGENETICA

Os resultados citogenéticos obtidos corroboram a descricdo cariotipica
previamente feita de P. nemorivagus, cuja variagao em 2n e NF € devido a duas fusdes
distintas (Fiorillo et al., 2013; Morales-Donoso et al., 2023). Todos os individuos
analisados apresentaram cromossomos X e Y submetacéntricos e multiplos
cromossomos B. As variagdes foram vistas no sistema sexual, podendo ser simples ou
multiplo, dependendo da presenca ou auséncia da fusdo em tandem X;15, e nos
autossomos em sua maioria acrocéntricos, com a presenca de um ou dois
cromossomos submetacéntricos em caso de ocorréncia da fusdo céntrica 7;27,
observadas em heterozigose ou homozigose em diferentes individuos.

Nao foi observada correlagcéo entre as fusdes cromossdmicas, indicando que a
presenca de uma fusao nao esta associada a outra, ocorrendo de forma independente.
A fusao céntrica 7;27, em particular, ndo apresentou correlagado geografica, ocorrendo
de maneira aleatdria nas trés populagdes analisadas. Em contrapartida, a fusdo em
tandem X-autossdémica parece seguir um padrao especifico, com animais do clado
Norte apresentando o cromossomo X ancestral, e portanto sistema sexual simples,
enquanto os do clado Leste e Oeste possuem o X fusionado e sistema sexual multiplo.
A unica excec¢ao foi o individuo T275, que filogeneticamente e geograficamente
pertence ao clado Leste, mas citogeneticamente possui sistema sexual simples. A
presenca deste animal sugere a existéncia de mais individuos com sistema sexual
simples nas populacdes dos clados Leste e Oeste, embora talvez de forma menos
frequente, permitindo a coexisténcia de ambos os sistemas sexuais nessas regides.

O papel dos rearranjos cromossémicos na evolucao e especiacao de mamiferos
€ amplamente discutido, e fusdes sado frequentemente encontradas em diversas
espécies de Cervidae (Duarte e Jorge, 2003; Abril et al., 2010; Rubes et al., 2012;
Dobigny et al., 2017; Frohlich et al., 2017; Damas et al., 2021; Proskuryakova et al.,
2023). O modelo de disfungao hibrida propde que individuos heterozigotos para fusdes
cromossbmicas apresentariam fertilidade reduzida devido a formagdo de gametas

desbalanceados, o que resultaria em isolamento reprodutivo entre populagdes, até que
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os rearranjos se tornassem fixos (White, 1978; Rieseberg, 2001). Dentre os cervideos
Neotropicais, o complexo Mazama americana € caracterizado por possuir trés
linhagens citogenéticas devido a fusdes céntricas e em tandem, correlacionadas com
a localizacado geografica, que ajudariam a promover adaptagdes locais e especiagao
(Bernegossi et al., 2024).

No entanto, contrariando expectativas, ruminantes heterozigotos para fusbes
céntricas n&do demonstraram sinais de erros na meiose, nem efeitos adversos na
aptidao reprodutiva (Kingswood et al., 1994; Vozdova et al., 2014; Galindo et al., 2021).
Ademais, uma fusdo céntrica homozigética sugere maior estabilidade durante a
segregacao na meiose, sem implicagdes negativas para o fitness reprodutivo, além de
aumentar as chances de fixagdo em populag¢des (Galindo et al., 2021). Diante disso, a
falta de correlagdo geografica sugere que a fusdo 7;27 em P. nemorivagus seja um
polimorfismo com efeitos limitados, nao influenciando diretamente a dindmica
populacional ou a capacidade de adaptagao da espécie.

Ja fusdes em tandem foram consideradas mais impactantres. Em hibridos entre
os citotipos de Mazama americana, o acumulo de fusbes em tandem em heterozigose
envolvendo cromossomos autossomos esta associado a subfertilidade ou infertilidade
completa, configurando uma barreira reprodutiva clara (Cursino et al., 2014; Salviano
et al., 2017; Galindo et al., 2021). No entanto, em machos, uma unica fusdo em tandem
nao impediu a reproducdo entre individuos, embora tenha causado uma diminuicéo na
qualidade espermatica (Galindo et al., 2021). Quanto a fusdes envolvendo
cromossomos sexuais, foi relatado que vacas heterozigotas para uma translocagao X-
autossbmica apresentam taxas significativamente mais baixas de bezerros nascidos
vivos e maiores taxas de aborto em comparagao com fémeas cromossomicamente
normais (Basrur et al., 2001).

Apesar de o cromossomo X ser considerado altamente preservado, uma revisao
identificou mais de 150 espécies, a maioria em Artiodactyla e Rodentia, que possuem
sistemas cromossdmicos sexuais variados, devido a translocacgdes, inversdes, e
mudangas na posi¢do do centrobmero (Graphodatsky, 1989; Hughes et al., 2024).
Comparado ao cromossomo X ancestral de Artiodactyla, o X da subordem Ruminantia
ainda possui grandes segmentos conservados em seu genoma, mas sofreu multiplos

rearranjos (Proskuryakova et al., 2017). Na familia Cervidae ha uma grande variagéao
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morfolégica no X, com relatos de fusdes X-autossdmicas em diferentes géneros (Huang
et al.,, 2006; Cifuentes-Rincén et al., 2020; Peres et al., 2021; Yin et al.,, 2021).
Diferentes espécies de cervideos neotropicais sdo caracterizadas por possuirem
sistemas sexuais multiplos devido ao neo-X, incluindo o complexo Veado-mateiro
(Mazama americana e M. rufa), Odocoileus pandora, Bisbalus citus, e Mazama temama
(Peres et al., 2021; Sandoval et al., 2023, 2024b, 2024a; Bernegossi et al., 2024).

Embora translocag¢des X-autossémicas sejam comuns na ordem Artiodactyla, a
presenca de dois sistemas cromossdmicos sexuais em uma mesma espécie € rara,
tendo sido relatada apenas em P. nemorivagus, Elaphodus cephalophus, e Nanger
soemmerringii (Cao et al., 2005; Shi et al., 2008; Fiorillo et al., 2013; Povill et al., 2023).
No entanto, em mamiferos roedores este tipo de sistema polimérfico € mais comum. O
Reithrodon typicus, um roedor cricetideo sul-americano, apresenta uma variagdo nos
cromossomos sexuais geograficamente correlacionados: populagdes argentinas tém
cromossomos XY padrao, enquanto populagdes brasileiras abrigam fusdes distintas de
autossomos X e Y (Steinberg et al., 2022; Di-Battista et al., 2023). Apesar disso, estudos
sobre as implicagdes no balanceamento gamético e no fitness reprodutivo em hibridos
resultantes do cruzamento de individuos de sistemas sexuais diferentes sdo escassos,
e carece de investigagao (Hughes et al., 2024).

Aidentificacao de dois sistemas cromossémicos sexuais em P. nemorivagus com
aparente correlagdo geografica, pode ser um indicativo da ocorréncia de historias
cromossOmicas evolutivamente diferentes entre as populagdes. Em primatas do género
Alouatta, diferentes espécies apresentam variagdbes cromossdmicas marcantes,
incluindo translocagdes envolvendo os cromossomos sexuais, tanto o X quanto o Y.
Notavelmente, espécies que possuiam mais de um sistema cromossémico sexual
foram posteriormente subdivididas em subespécies e, em alguns casos, reconhecidas
como taxons distintos, como observado no grupo Alouatta seniculus (De Oliveira et al.,
2002; Hughes et al., 2024).

A coexisténcia de dois citotipos em uma mesma regido (XX/XY e XX/XY1Y2),
revelado pelo individuo T275, indica a possivel ocorréncia de hibridos. No NUPECCE,
um macho de P. nemorivagus com sistema simples (XY) foi pareado com uma fémea
de sistema multiplo (neo-X), e a prole feminina resultante apresentou uma fuséo X-

autossbmica em heterozigose. Porém, ao contrario do que se imaginava, as filhas deste
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caso apresentaram estro, copularam e ambas deram a luz descendentes saudaveis.
Este fato revela que, apesar dos diferentes sistemas cromossdmicos sexuais, nao
existe barreira pré-zigotica total entre os individuos. Apesar disso, ndo se pode excluir
a existéncia de um declinio na fertilidade dessas fémeas, devido a possiveis taxas
maiores de erros na divisdo meidtica na oogénese, ou maiores riscos de nascimento
de filhotes com sindromes cromossémicas (Bonato et al., 2025).

Neste contexto, fusdes X-autossOmicas sdo um dos mecanismos pelos quais
neo-X evoluem, e podem trazer vantagens adaptativas quando promovem a supressao
da recombinacao entre loci adaptativos e genes ligados ao sexo (Rieseberg, 2001).
Essa restricdo na recombinagdo pode também contribuir para o acumulo de
incompatibilidades genéticas entre populagdes, reforcando o isolamento reprodutivo e
promovendo a diferenciagcdo evolutiva (Faria e Navarro, 2010). Portanto, diante dos
resultados deste trabalho, é possivel inferir que a populagdo de P. nemorivagus de
regides acima do rio Amazonas tenha retido o X ancestral, e as populagoes abaixo do
rio estejam passando por um processo de fixagdo do neo-X, embora evidéncias mais
robustas, como o aumento do niumero amostral e a incorporagado de dados gendémicos,

devam ser avaliadas.

5.2 GENETICA MOLECULAR

Os resultados aqui observados reforcam a estruturacdo genética de P
nemorivagus, como ja havia sido apontado em trabalhos anteriores (Duarte et al., 2008;
Figueiredo, 2014; Morales-Donoso, 2017). As informag¢des obtidas através do DNA
mitocondrial dos animais estudados, e subsequentes analises filogenéticas, de
delimitacdo de espécies, de distancia genética e de rede de haplétipos mostraram
diferencas notaveis entre as populagdes analisadas. O DNA mitocondrial € amplamente
empregado em estudos de reconstrugcdo da historia evolutiva e de processos de
especiacao, pois apresenta alta variabilidade intra- e interespecifica, ndo sofre
recombinagao e, por esse motivo, € considerado mais neutro (Taberlet et al., 1996;
Galtier et al., 2009).
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Todas as metodologias de analises moleculares utilizadas neste trabalho
agrupam igualmente a espécie em trés clados distintos, correspondentes a regides da
floresta Amazénica distantes entre si. Oliveira et al. (2020) utilizando sequéncias de
DNA mitocrondrial provenientes de amostras fecais demonstrou que a populacao de P.
nemorivagus da Mata Atlantica forma ainda um quarto clado, isolado dos demais da
Floresta Amazénica. O resultado do modelo GMYC indicou quatro diferentes MOTUSs,
coerentes com os trés clados recuperados nas avores filogenéticas, separando apenas
M. g. medemi como uma MOTU isolada. O método GMYC é utilizado como incremento
a analises genéticas tradicionais, pois permite identificar unidades moleculares que
representam espécies em potencial (Fujita et al., 2012).

Ainda, a distancia genética intra-grupos foi menor (0,7% no Norte, 1% em Leste
e Oeste) do que entre grupos (N-L e N-O de 6%, L-O de 3%), que apresentou distancia
significativa. Gutiérrez et al. (2017) ao analisar 192 sequéncias de Cytb de cervideos
Neotropicais (tribo Odocoileini), obteve uma distancia de 5,9% entre individuos de P.
nemorivagus do grupo 1 (Guiana) e grupo 2 (Brasil e Peru), e uma distancia intra-grupo
de 3,5%, considerando em um mesmo grupo animais de diferentes regides. Em
contrapartida, no mesmo estudo a distancia genética entre as espécies irmas M. nana
e M. jucunda foi de apenas 1,3%, e entre diferentes espécies irmas (géneros
Hippocamelus, Subulo e Odocoileus) variou de 1,8% a 6,2%. Estes achados confirmam
e reforcam a estruturagcdo genética divergente entre os diferentes clados de P
nemorivagus.

A Floresta Amazo6nica € uma das maiores e mais diversas florestas do mundo,
estando presente em nove paises, e ndo é homogénea em sua riqueza. E um mosaico
de diferentes areas de endemismo, separadas por seus principais rios, cada um com
diferentes grupos de espécies devido a histérias evolutivas isoladas (Morrone e Crisci,
1995; Silva et al., 2005). Estudos baseados na distribuicdo geografica de espécies de
vertebrados terrestres e de aves hipotetizam oito regides de endemismo: Guiana, Imeri
e Napo (Equador), Peru, e o Brasil sendo dividido em Rondénia, Belém, e Para, este
ainda dividido em Tapajos e Xingu (Cracraft, 1985; Avila Pires, 1995; Silva e Oren, 1996;
Ron, 2000; Haffer e Prance, 2001; Silva et al., 2002).

Os clados monofiléticos com correlacbes geograficas demonstram populagdes

distintas de P. nemorivagus em regides diferentes de endemismo. O rio Amazonas
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parece ser uma forte barreira geografica entre clados Norte e Leste-Oeste, mas é
necessario outras analises, além das linhagens mitocondriais, para avaliar fluxo e
migracgao entre as populagdes de Leste e Oeste, e se rios menores seriam barreiras ou
nao para a espeécie. Padrboes semelhantes ja foram vistos em outras espécies
brasileiras (Ribas et al., 2012; Abreu et al., 2025). Nos esquilos do género
Guerlinguetus, analises genéticas de DNA mitocondrial e nuclear mostram uma
separagao entre trés populagdes: leste da Amazdnia (Para), restante da Amazénia, e
Mata Atantica (Abreu et al., 2025). Ja nas aves do género Psophia, foram identificadas
oito espécies, cada uma endémica a uma area de endemismo da Amazobnia, sendo
filogeneticamente distribuidas em dois clados: clado das populagdes acima do rio
Amazonas e clado das populag¢des abaixo do rio (Ribas et al., 2012).

Nesse contexto, duas teorias principais ajudam a explicar a origem e
manutencgao da elevada biodiversidade amazénica: a teoria das barreiras fluviais e a
teoria dos refugios. Ambas apontam que, em distintos momentos do tempo geoldgico,
barreiras ambientais limitaram a migracdo e o fluxo génico entre populagdes,
favorecendo o isolamento geografico e, consequentemente, a especiacado (Wallace,
1852; Haffer, 1969; Ayres e Clutton-Brock, 1992). A especiagao tem maior probabilidade
de ser desencadeada em ambientes onde o isolamento genético ocorre muito
rapidamente, motivado por barreiras recentemente estabelecidas a migragcao (Abreu et
al., 2025).

De acordo com a datagdo molecular de Duarte et al. (2008), os clados norte e
“sul” de P. nemorivagus teriam se diversificado por volta de 2 milhées de anos atras. Ja
Figueiredo (2014) sugere uma diversificacdo ainda mais recente, estimada em
aproximadamente 1,62 milhdes de anos. Assim, a separagao entre populagdes e a
cladogénese vista nas andlises filogenéticas do presente estudo tem coeréncia
temporal com as teorias de diversificagcdo da Amazénia. Elas teri