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Resumo

A tribo Odocoileini é o grupo mais heterogéneo, com maiores problemas e
controvérsias taxonémicas dos cervideos. Ela é dividida em duas subtribos bem
suportadas: Odocoileina e Blastocerina. Todos os cervideos da regido Neotropical sédo
da tribo Odocoileini e suas espécies representantes destacam-se pela ampla
variedade morfologica e de habitats. Dentre as espécies tem Mazama gouazoubira
(veado-catingueiro) a qual possui uma grande amplitude em sua distribuicdo
geografica e na diversidade de habitats que ocupa. No Brasil pode ocupar quase todos
0os biomas, exceto a Amazobnia. O veado-catingueiro apresenta ainda variacoes
regionais, ecologicas e individuais de coloracdo, além de uma alta diversidade
haplotipica. Por essa razdo analises genéticas sdo importantes, ja que, fornecem
informagdes valiosas para taxonomia e para determinagcdo da existéncia de
estruturacdo populacional e, consequentemente, unidades evolutivamente
significativas distintas. Para tanto, primers foram confeccionados a partir das
sequéncias existentes (Genbank) e das produzidas no presente projeto em uma
analise in silico das sequéncias das regifes Citocromo B, ND5, ND2 e D-loop (regiédo
controle) do DNA mitocondrial, visto que ja se conhece o mitogenoma da espécie. As
sequéncias foram alinhadas com as varias existentes para a mesma espécie e de
espécies distintas, buscando-se areas polimorficas flanqueadas por regifes
conservadas. Prospectamos primers que permitam amplificacdo de pequenos
fragmentos (150-250pb) informativos das diferentes regides. Os primers foram
utilizados para amplificacdo do mtDNA em amostras de fezes de veado-catingueiro,
sendo testada a eficiéncia de amplificacdo para os diferentes marcadores. Também
foram realizadas duas analises Maxima Verossimilhanca e a Inferéncia Bayesiana
para confirmacédo dos sinais filogenéticos e uma rede de haplotipos para analises
intrapopulacionais das matrizes dos fragmentos separados e concatenadas. NOSsos
resultados mostraram que o0s marcadores testados possuem sinal filogenético
relevante para estudos filogenéticos preliminares, identificacdo de géneros e
populacdes, principalmente quando a amostra contém pouco DNA de qualidade. Os
fragmentos das regibes podem apresentar resultados de diversidade genética
similares ao da regido completa, a diversidade depende do local da regido onde
fragmento se encontra. Os amplicons menores tem maior facilidade de amplificacéo
no material fecal e que sua concatenag¢do pode gerar um marcador de importancia
para analises filogenéticas em cervideos.

Palavras-chave: DNA fecal, DNA mitocondrial, Genética de populacoes,
Citocromo B, ND5, D-loop.
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Abstract

The Odocoileini tribe is the most heterogeneous group, with the greatest taxonomic
problems and controversies among deer. It is divided into two well-supported
subtribes: Odocoilein and Blastocerin. All deer in the Neotropical region are from the
Odocoileini tribe and their representative species stand out for their wide morphological
and habitat variety. Among the species there is Mazama gouazoubira (brocket deer)
which has a wide range of geographic distribution and the diversity of habitats it
occupies. In Brazil it can occupy almost all biomes, except for the Amazon. The brocket
deer also presents regional, ecological and individual color variations, in addition to a
high haplotype diversity. For this reason genetic analyzes are important, as they
provide valuable information for taxonomy and for determining the existence of
population structure and, consequently, distinct evolutionarily significant units. For this
purpose, primers were made from existing sequences (Genbank) and those produced
in this project in an in silico analysis of sequences from the Cytochrome B, ND5, ND2
and D-loop (control region) regions of the mitochondrial DNA, since the mitogenome
of the species is known. The sequences were aligned with the several existing ones
for the same species and from different species, looking for polymorphic areas flanked
by conserved regions. We are looking for primers that allow the amplification of small
fragments (150-250bp) that are informative from different regions. The primers were
used for mtDNA amplification in brocket deer feces samples, and the amplification
efficiency for the different markers was tested. Two Maximum Likelihood analyzes and
Bayesian Inference were also performed to confirm the phylogenetic signals and a
haplotype network for intrapopulation analyzes of the matrices of the separated and
concatenated fragments. Our results showed that the tested markers have a relevant
phylogenetic signal for preliminary phylogenetic studies, identification of genera and
populations, especially when the sample contains little quality DNA. The fragments of
the regions can show similar genetic diversity results to the complete region, the
diversity depends on the location of the region where the fragment is found. Smaller
amplicons are easier to amplify in fecal material and their concatenation can generate
an important marker for phylogenetic analysis in deer.

Keywords: Fecal DNA, Mitochondrial DNA, Population genetics, Cytochrome
B, ND5, D-loop



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS
1. INTRODUCAO

A familia Cervidae possui uma série de carater simplesiomérficos, como
presenca de chifres nos machos, sendo um grupo caracterizado pela ampla
divergéncia genética e citogenética em tamanho, habitat e comportamento, além de
haver inconsisténcias no conhecimento das relacdes evolutivas em diferentes niveis
taxondmicos (GILBERT et al., 2006; HASSANIN et al., 2012; FIGUEIREDO, 2014).
Esse taxdn apresenta grande fragilidade cromossémica, a qual caracteriza 0s
cervideos com uma das maiores taxas de evolucdo cariotipica em mamiferos
(DUARTE; GONZALEZ; MALDONADO, 2008).

A tribo Odocoileini é o grupo heterogéneo de Cervidae, com maiores
controvérsias taxonémicas (GILBERT et al.,, 2006), possuindo atualmente nove
géneros, nos quais estdo 0s seis representantes neotropicais: Blastocerus,
Hippocamelus, Mazama, Odocoileus, Ozotoceros, Padu. A tribo Odocoileini € dividida
entre duas subtribos Odocoileina (M. americana, M. nana, M, bororo, M. temama, M.
rufina, M. bricenii) e Blastocerina (M. gouazoubira, M. pandora, M. chunyie M.
nemorivaga) (DUARTE; GONZALEZ; MALDONADO, 2008; DUARTE; GONZALES,
2010; HECKERBERG et al., 2016).

O género Mazama possui uma das historias evolutivas mais surpreendentes,
ocasionada pela convergéncia morfologica observada nos seus representantes,
sendo atualmente reconhecido como um género polifilético. Em seu trabalho sobre a
histéria evolutiva dos cervideos neotropicais Duarte, Gonzalez e Maldonado (2008)
possivelmente devido a radiacdo adaptativa e altos niveis de radiacdo separada de
duas linhagens néo relacionadas e com altos niveis de divergéncia molecular e
citogenética.

Mazama gouazoubira possui grande amplitude de distribuicdo geografica e
diversidade de habitats, no Brasil podendo ocupar quase todos os biomas (PINDER,;
LEEUWENBERG, 1997, BLACK-DECIMA et al., 2010) excetuando-se a regiéo
Amazébnica (PINDER; LEEUWENBERG, 1997). Podem-se observar inumeras
variacbes ecoldgicas e individuais de coloracdo conforme a regido de ocorréncia
(ROSSI, 2000; BLACK-DECIMA et al., 2010).

Uma alta diversidade haplotipica foi detectada M. gouazoubira utilizando
regides mitocondriais, como Cytb e D-loop (BIDEGARAY et al., 2003; DUARTE,



GONZALEZ, MALDONADO, 2008; ELIZONDO, 2010; ARISTIMUNO, 2013
FIGUEIREDO, 2014), sendo constatada uma subdivisdo em cinco clados com
distribuicdo simpatrica a espécie no Brasil (FIGUEIREDO, 2014). Portanto, nota-se a
grande diversidade haplotipica populacional da espécie em uma ampla distribuicéo
geografica, aumentando assim a necessidade de estudar outras regides geograficas
nao analisadas.

Para cervideos, devido a dificuldade de captura dos individuos para obtencao
de amostras biologicas, o DNA fecal se apresenta como ferramenta importante para
o estudo de suas populacdes. A utilizacdo de amostras fecais presentes no solo em
vida livre é facilitada pelo uso de caes farejadores treinados, como foi mostrado no
estudo feito por Oliveira et al. (2012). Para os cervideos brasileiros, a coleta de
amostras fecais tem permitido amplas amostragens e fonte de DNA mitocondrial para
estudos moleculares (OLIVEIRA; DUARTE 2013; DUARTE et al., 2017; OLIVEIRA et
al., 2019). Outras caracteristicas que o mtDNA apresenta é o alto polimorfismo, taxa
de mutagéo mais alta que o DNA nuclear, heranca uniparental materna e baixas taxas
de recombinacéo (AVISE, 2000).

Entretanto € necessario ressaltar que o DNA fecal esta geralmente degradado
devido a exposicdo ambiental e da presenca de inimeros inibidores de PCR como:
polissacarideos complexos, produtos da degradacéo de alimentos e bactérias (BEJA-
PEREIRA et al., 2009). Algumas das alternativas para driblar esses reveses sao 0s
protocolos para armazenamento, processos de extracao de DNA e oligonucleotideos
iniciadores (primers) espécie especificos. Entretanto, quanto maior o fragmento de
DNA, oriundos de amostras fecais, maior a dificuldade de obtencdo de sequencias
completas.

Dentro do apresentado, ha necessidade de avaliagcdo genética das inUmeras
populacdes de veado-catingueiro a partir de uma amostragem mais ampla, para isso,
deve-se utilizar um conjunto de marcadores mais expressivos, para melhor
caracterizar essa diversidade. Obtendo esses dados através de amostras fecais,
encontradas por caes farejadores. As caracteristicas do DNA obtido de fezes dificulta
0 uso de marcadores nucleares, permanecendo o DNA mitocondrial como a opc¢ao
mais viavel para este tipo de matriz bioldgica.

Dentro deste contexto, o presente projeto pretende analisar o sinal genético

das regides selecionadas do mtDNA que se adequem para estudos populacionais e



filogeograficos em veado-catingueiro. Para tanto, partiremos da hipotese de que as
regibes selecionadas possuem informacdes genéticas muito similares as dos

fragmentos génicos ja descritos na literatura.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral
e Prospectar regides de mtDNA para estudos populacionais e genéticos

de M. gouazoubira.

2.2. Objetivos especificos

e Mensurar as informagfes genéticas dos fragmentos das regides ND5,
ND2, D-loop e CytB com as regides inteiras.

e Comparar a eficiéncia dos fragmentos das regides ND5, ND2, D-loop e
CytB com as regifes inteiras em andlises de diversidade intrapopulacional, sinal
filogenético e filogenia.

e Testar a amplificabilidade de primers das regides ND5, ND2, D-loop e
CytB com amplicons entre 224 a 675 pb em amostras de DNA fecal.

3. Reviséao de literatura
3.1. Familia Cervidae

A ordem Artiodactyla engloba a familia Cervidae, a qual possui 55 espécies e
18 géneros, sendo a segunda familia mais diversa, atras somente de Bovidae
(ZURANO et al., 2019). Essa grande diversidade e as inconsisténcias quanto a suas
relagdes evolutivas em diferentes niveis taxondmicos caracterizam a familia Cervidae
(GILBERT et al., 2006; HASSANIN et al., 2012).

A historia evolutiva e sistematica pouco compreendida dos cervideos pode ter
relacdo com a grande fragilidade cromossdmica, a qual caracteriza-os com uma das
maiores taxas evolutivas cariotipicas em mamiferos (DUARTE; JORGE, 1996;
DUARTE; GONZALEZ; MALDONADO, 2008; VARGAS-MUNAR et al., 2010). Essa
relacdo é demonstrada pelas diversas mudancas taxonémicas do grupo ao longo dos
anos (DUARTE; MERINO 1997; WEBB, 2000; GRUBB, 2005;).



Os cervideos apresentam wuma distribuicdo cosmopolita, possuindo
representantes nos continentes Americano, Europeu, Asiatico e ao norte da Africa, em
uma variedade de ambientes e altitudes (MERINO; ROSSI, 2010; HECKBERG et al.,
2016). Suas espécies formam um grupo diversificado com exemplares pequenos
como o Pudu mephistophiles (DE WINTON, 1896), com peso corporal de
aproximadamente 6 kg, e espécies de maior tamanho como Alces alces (LINNAEUS,
1758), com mais de 600 kg (EINSERBENRG, 2000; MERINO; ROSSI, 2010).
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A caracteristica mais comum entre 0s cervideos é a presenca de chifres
deciduos nos machos, que sado estruturas 0sseas macicas desenvolvidas por
processos no 0sso frontal, com excec¢do ao género Moschus e a espécie Hydropotes
inermis, que ndo possuem chifres, no entanto apresentam um desenvolvimento
marcado dos caninos superiores nos machos e a espécie Rangifer tarandus
(LINNAEUS, 1758), que as fémeas também possuem chifres (DUARTE; MERINO,
1997).

Em alguns géneros, os chifres sdo simples, sem ramificacdo, como em
Mazama (RAFINESQUE, 1817), Pudu (GRAY, 1852), Muntiacus (RAFINESQUE,
1815) e Elaphodus (MILNE-EDWARDS, 1871), ou se ramificam em duas pontas como
em Hippocamelus (LEUCKART, 1816), trés pontas prioritariamente em Ozotoceros
(AMEGHINO, 1891), Capreolus (GRAY, 1821) e Axis (SMITH, 1828) ou se ramificam
com multiplas pontas como em Blastocerus (GRAY, 1850), Cervus (LINNAEUS,
1758), Dama (FRISCH, 1775), Odocoileus (RAFINESQUE, 1832) e Alces (GRAY,
1821) (DUARTE; MERINO, 1997; HECKBERG, 2020).

A regido Neotropical abrange uma grande diversidade de cervideos, que
passaram por uma recente e intensa irradiacdo, tal como uma surpreendente
convergéncia morfologica (DUARTE; GONZALEZ; MALDONADO, 2008; GONZALEZ
et al., 2010). A alta diversidade de Cervidae na regidao, deve-se, em parte, a auséncia
de outros ruminantes ocupando esse nicho ecolégico, porém a familia continua com
sua histéria evolutiva e taxonomia obscuras nos Neotrépicos (WEBB 2000; DUARTE;
GONZALEZ; MALDONADO, 2008; GONZALEZ et al., 2010; HASSANIN et al., 2012;
GONZALEZ et al. 2017; GONZALEZ; DUARTE, 2020).



Apos a formacgéo do istmo do Panama ha cerca de 2,5 milhées de anos (Mya),
conexdo que possibilitou do grande intercambio da fauna americana, os cervideos
expandiram sua distribuicdo para a América do Sul onde viveram uma intensa
irradiacdo adaptativa (MERINO; ROSSI, 2010). Através de dados moleculares Duarte,
Gonzalez e Maldonado (2008) apontam que oito linhagens ancestrais das espécies

neotropicais possam ter migrado para a América do Sul durante a expansao.

A filogenia da familia Cervidae com base nos caracteres morfolégicos conta
com altos niveis de homoplasia, causando seu questionamento em diversos estudos
(MERINO et al. 2005; DUARTE; GONZALEZ; MALDONADO, 2008; MERINO; ROSSI
2010). Atualmente a subdivisdo de Cervidae em duas subfamilias ja € um consenso,
Capreolinae e Cervinae estdo sustentadas por dados morfolégicos e genéticos
(GILBERT et al., 2006; HASSANIN et al., 2012; HECKBERG et al., 2016; ZURANO et
al., 2019; HECKBERG, 2020).

A subfamilia Capreolinae inclui as tribos Alceini, Capreolini, Odocoileini e
Rangiferini, jA& a subfamilia Cervinae contém as tribos Cervini e Muntiacini
(HECKBERG et al., 2016). Ainda que muitas pesquisas na ultima década tenham
reconstruido e analisado a filogenética de Capreolinae, ficaram algumas lacunas e
questionamento sobre a validade de certos géneros e espécies (HECKBERG et al.,
2016; GUTIERREZ et al., 2017; ZURANO et al., 2019; HECKBERG, 2020).

Ha indicios que a tribo Odocoileini iniciou sua diversificacdo antes da migracao
para a América do Sul (2,5 Myr), uma vez que, ja era detectadas ao menos duas
linhagens na América do Norte ha 5 Myr (WEBB 2000; GILBERT et al., 2006). Todos
os cervideos da regido Neotropical sdo da tribo Odocoileini e sdo os Unicos Cervidae
presentes na América do Sul (HECKBERG et al., 2016). As espécies representantes
da tribo destacam-se pela ampla variedade morfolégica e de habitats, com os maiores
problemas e controvérsias taxonémicas dos cervideos (GILBERT et al., 2006). Os
géneros que apresentaram polifilia em analises anteriores foram: Mazama (SMITH et
al., 1986; GILBERT et al., 2006; DUARTE; GONZALEZ; MALDONADO, 2008;
HASSANIN et al., 2012), Hippocamelus (DUARTE; GONZALEZ; MALDONADO, 2008)
e Odocoileus (HASSANIN et al., 2012).



A tribo Odocoileini é dividida em duas subtribos bem suportadas: Odocoileina
e Blastocerina (HECKBERG et al.,, 2016). Odocoileina € composto pelo género
Odocoileus, e as espécies: Mazama americana, Mazama bororo, Mazama nana,
Mazama temama, Mazama pandora, Mazama rufina e Mazama briceni, enquanto
Blastocerina agrupa os géneros Hippocamelus, Ozotoceros, e Blastocerus e as
espécies Mazama gouazoubira, Mazama chunyi, Mazama nemorivaga e Pudu puda
(Figura 1).
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Figura 1. Relacdes filogenéticas de cervideos neotropicais inferidas com uma matriz
do gene mitocondrial Cytb. O suporte dos clados € apresentado através de
valores de bootstrap e probabilidade posterior (>50%). Figura publicada por
Duarte, Gonzalez; Maldonado (2008).



3.2. Género Mazama e Mazama gouazoubira

O género Mazama tem a maior distribuicdo geografica entre os cervideos
neotropicais, ocupando desde centro sul do México ao norte da Argentina (ROSSI,
2000). As espécies do género tém habito solitario e juntamente com Pudu séo
cervideos neotropicais de pequeno a médio porte, com chifres simples e adaptados
para a movimentacdo em ambientes florestais e savanas arboreas (EINSERBENRG,
2000; DUARTE; GONZALES, 2010).

Esse grupo possui uma das historias evolutivas mais surpreendentes e
controversas ocasionada pela convergéncia morfolégica observada nos seus
representantes (Figura 2), sendo atualmente reconhecido como um género polifilético,
possivelmente resultard em novas descri¢cdes de géneros para Odocoileini (GILBERT
et al., 2006; DUARTE; GONZALEZ; MALDONADO, 2008; GUTIERREZ et al., 2017;
ZURANO et al., 2019; HECKBERG, 2020).
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Figura 2. Espécimes adultos de cinco espécies do género Mazama (Rafinesque,
1817) que ocorrem no territorio brasileiro: (A) M. gouazoubira (Fischer,
1814), (B) M. nemorivaga (Cuvier, 1817), (C) M. americana (Erxleben,
1777), (D) M. nana (Hensel, 1872) e (E) M. bororo (Duarte, 1996). Fotos de
J.M.B. Duarte.

Nas andlises morfologicas e moleculares com isoenzimas das espécies M.
gouazoubira e M. americana Smith et al. (1986) ja relatavam uma polifilia no género.
Nos anos 2000 outros estudos utilizando citogenética, marcadores moleculares



mitocondriais e nucleares reavaliaram a filogenia de Mazama e também constataram
a polifilia do género em seus resultados (GILBERT et al., 2006; DUARTE; GONZALEZ;
MALDONADO, 2008; HASSANIN et al., 2012; GUTIERREZ et al., 2017; ZURANO et
al., 2019; HECKBERG, 2020). Merino et al. (2005) relataram a monofilia de Mazama
através de analises por morfometria craniométrica, dados que indicam as dificuldades
ao utilizar morfometria para esse taxon, uma vez que, a maioria das espécies do
género compartiiham semelhancas morfologicas, todavia, podem apresentar
diferencas no tamanho corporal, na cor da pelagem e cariotipo (GROVES; GRUBB,
1987; DUARTE; MERINO, 1997; GONZALEZ et al., 2009). Possuem também um alto
indice de fragilidade cromossdmica, produzindo rearranjos cromossdmicos, que
contribuem para ampla variedade cromoss6mica inter e intra-especifica do género
Mazama (VARGAS-MUNAR; SARRIA-PEREA; DUARTE, 2010).

A IUCN (Unido Internacional para a Conservacéo da Natureza) reconhece dez
espécies de Mazama: M. americana, M. bororo, M. bricenii, M. chunyi, M gouazoubira,
M. nana, M. nemorivaga, M. pandora, M. rufina e M. temama. No Brasil temos dois
representantes da subtribo Blastocerina: M. gouazoubira (FISHER, 1814), conhecido
popularmente como veado-catingueiro, o qual trata-se de um veado de porte médio,
com comprimento de cabeca e corpo de 882 - 1060 mm e altura dos ombros de 500 -
650 mm, com colora¢cdo variando do cinza escuro até o marrom avermelhado, a
maioria dos individuos apresenta mancha superciliar, caracteristica inexistente nas
outras espécies (ROSSI, 2000). Uma caracteristica morfoldgica marcante da espécie
€ a sua orelha, grande e arredondada que dentre outros fatores auxilia sua
diferenciacdo do segundo representante da subtribo, o M. nemorivaga (CUVIER,
1817) espécie popularmente conhecida como veado-roxo, um cervideo de pequeno
porte, com uma estatura média de 480 mm de altura, coloracdo acinzentada, orelhas
pequenas e mufla grande (DUARTE, 1996).

Mazama gouazoubira possui grande amplitude de distribuicdo geografica e
diversidade de habitats, no Brasil podendo ocupar quase todos os biomas (PINDER,;
LEEUWENBERG, 1997, BLACK-DECIMA et al., 2010). A distribuicdo abrange regites
da Argentina e da Bolivia, Uruguai, Paraguai e Brasil, ndo ocorrendo apenas na regiao
Amazobnica (Figura 3) (PINDER; LEEUWENBERG, 1997). Podem-se observar

inumeras variagbes ecologicas e individuais de coloracdo conforme a regidao de
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ocorréncia (ROSSI, 2000; BLACK-DECIMA et al., 2010). Os M. gouazoubira do norte
do Cerrado brasileiro ttm a mesma coloracgéao louro pélido que Ozotoceros bezoarticus
e ambos compartilham parte da distribuicdo geografica. No Pantanal, onde ocorrem
em simpatria com M. americana e Ozotoceros bezoarticus, eles apresentam uma
maior amplitude de colorac&o marrom, acinzentado e avermelhado (BLACK-DECIMA
et al. 2010; ORTEGA; MALDONADO, 2020). As variacbes de tamanho também
podem ser observadas em escala latitudinal, sendo que os veados-catingueiro
provenientes do sul do Brasil sdo maiores que os do nordeste (DUARTE; JORGE,
1998).

Figura 3. Distribuicdo geogréfica de M. gouazoubira segundo a IUCN.

Por sua grande abrangéncia geografica e contingente populacional, é
classificado pela lista vermelha de espécies da IUCN como menos preocupante (LC)
em termos de conservagao, todavia sua tendéncia populacional encontra-se em
declinio (BLACK-DECIMA; VOGLIOTTI, 2016), ja estando presente em listas da
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Fauna Ameacada de Extincdo no Rio Grande do Sul como vulneravel (VU)
(MARQUES, 2002; DUARTE et al., 2012) e na categoria “em perigo” (EN) na Lista
das Espécies Ameacadas de Extingdo do estado do Rio de Janeiro (SEMA, 1998;
DUARTE et al., 2012). Dentre os fatores que contribuem para tal, estdo a caca,
doencas transmitidas por animais domésticos e perda e destruicdo de habitat
(ARISTIMUNO; GONZALEZ; DUARTE, 2015).

Pela sua ampla distribuicdo e variacdo morfologia esta espécie é um excelente
modelo para examinar os padrdes de variacdo genética e explorar se os padrdes de
diferenciacéo genética populacional estao correlacionados com a distribuicao histérica
e ecologica.

Uma alta diversidade haplotipica para M. gouazoubira foi detectada por Duarte,
Gonzalez e Maldonado (2008), na qual encontraram grupo de haplétipos divergentes
para este taxon. Figueiredo (2014), em um estudo de relacdes filogenéticas de M.
gouazoubira no Brasil, constatou uma subdivisdo em cinco clados com distribuicao
simpétrica em sua maioria, corroborando com Duarte; Gonzalez e Maldonado (2008)
(Figura 4). Sugere-se, portanto, uma revisdo mais acurada, além de analises
complementares para confirmacdo da existéncia de um complexo de espécies
cripticas (FIGUEIREDO, 2014).
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Figura 4. Distribuicdo dos clados de M.gouazoubira e M. nemorivaga no Brasil e o0s
biomas em que ocorrem. (FIGUEIREDO, 2014).

Aristimufio (2013), ao analisar espécimes do Uruguai, Brasil, Paraguai,
Argentina e Bolivia, em um estudo com enfoque populacional, através de analise
filogenética de maxima parcimonia, rede de haplotipos e AMOVA (andlise de variancia
molecular) da regido controle do DNA mitocondrial (D-loop 159 pb), relatou altos niveis
de variabilidade genética e baixos niveis de diferenciacéo geografica. Bidegaray et al.
(2003) e Elizondo (2010) encontraram resultados parecidos com um fragmento do
gene do CytB (423 pb e 480 pb, respectivamente).

A conexao espacial entre hapl6tipos de amostras representativas de parte da
distribuicdo geografica (principalmente do Brasil e Uruguai) foram plotadas com uma
Rede de haplétipos obtida com um fragmento curto (160 bp) da regido hipervariavel
do D-loop. Este fragmento da regido D-loop apresentou altos niveis de diversidade,
mas uma estruturacéo genética moderada (ARISTIMUNO, 2017).

Portanto, nota-se a grande diversidade haplotipica populacional da espécie e

uma diversidade geogréafica, aumentando assim a necessidade de estudar outras
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regides geograficas ndo analisadas, buscando assim toda a amplitude genética de M.
gouazoubira, e um conjunto de marcadores que explore diferentes regides

mitocondriais para melhor caracterizar essa diversidade.

3.3. Analises néo invasivas e DNA fecal

Dados genéticos em nivel populacional fornecem informacdes primérias para a
conservacao da espécie, como caracteristicas sobre a organizacao social, analises
da divergéncia genética e distribuicbes geograficas das populacdes (FRANKHAM,
2010). Estas informac¢Bes podem ser acessadas por analises filogenéticas com base
no DNA mitocondrial, auxiliando assim, a identificacdo de Unidades Evolutivas
Significativas (ESU), as quais sdo definidas por conjunto de populacdes que possuam
separacao filogenética, ou seja, apresentam monofilia para haplétipos mitocondriais
(FRASER; BERNATCHEZ, 2001). A definicdo de ESUs auxiliara na elaboracdo dos
programas de conservacdo e manejo populacional de espécies com melhores
fundamentos (TELLES et al., 2003).

Para a familia Cervidae os avan¢os nas técnicas de citogenética e genética
molecular possibilitaram a utilizacdo de dados genéticos para elucidar problemas
relacionados a historia evolutiva e taxondmica (GILBERT et al., 2006; DUARTE;
GONZALEZ; MALDONADO, 2008; DUARTE e GONZALEZ, 2010). Devido a
dificuldade de visualizar os animais e captura-los, usualmente utiliza-se de material
depositado em museu e/ou coleta de material ndo invasivo, como fezes na natureza
(GUTIERREZ et al., 2015; DUARTE et al., 2016). Sendo assim, o DNA fecal é uma
ferramenta importante para o estudo de populacdes e identificacdo de espécies de
cervideos neotropicais (GONZALEZ et al. 2009; DUARTE et al. 2017).

O desenvolvimento de métodos para a obtencdo de DNA a partir de amostras
coletadas de forma né&o invasiva, principalmente de fezes, permitiu aos pesquisadores
obtencdo de informagbes em nivel individual e populacional (KOHN et al. 1999). A
utilizacdo de amostras fecais é facilitada pelo uso de cées treinados que encontram
grandes quantidades de fezes no campo, como foi mostrado no estudo feito por
Oliveira et al. (2012).

As fezes s&o as amostras ndo invasivas mais utilizadas em cervideos, detendo
uma poderosa fonte de informacdes sobre 0s animais, as quais vao desde a genética
até a endocrinologia (OLIVEIRA; DUARTE, 2013). Para os cervideos brasileiros, a
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coleta de amostras fecais tem permitido amplas amostragens e o0 DNA mitocondrial
tem se mostrado vidvel de ser amplificado (OLIVEIRA; DUARTE 2013; DUARTE et
al., 2017; OLIVEIRA et al., 2019). Além da facil amplificacdo, o DNA mitocondrial
apresenta como caracteristicas o alto polimorfismo, taxa de mutacédo mais alta que o
DNA nuclear, heranca uniparental materna e baixas taxas de recombinacéo (AVISE,
2000).

Reddy et al. (2012) identificaram DNA de tigres em amostras fecais através da
amplificacdo de uma regido de 162 pb do gene do CytB, muitas dessas amostras
identificadas positivamente continham quantidades indetectaveis de DNA nuclear, s6
tornando possivel a identificacdo pelo mtDNA. Murphy et al. (2002) mostraram
resultados semelhantes em extratos fecais de urso pardo, corroborando para
simplicidade e viabilidade do mtDNA em identificar espécies, independentemente da
qualidade / idade da amostra obtida ou do método de preservacdo usado, enquanto
comparando-se com as taxas de sucesso na identificagcdo individual o DNA nuclear
sdo mais baixas, como os trabalhos supracitados mostram.

Todavia, € necessario ressaltar que o DNA fecal estd geralmente degradado
devido a exposicdo ambiental, danos oxidativos ou hidroliticos, crescimento de mofo
e deterioracdo ativa e continua pelo grande nimero de bactérias presentes no corpo
das fezes além da presenca de inimeros inibidores de PCR como: polissacarideos
complexos, produtos da degradacao de alimentos e bactérias (BEJA-PEREIRA et al.,
2009). Algumas das alternativas para driblar esses problemas séo os protocolos para
armazenamento / extracdo de DNA e os iniciadores (primers) especificos para cada
espécie, os quais reduzem o risco de amplificacdo de fragmentos ndo especificos, de
DNA externo de humanos, alimentos ou bactérias, além de levar em consideracéo o
tamanho do locus amplificado, posto que, foi observado uma menor eficiéncia na
amplificacédo de locus maiores do que 200-300 pb (BEJA-PEREIRA et al., 2009).
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CAPITULO 2 - Perspectiva filogenética de marcadores mitocondriais da tribo
Odocoileini

Resumo

A tribo Odocoileini é o grupo mais heterogéneo e com maiores controvérsias
taxondmicas dentre os cervideos. Todos os cervideos da regido Neotropical sdo da
tribo Odocoileini e as espécies destacam-se pela ampla variedade morfologica e pela
ocupacao de diversos habitats. Anélises genéticas sdo importantes, ja que, fornecem
informacBes valiosas para taxonomia e para determinacdo da existéncia de
estruturagcdo populacional e, consequentemente, unidades evolutivamente
significativas distintas dentro de toda sua area de ocorréncia. Pela dificuldade de
visualizar e capturar os cervideos, utiliza-se material depositado em museu e/ou coleta
de material ndo invasivo para estudos sobre a distribuicdo das espécies. Sendo assim,
analisamos o sinal filogenético de regifes selecionadas do mtDNA potenciais para
estudos filogeograficos da tribo Odocoileini. A partir dos 24 mitogenomas de
espécimes da subfamilia Capreolinae (Cervidae), foram montadas e alinhadas as 14
matrizes das regides e seus fragmentos (CytB, Dloop, ND5, ND2 e a Concatenada
dos quatro). Investigamos o sinal filogenético utilizando likelihood mapping e testamos
as hipéteses filogenéticas com os métodos de Maxima Verossimilhanca e Inferéncia
Bayesiana. Os resultados mostraram que todos os marcadores mitocondriais
possuem sinal filogenético e sdo potencialmente informativos para os estudos
filogenéticos da tribo Odocoileini.

Palavras-chave: Filogenia; mtDNA; Odocoileini.
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1. INTRODUCAO

A familia Cervidae possui uma serie de sinapomorfias, como presenca de
chifres nos machos, sendo um grupo caracterizado pela ampla divergéncia em
tamanho, habitat e comportamento, além de haver inconsisténcias no conhecimento
das relacbes evolutivas em diferentes niveis taxondmicos (GILBERT et al., 2006;
HASSANIN et al., 2012; FIGUEIREDO, 2014). Dentro de Cervidae, a tribo Odocoileini
€ 0 grupo mais heterogéneoe com mais controvérsias taxonémicas (GILBERT et al.,
2006), possuindo atualmente nove géneros, nos quais estdo 0s seis representantes
neotropicais: Blastocerus, Hippocamelus, Mazama, Odocoileus, Ozotoceros, Pudu.

Todos os cervideos da regidao Neotropical sdo da tribo Odocoileini e sdo os
unicos Cervidae presentes na América do Sul (HECKBERG et al., 2016). As espécies
representantes da tribo destacam-se pela ampla variedade morfolégica e de habitats,
com os maiores problemas e controvérsias taxondmicas dos cervideos (GILBERT et
al., 2006). Os géneros que apresentaram polifiia em andlises anteriores foram:
Mazama (SMITH et al., 1986; GILBERT et al., 2006; DUARTE; GONZALEZ;
MALDONADO, 2008; HASSANIN et al., 2012), Hippocamelus (DUARTE; GONZALEZ;
MALDONADO, 2008) e Odocoileus (HASSANIN et al., 2012).

A tribo Odocoileini é dividida em duas subtribos bem suportadas: Odocoileina
e Blastocerina (HECKBERG et al., 2016). Odocoileina € composto pelo género
Odocoileus, e as espécies: Mazama americana, Mazama bororo, Mazama nana,
Mazama temama, Mazama pandora, Mazama rufina e Mazama briceni, enquanto
Blastocerina agrupa os géneros Hippocamelus, Ozotoceros, e Blastocerus e as
espécies Mazama gouazoubira, Mazama chunyi, Mazama nemorivaga e Pudu puda

Para a familia Cervidae os avancos da citogenética e da genética molecular
possibilitaram a utilizacdo de dados genéticos para elucidar problemas relacionados
a historia evolutiva e taxondmica (GILBERT et al., 2006; DUARTE; GONZALEZ;
MALDONADO, 2008; DUARTE e GONZALEZ, 2010).

Dados genéticos em nivel populacional fornecem informacdes primarias para a
conservacdo da espécie, como andlises da divergéncia genética e distribuicbes
geograficas das populacdes (FRANKHAM, 2010). Estas podem ser acessadas por
analises filogenéticas com base no DNA mitocondrial, auxiliando assim, a identificacao
de Unidades Evolutivas Significativas (ESU), as quais séo definidas por linhagens de

certas espécies que possuam separacao filogenética, ou seja, apresentam monofilia
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para haplétipos mitocondriais (FRASER; BERNATCHEZ, 2001). A criacdo de ESUs
auxilia na definicho dos programas de conservacdo e manejo populacional de
espécies com melhores fundamentos (TELLES et al., 2003).

O desenvolvimento de métodos para a obtencdo de DNA a partir de amostras
coletadas de forma n&o invasiva, principalmente de fezes, permitiu aos pesquisadores
obtencdo de informacdes em nivel individual e populacional (KOHN et al. 1999). No
entanto DNA fecal esta geralmente degradado devido a exposicdo ambiental e possui
inumeros inibidores de PCR. Tendo como alternativas para driblar esses problemas
protocolos para armazenamento / extracdo de DNA e os iniciadores (primers)
especificos para cada espécie, os quais reduzem o risco de amplificacdo de
fragmentos ndo especificos, de DNA externo de humanos, alimentos ou bactérias,
além de levar em consideracdo o tamanho do locus amplificado, posto que, foi
observado uma menor eficiéncia na amplificacdo de locus maiores do que 200-300 pb
(BEJA-PEREIRA et al., 2009).

Dentro deste contexto, o presente projeto pretende analisar o sinal filogenético
das regides selecionadas do mtDNA que se adequem para estudos filogeograficos em
cervideos. Para tanto, partiremos da hipétese de que as regides selecionadas
possuem informacgfes filogenéticas muito similares as dos fragmentos génicos ja

descritos na literatura.

2. Material e Métodos
2.1. Regides de interesse do mitogenoma

Para o presente estudo, decidiu-se optar por quatro regides do genoma
mitocondrial, sdo elas: D-loop (regido controle), ND5 (NADH dehydrogenase subunit
5), ND2 (NADH dehydrogenase subunit 2) (Figura 6).

Para ilustrar as regides de interesse temos o genoma mitocondrial de M.
gouazoubira (Figura 1), que possui 13 genes codificadores de proteina (ND1, ND2,
COl, COll, ATP8, ATP6, COIIll, ND3, ND4L, ND4, ND5, ND6 e CytB), duas
subunidades ribossémicas de RNA (RNAmM e RNAr), 22 RNA de transferéncia (trnX)
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e a regido de controle, tendo sua forma circular de aproximadamente 16.000 bp
(CAPARROZ et al., 2015).

ATP6 gene
tRNA-Lys

tRNA-ASp \ 8
tRNA-Ser o
’ tRNA-Arg

/4
‘\C’ATLB gene \//m /

OX2 gene COX3 gene
3 gene

905 (RNAGlY

ND4L gene

tRNA-Tyr
tRNA-Cys
tRNA-Asn i\\
<

tRNA-Ala ~S3

Mazama gouazoubira mitochondrion, complete genome
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tRNA-Met — R <=—{RNA-GIn

‘\\ ND6 gene

=
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\
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tRNA-Val tRNA-Thr

—
tRNA-Phe

Figura 1. Mitogenoma da espécie Mazama gouazoubira representando as regides de
interesse. Em verde os genes mitocondriais (ND1, ND2, COX1, COX2, ATP8, ATP6,
COX3, ND3, ND4, ND5, ND6, CytB). Em vermelho as subunidades ribossémicas de
RNA (RNAmM e RNAr). Em rosa as 22 RNA de transferéncia (trnX). A regido controle
(D-loop) esté entre o tRNA-Pro e o tRNA-Phe. (CAPARROZ et al., 2015).

2.2. Anédlises in silico

A partir dos 24 mitogenomas de espécimes da subfamilia Capreolinae
(Cervidae) (Tabela 1) obteve-se as 24 sequéncias de cada regido de interesse (ND5,
ND2, D-loop e CytB).
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Tabela 1. Mitogenomas de espécimes da subfamilia Capreolinae (Cervidae) utilizadas
nas analises filogenéticas.

Espécie Identificacdo Origem Ni?ssrgode Referéncias
Capreolus capreolus 2(():0\8-.r2(236 Franca IN632610 HASS/SoNll';I etal.,
Hydropotes inermis H6 Pare de paere: INeszgag ~ MASSANINetal,
Odocoileus hemionus T1766 Arizona, EUA aNe3ze70  HASSETTE! al.,
Odocoileus virginianus T4887 Guiana Francesa JN632671 HASS'g‘ONll'; etal,
Odocoileus virginianus ~~ MRGOv14 Colombia IN632673 HASS';"ST; etal,
Odocoileus virginianus ~ CYTO 02.133 JN632672 HASS;JSIlII;I etal,
Blastocerus dichotomus PP224 Porto BPrr;r:i?vera, N&o publicado
Blastocerus dichotomus Ccv21 Pantanal, Brasil N&o publicado
Blastocerus dichotomus MRGBd8 Bolivia JN632646 HASS;JSIlII;I etal.,
Hippocamelus antisensis MRGHa9 Argentina JN632603 HASS;JSIlII;I etal.,
Mazama americana MAZ9472 Guiana Francesa JN632656 HASS'g‘ONll'; etal,
Mazama americana MRGMa40 Peru ING32657 HASSéoNl";' etal,
Mazama americana T329 Acre, Brasil N&o publicado
Mazama nemorivaga T1627 Guiana Francesa JIN632660 HASS;‘glll';l etal.,
Mazama nemorivaga ~ MRGMa36 Peru INe3zesg  HASSETT! al.,
Mazama gouazoubira T314 Pantanal-Brasil Kyrras14  CAPARROZetal,
Mazama gouazoubira T389 Topétipo - Paraguai N&o publicado
Mazama rufina MRGMr4 Colombia JN632661 HASSggllllgl etal.,
Ozotoceros bezoarticus RIC5 Pantanal, Brasil N&o publicado
Ozotoceros bezoarticus FNMA40 Emas, Brasil N&o publicado
Ozotoceros bezoarticus URU Uruguai N&o publicado
Ozotoceros bezoarticus MRGOb2 Bolivia JN632681 HASSggllllgl etal.,
Pudu puda M92144 IN632692 HASSggllllgl etal.,
Rangifer tarandus NC_007703 HASS';'(;T;' etal,

As sequéncias de cada regido foram alinhadas, separadamente, pelo software
BioEdit (HALL, 1999) com o método de alinhamento progressivo (THOMPSON et al.,

1994), e ajustadas manualmente.
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Apé6s o alinhamento das matrizes das regides mitocondriais, iniciou-se a

producédo in silica das matrizes concatenadas, através do aplicativo Mesquite 3.61
(MADDISON; MADDISON, 2019), e das matrizes dos fragmentos das regides (Tabela

2), as quais tiveram seu tamanho definido pelos amplicons dos primers disponiveis

para cada regido. (Tabela 3)

Tabela 2. Matrizes para as analises das regifes filogeneticamente informativas. i =
regido inteira, ¢ = concatenado dos fragmentos da regido, F = fragmento da regido.

Matrizes Tamanho em pares de base (pb)
CytBi 1060
CytBe 529

CytBr30s 305

CytBr224 224
Dloopi 693
Dloopr 479
ND5i 1821
ND5c 476

NDS5F251 251

ND5F224 224
ND2i 1160
ND2r 241

Concatenadai 4726
Concatenadar 1724
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Tabela 3. Caracteristicas dos primers utilizados para construcdo das matrizes dos
fragmentos das regioes.

Amplicon Temperatura

Regido Identificacao Iniciador (5'-3") (pb) pareamento Fonte
ND5 F TGTCACATGGTCCATCATAG
ND5 ND5 R GCAGAGCTGCTGTGTTT 224 58°C atual
ND5 252 F CTCTACATCCAGTCAATTAGGC
NDS  \D5 252 R CCAGTAAGAAAAGGCATTCCTG 202 58°C atual
Cvib IDMAZ224L  CATCCGACACAATAACAGCA 224 5000 GONZALEZ et
y IDMAZH TCCTACGAATGCTGTGGCTA al 2009
Cit305 F CCATCAGACGCAGACAAA LEANDRO,
Cytb Cit305 R  GCGTTGTTTAGATGTGTGAAG 305 52°C 2019*
D-loop F GCGGCATGGTAATTAAGCTC < ,
D-loop D-loop R CATTACATTATATGCCCCATGC 479 56°C N&o publicado
ND2 ND2A_F ACCCAATCAACAGCCTCAAT a1 £goC atual

ND2A_R GTACGGATATGGGTGCCAGT

*Relatorio Cientifico Final FAPESP processo 2017/26529-9.

2.3. Anédlises das regides filogeneticamente informativas
2.3.1. Sinal filogenético

O sinal filogenético de cada matriz foi analisado no programa Treepuzzle v. 5.2
(SCHMIDT et al., 2002), utilizando likelihood mapping, que analisa os grupos de
quatro sequéncias aleatérias chamadas de quartetos. Essa analise demonstra se um
conjunto de dados é adequado para a andlise filogenética. A escala do sinal
filogenético foi determinada empiricamente como: regular para valores < 70%; bom
para valores entre 70 e 90%; e 6timo para valores >90% (ROCHA, 2013) Com numero

de quartetos de 10000 (random choice).

2.3.2. Andlise filogenética

Realizamos dois métodos para inferir as hipéteses filogenéticas para cada
matriz: a Maxima Verossimilhanca (ML) e a Inferéncia Bayesiana (IB), os quais usam
modelos estocasticos sobre a otimizacdo dos caracteres avaliados, para entao,
calcular a probabilidade dos dados observados em uma dada arvore. Na Maxima
Verossimilhanca temos a avaliacdo probabilistica das diferentes topologias das
arvores, na qual, sdo realizados céalculos probabilisticos baseados em um modelo de
substituicdo e no algoritmo para determinar a arvore que apresenta o maior valor da
probabilidade (GAINETT,; DIAS; MONTESINOS, 2017). Contudo o método ndao
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incorpora dados a priori, a principal caracteristica que diferencia a Maxima
Verossimilhanga da Inferéncia Bayesiana.

A Inferéncia Bayesiana também se baseia no calculo da probabilidade, porém
sua analise produz multiplas arvores. Nesse método sdo definidos parametros a priori,
como o modelo de substituicdo, tamanho dos ramos e a topologia das arvores,
posteriormente foram coletados os dados do alinhamento e aplicamos os modelos
evolutivos estocasticos e o teorema de Bayes para atualizar as probabilidades a priori,
transformando-as em posteriori (SAKAMOTO, 2016).

S6 geramos arvores filogenéticas nas matrizes que obtiveram valores de sinal
filogenético maiores que 70%. Para a Inferéncia Bayesiana e Maxima Verossimilhanca
utilizando-se o critério AIC (Akaike Information Criterion) (BURNHAM; ANDERSON,
2002) (Tabela 4). As analises tiveram como ingroup representantes da tribo
Odocoilenini (Tabela 1) e o outgroup foi composto pelas sequencias de Hydropotes

inermis, Capreolus capreolus (ambos da tribo Capreolini).
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Tabela 4. Melhor modelo evolutivo dos testes das matrizes utilizado o particionamento
das matrizes. i = regido inteira, ¢ = concatenado dos fragmentos da regido, F =
fragmento da regiao.

Matriz Modelo evolutivo
CytBi HKY+I+G / GTR+I+G
CytBe HKY++G / GTR+G
CytBraos HKY++G / GTR+G
CytBr224 GTR+
Dloopi GTR+G
Dloopr GTR+G
ND5; GTR+G / GTR+I+G / HKY+I+G
ND5c HKY+1+G / HKY+I
ND5F251 GTR+G / K80+I+G
ND5F224 HKY / HKY+I
ND2;i GTR+G / GTR+I+G
ND2r HKY+1+G / HKY+I
Concatenadai HKY+G / GTR+I+G
Concatenadar GTR+I+G

A andlise da Maxima Verossimilhanca foi realizada no programa IQ-TREE
(MINH et al., 2020) com 5000 réplicas de bootstrap (BTS). A analise da Inferéncia
Bayesiana foi realizada no programa MR. BAYES 3 (HUELSENBECK; RONQUIST;
2001), na plataforma CIPRES (MILLER et al., 2010), com analise de MCMC (Monte
Carlo Markov Chains) 1.000.000 geracdes com 4 réplicas e uma temperatura de 0,05.
A frequéncia de amostragem sera de 1 arvore a cada 1.000 passos, com burnin de
25%. Foi calculada a probabilidade posterior (PP) como medida de suporte. As
arvores finais foram visualizadas e editadas pelo aplicativo FigTree 1.4.
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Para comparacdo foram selecionados dois parametros: A topologia, na qual
sera observado a posicdo das amostras em cada uma das doses matrizes, se ocorre
ou ndo a alteracdo do posicionamento. O segundo parametro sera os valores de

suporte estatistico das filogenias.
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3. Resultados
3.1. Anédlises das regides filogeneticamente informativas

Todos as regides e fragmentos apresentaram sinal filogenético com valores
maiores que 80% (Tabela 5). Nas regides inteiras, o que apresentou 0 menor sinal foi
D-loopi com 89,01%, mas ainda assim considerado como um bom sinal. Nos
fragmentos das regibes o D-loopr apresentou sinal filogenético 89,50%, ja nas
matrizes concatenadas as regides que tiveram os menores sinais foram ND5c e
CytBc,(97,86% e 97,10%, respectivamente).
Tabela 5. Sinal filogenético das matrizes. i = regido inteira, ¢ = concatenado dos

fragmentos da regido, F = fragmento da regiéo.

Matrizes Sinal filogenético (%)
CytBi 98,78
CytBe 97,86

CytBr30s5 96,15

CytBr224 90,33
Dloopi 89,01
Dloopr 89,50
ND5i 99,07
ND5c 97,10

ND5F251 94,25

ND5F224 93,78
ND2;i 98,73
ND2r 94,58

Concatenadai 99,72

Concatenadar 98,90
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Para observar a filogenia das regides selecionadas do mtDNA geramos duas
hipoteses filogenéticas (sendo uma para analise de Maxima Verossimilhanca e a
Inferéncia Bayesiana), as arvores com a melhor definicdo topoldgica entre as duas
analises e de suporte estatistico (PP e BTS) estédo representadas nas figuras 2 e 5.
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Figura 2. Comparacéo das hip6teses filogenéticas da tribo Odocoileini (Capreolinae:
Cervidae) a partir das regifes da matriz Concatenadai (A) das regides CytBi
(B), Dloopi (C), ND5i (D) e ND2i (E). As cores nas arvores destacam as
subtribos Odocoileina (vermelho) e Blastocerina (cinza). A cor do né indica
os intervalos dos valores de probabilidade posterior (PP) e bootstrap (BTS),
sendo verde para PP/BTS > 0.9/90, amarelo para PP/BTS > 0.8/80, laranja
para PP/BTS > 0.7/70 e vermelho para PP/BTS < 0.7/70.
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Figura 3. Comparacao das hipoteses filogenéticas da tribo Odocoileini (Capreolinae:
Cervidae) a partir dos fragmentos concatenados das regides das matrizes
Concatenadar (F), CytBc (G) e ND5c (H). As cores nas arvores destacam
as subtribos Odocoileina (vermelho) e Blastocerina (cinza). A cor do nd
indica os intervalos dos valores de probabilidade posterior (PP) e bootstrap
(BTS), sendo verde para PP/BTS > 0.9/90, amarelo para PP/BTS > 0.8/80,

laranja para PP/BTS > 0.7/70 e vermelho para PP/BTS < 0.7/70.
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Figura 4. Comparacéo das hipoteses filogenéticas da tribo Odocoileini (Capreolinae:

Cervidae) a partir dos fragmentos das regides CytB224 (1), CytBsos (J),
ND5224 (K) e ND52s1 (L). As cores nas arvores destacam as subtribos
Odocoileina (vermelho) e Blastocerina (cinza). A cor do né indica os
intervalos dos valores de probabilidade posterior (PP) e bootstrap (BTS),
sendo verde para PP/BTS > 0.9/90, amarelo para PP/BTS > 0.8/80, laranja

para PP/BTS > 0.7/70 e vermelho para PP/BTS < 0.7/70.
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Figura 5. Comparacao das hipoteses filogenéticas da tribo Odocoileini (Capreolinae:
Cervidae) a partir dos fragmentos das regides Dloopr (M), ND2r (N). As
cores nas arvores destacam as subtribos Odocoileina (vermelho) e
Blastocerina (cinza). A cor do né indica os intervalos dos valores de
probabilidade posterior (PP) e bootstrap (BTS), sendo verde para PP/BTS
> 0.9/90, amarelo para PP/BTS > 0.8/80, laranja para PP/BTS > 0.7/70 e
vermelho para PP/BTS < 0.7/70.

As hipéteses A, C, D, G, J, K, M e N dividem com alto suporte (PP/BTS > 0.9/90)
as subtribos Odocoleina e Blastocerina. As hipoteses E e N também possuem alto
suporte, mas nédo inclui Mazama rufina no clado Odocoleina. A hipétese H também
divide as subtribos, porém com suporte PP/BTS < 0.9/90, assim como as hipéteses B
e F com suporte PP/BTS < 0.8/80 para a divisdo. As hipo6teses | e L ndo dividem as
subtribos, uma vez que a | ndo recupera os clados e a L recupera uma politomia da
tribo Odocoileina.

Em relacéo ao clado Blastocerina as hipoteses B, D, E, G, |, J, K e N recuperam
0s géneros da subtribo com alto suporte (PP/BTS > 0.9/90), no entanto a hipotese |
recupera M. nemorivaga com suporte PP/BTS > 0.8/80. Ja as hipoteses A, C e F ndo
agrupam todos os individuos dos géneros Blastocerus e Ozotocerus e na C e M, com
baixo suporte (PP/BTS < 0.7/70), ha um individuo de M. americana como irmao dos
Blastocerus na C e irmdo dos Ozotocerus na M. A hipétese L recupera os géneros
com suportes PP/BTS > 0.9/90 e M. nemorivaga com suporte PP/BTS > 0.7/70, porém
em clados politomicos.
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No clado Odocoileina as hipoteses A, B, D, F, G, e J recuperam 0s géneros da
subtribo com alto suporte (PP/BTS > 0.9/90). As hipoteses C, E, H, K e M s6 agrupam
0 género Odocoileus com alto suporte (PP/BTS > 0.9/90). A hipétese | ndo recupera
0s géneros da subtribo em clados e as hipoteses L e N agrupam os géneros com
suportes abaixo de PP/BTS < 0.8/80.

Os resultados apontam que todos os marcadores analisados possuem sinal
filogenético relevantes e potencialmente informativos. Quanto as hipoteses
filogenéticas, D, G e J possuem alto suporte e topologia coesa para divisdo das

subtribos e agrupamento de seus géneros.

4. Discusséo

Avaliamos o sinal filogenético das regides selecionadas do mtDNA promissoras
para estudos filogeograficos em cervideos. Nos resultados observamos que todos os
marcadores possuem sinal filogenético relevantes e potencialmente informativos para
os estudos, sendo o gene ND5 e CytB com os maiores valores de sinal filogenético.

Esse resultado pode ser explicado pelas regides genicas escolhidas como
marcadores, as quais possuem regioes polimorficas e conservadas que possibilitam
boas amplificacbes das sequéncias alvo e recuperam informacdes filogeneticamente
importantes, como mutacao, insercao e delecao.

As topografias recuperadas na maioria das hipéteses filogenéticas séo
semelhantes as encontradas por Hassanin et al. (2012), Zurano et al. (2019) e
Heckberg (2020), reforcando assim a capacidade dos marcadores testados nas
reconstrucdes filogenéticas, principalmente os marcadores das matrizes ND5i, CytBc
e CytBsos, uma vez que, os trabalhos supra citados utilizam do genoma mitocondrial
dos individuos nas filogenias.

A polifilia do género Mazama observada por Gilbert et al. (2006), Duarte,
Gonzalez e Maldonado (2008) e Hassanin et al. (2012) e do género Odocoileus por
Hassanin et al. (2012) também foi retratada em nossas hipoteses filogenéticas,
corroborando com os dados sobre sinal filogenético descritos acima.

Por fim, estudos com mais de um individuo por espécie e que contenham
representantes de todos os géneros da tribo Odocoileini podem analisar o potencial
informativo dos marcadores mitocondriais ao nivel de géneros monofiléticos e seus

grupos irmdo. Auxiliando assim, novas pesquisas taxinbmicas e moleculares em
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cervideos, como obtencédo e identificacdo de DNA das amostras depositadas em

museu, amostras ndo invasivas e em amostras coletadas nos estudos filogeograficos.

5. Conclusdes
Todos os marcadores mitocondriais possuem sinal filogenético maiores que
80% e sdo potencialmente informativos para os estudos filogenéticos da tribo
Odocoileini, principalmente para definicdo das subtribos e alguns marcadores para
separacao dos géneros. Os marcadores das matrizes ND5i, CytBc e CytBsos, foram os

que recuperaram as melhores hipo6teses filogenéticas da tribo.
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CAPITULO 3 - Perspectiva populacional de marcadores mitocondriais em
Mazama gouazoubira (Fisher, 1814)

Resumo

A espécie Mazama gouazoubira ocupa todos os biomas brasileiros, exceto a
Amazobnia. Ela apresenta uma alta diversidade haplotipica, variacdes ecoldgicas,
regionais e individuais, como padrdo de coloracdo e tamanhos corporais diversos.
Pela sua ampla distribuicdo e variacdo morfoldgica, esta espécie € um excelente
modelo para examinar os padrdes de variacdo genética e explorar se os padrdes de
diferenciacéo genética populacional estdo correlacionados com a distribuicao historica
e ecoldégica. Sendo assim, analisamos um conjunto de marcadores mitocondriais
expressivos, que caracterizardo melhor essa diversidade. A partir dos 17
representantes de Mazama gouazoubira, montamos e alinhamos as 14 matrizes das
regides e seus fragmentos (CytB, Dloop, ND5, ND2 e a Concatenada dos quatro).
Investigamos indices de diversidade genética (nUmero de haplotipos, diversidade
haplotipica e diversidade nucleotidica) e as rela¢des hierarquicas entre os haploétipos
no software NETWORK. Os resultados mostraram que todos os marcadores
mitocondriais com maior diversidade genética sdo ambos do Dloop, o fragmento do
ND2 241 pb, gene ND2 e o fragmento ND5 224 pb.

Palavras-chave: Populacdo; mtDNA; haplétipos.
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1. INTRODUCAO

O género Mazama tem a maior distribuicdo geografica entre os cervideos
neotropicais, ocupando desde centro sul do México ao norte da Argentina (ROSSI,
2000). As espécies do género tém habito solitario e juntamente com Pudu sé&o
cervideos neotropicais de pequeno a médio porte, com chifres simples e adaptados
para a movimentacdo em ambientes florestais e savanas arboreas (EINSERBENRG,
2000; DUARTE; GONZALES, 2010).

A espécie Mazama gouazoubira possui grande amplitude de distribuicdo
geografica e diversidade de habitats, sua distribuicdo abrange regifes da Argentina,
Bolivia, Uruguai, Paraguai e Brasil, ndo ocorrendo apenas na regido Amazodnica
(PINDER; LEEUWENBERG, 1997, BLACK-DECIMA et al., 2010). Inimeras varia¢des
de coloracéo sdo observadas conforme a regido de ocorréncia (ROSSI, 2000; BLACK-
DECIMA et al., 2010). Varia¢des de tamanho também s&o observadas, sendo que, 0s
veados-catingueiro provenientes do sul do Brasil s&o maiores que os do nordeste
(DUARTE; JORGE, 1996).

Pela sua ampla distribuicdo e variacdo morfologia esta espécie € um excelente
modelo para examinar os padrdes de variacdo genética e explorar se os padrdes de
diferenciacdo genética populacional estdo correlacionados com a distribuicéo histérica
e ecoldgica. Devido a dificuldade de visualizar os animais e captura-los, usualmente
utiliza-se de material depositado em museu e/ou coleta de material ndo invasivo, como
fezes na natureza.

O desenvolvimento de métodos para a obtencdo de DNA a partir de amostras
coletadas de forma n&o invasiva, principalmente de fezes, permitiu aos pesquisadores
obtencéo de informacdes em nivel individual e populacional (KOHN et al. 1999). No
entanto o DNA fecal esta geralmente degradado devido a exposicdo ambiental e
possui inimeros inibidores de PCR. Tendo como alternativas para driblar esses
problemas protocolos para armazenamento / extracdo de DNA e os iniciadores
(primers) especificos para cada espécie, os quais reduzem o risco de amplificacdo de
fragmentos ndo especificos, de DNA externo de humanos, alimentos ou bactérias,
além de levar em consideracdo o tamanho do locus amplificado, posto que, quanto
mais pares de base maior € a dificuldade de amplificacdo na reacdo de PCR.

Um estudo de relagdes filogenéticas de M. gouazoubira no Brasil, constatou

uma subdivisdo em cinco clados com distribuicdo simpéatrica em sua maioria
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(FIGUEIREDO, 2014), corroborando com a alta diversidade haplotipica detectada por
Duarte; Gonzalez e Maldonado (2008).

Em um estudo com enfoque populacional Aristimuiio (2013) analisou
espécimes do Uruguai, Brasil, Paraguai, Argentina e Bolivia, através da andlise da
regido controle do DNA mitocondrial (D-loop 159 pb), relatando altos niveis de
variabilidade genética e baixos niveis de diferenciacdo geografica. Bidegaray et al.
(2003) e Elizondo (2010) encontraram resultados parecidos com um fragmento do
gene do CytB (423 pb e 480 pb, respectivamente).

Com a expressiva diversidade haplotipica populacional da espécie e uma
grande diversidade geogréafica, tem-se a necessidade de investigar regides
geograficas ndo analisadas, para conhecer toda a amplitude genética de M.
gouazoubira, por isso, necessita-se de um conjunto de marcadores expressivos que
caracterizarao melhor essa diversidade. Para tanto, partiremos da hipotese de que os
fragmentos génicos selecionados possuem informacfes de diversidade genética

muito similares as das regides mitocondriais inteiras.

2. Material e Métodos
2.1. Producéo de sequéncias: Extracdo, Amplificacdo e Sequenciamento das
amostras
Elegemos quatro sequéncias de CytB depositadas no Genbank e os genomas
mitocondriais completo de M. gouazoubira (KJ772514 e JN632658), que foram
utilizados para as andlises (Tabela 1). Ndo existem sequéncias isoladas dos genes
ND5 e ND2 de M. gouazoubira depositadas no Genbank, sendo, portanto, necessaria
a amplificacdo de sequéncias destas regides para o presente estudo. Para isso,

produzimos 15 sequéncias para ND5, ND2 e D-loop e 11 para CytB.
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Tabela 1. Lista de sequéncias do mtDNA de M. gouazoubira existentes no Genbank
com numero de acesso, tamanho das sequéncias, regides, referéncias e localidades

dos animais.
Regiao Ts;ig;?:iizs Referéncias Voucher Sexo Origem Numero de
(pb) Nupecce acesso
CytB* 1139 (;?:IA F\;E?SZ T314 F Pantanal-Brasil KJ772514
ND5* 1820 (;?:IA F\;E?SZ T314 F Pantanal-Brasil KJ772514
ND2* 1041 C;?ZIAF\;E?SZ T314 F Pantanal-Brasil KJ772514
D-loop* 708 C(a?Z;AZE?SZ T314 F Pantanal-Brasil KJ772514
CytB* 1139 I;;AaSIS,:ON:ILI;I MRGMsp2 Colombia JN632658
ND5* 1820 l;?aSISQON:IL;l MRGMsp2 Colombia JN632658
ND2* 1041 l;?aSISQON:IL;l MRGMsp2 Colombia JN632658
D-loop* 708 ';?asls'ggll”; MRGMsp2 Colombia JN632658
CytB 985 D;.A,\ngeet T069 M Riopzfggﬁviﬁf u DQ789229
CytB 985 D;éggiet T101 F Palmas-PR/Cativeiro DQ789200
CytB 985 D;éggiet T112 M Bebedouro-SP/Cativeiro  DQ789202
ore g CYTES o TR oo

*Sequéncia retirada do genoma mitocondrial completo.

Perante o exposto, amostras de pelo de 15 exemplares de M. gouazoubira do

banco de amostras do Nucleo de Pesquisa e Conservagéao de Cervideos (NUPECCE)

da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal, Universidade

Estadual Paulista (FCAV, UNESP) tiveram seu DNA extraido, segundo protocolo de
fenol-cloroférmio (SAMBROOK et al., 1989) (Tabela 2).
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Tabela 2. Identificacéo e localidade dos animais utilizados para obtencao das regides
mitocondriais selecionados. Foram selecionadas amostras de representantes dos
cinco clados de M. gouazoubira citados por Figueiredo (2014).

Voucher Nupecce Origem
T141 Paraiba - Brasil
T147 Bahia - Brasil
T48 Espirito Santo - Brasil
T386 Séao Paulo - Brasil
T112 Bebedouro-SP/Cativeiro
T113 Pitangueiras-SP/Cativeiro
TO69 Rio Branco do Sul-PR/Cativeiro
T101 Palmas-PR/Cativeiro
T115 Goias - Brasil
T126 Goias - Brasil
T303 Pantanal - Brasil
T82 Rio Grande do Sul - Brasil
T91 Rio Grande do Sul - Brasil
T377 Nedtipo - Paraguai
T389 TopAtipo - Paraguai

Os iniciadores descritos na Tabela 3 foram utilizados para amplificagdo por
meio da Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR). As condi¢des da reacdo foram
padronizadas para um volume final de 30ul (28ul de mix e 2ul de DNA
aproximadamente com 45ng/ul), seguindo as seguintes concentracdes dos reagentes:
0,6 mM de dNTP; 0,5 pM de cada iniciador (forward/ reverse); 1x tampéao de reacao;
3 mM de MgClz, 1U de DNA Taq polimerase (tampéo, MgCl. e Taq polimerase
GoTag® DNA Polymerase, Promega); 1,7 ug/uL de BSA; agua ultrapura gsp 25,0 ul.
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Tabela 3. Lista com os primers utilizados na amplificacdo das regides do DNA
mitocondrial de M. gouazoubira (Fisher, 1814).

. - ~ . Ampli T t .
Regido Identificacdo Iniciador mplicon emperatura Referéncias
(pb) pareamento
Leull775
ND5 ND512427 5GGTGCAACTCCAAATAAAAGT 690 580C CAPARROZ
5TTTTCCRGTTGCAGCTARTG3’ et al. (2015
( )
ND512326
ND5 ND512988 5TCTAGCAATAGCATGATTYC3 690 58°C CAPARROZ
5TGTTATTAGGAGGGCTCAGGY et al. (2015)
L14724 5 CGAGATCTGAAAAACCATCGTTG
CytB H15149 3 480 500C IRWIN et al.
5'AACTGCAGCCCCTCAGAATGATA (1991)
TTTGTCCTCA3’
5'CCATGAGGACAAATATCATTCTG
CytB FAR-L FAR-H AT3 660 550C DUARTE et al.
5 TCCAATAGTAATAAAGGGGTGTT (2008)
CAY%
D-loop  Thr- L15926 5'CAATTCCCCGGTCTTGTAAACCY 660 550C VILA et al.
DL-H16340 5'CCTGAAGTAGGAACCAGATG3 (1999)
ND2 ND2A_F 5 CATACCCCGAAAATGTTGGT3
ND2A R 5' GTACGGATATGGGTGCCAGT3' 463 58°C atual
ND2 ND2B_F 5 CTGGCACCCATATCCGTACT3’
ND2B_R 5 GCTTTGAAGGCTCTTGGTCT3 675 58°C atual

A reacdo de PCR foi realizada pelo termociclador Bio-rad C-1000 Touch®

ThermalCycler, sob as seguintes condi¢cdes: um passo inicial de 94 ° C durante 2 min
seguido de 36 ciclos de (1) 94 ° C durante 45 segundos, (2) temperatura de
pareamento® C durante 45 segundos, (3) 72 ° C durante 50 segundos e, ao final, uma
extensdo a 72 ° C durante 5 min.

A amplificagéo das regides de interesse foi confirmada por meio da visualizagao
do produto da PCR por eletroforese em gel de agarose 2%. Os produtos da PCR foram
purificados pelo kit Wizard SV Gel and PCR Clean Up System (Promega) e
submetidos a sequenciamento no Centro de Recursos Bioldgicos e Biologia Genémica
(CREBIO) da FCAV/UNESP-Jaboticabal.

2.2. Analises in silico

A partir dos dois mitogenomas, houve uma comparacgéo das sequéncias para
eleicdo das regibes conservadas, usadas posteriormente como sitio de
reconhecimento dos primers (anealling), utilizados para amplificagcdo do gene inteiro
para a construcdo das matrizes do gene ND2. No caso do CytB, ND5 e D-loop foram

testados os primers para mtDNA ja disponiveis na literatura (Tabela 3).
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Apé6s a obtencdo das 17 sequéncias completas e alinhadas das regides
mitocondriais, iniciou-se a producao in silica das matrizes com fragmentos menores

dessas regides (Tabela 4)

Tabela 4. Caracteristicas dos primers utilizados para constru¢cdo das matrizes dos
fragmentos das regioes.

Amplicon Temperatura

Regido Identificacdo Iniciador (5'-3") (pb) pareamento Fonte
ND5 F TGTCACATGGTCCATCATAG . .
NDS ND5 R GCAGAGCTGCTGTGTTT 224 °8°C N&o publicado
ND5 252 F CTCTACATCCAGTCAATTAGGC
NDS  \D5 252 R CCAGTAAGAAAAGGCATTCCTG — 2°2 58°C atual
Cvib IDMAZ224L  CATCCGACACAATAACAGCA 224 5200 GONZALEZ et
y IDMAZH TCCTACGAATGCTGTGGCTA al 2009
Cit305 F CCATCAGACGCAGACAAA LEANDRO,
Cytb Cit305 R GCGTTGTTTAGATGTGTGAAG 505 S 2019+
D-loop F GCGGCATGGTAATTAAGCTC . .
D-loop D-loop R CATTACATTATATGCCCCATGC 479 56°C N&o publicado
ND2 ND2A_F ACCCAATCAACAGCCTCAAT a1 EgoC atual

ND2A_R GTACGGATATGGGTGCCAGT

*Relatério Cientifico Final FAPESP processo 2017/26529-9.

As sequéncias de cada regido foram alinhadas, separadamente, pelo software
BioEdit (HALL, 1999) com o método de alinhamento multiplo progressivo (ClustalW)
(THOMPSON et al., 1994), e ajustadas manualmente.

ApoOs o alinhamento das matrizes das regides mitocondriais, iniciou-se a
producdo in silica das matrizes concatenadas, através do aplicativo Mesquite 3.61
(MADDISON; MADDISON, 2019), e das matrizes dos fragmentos das regides (Tabela
5), as quais tiveram seu tamanho definido pelos amplicons dos primers disponiveis

para cada regido. (Tabela 4)



43

Tabela 5. Matrizes para as analises das regifes filogeneticamente informativas. i =
regido inteira, ¢ = concatenado dos fragmentos da regido, F = fragmento da regiao.

Matrizes Tamanho em pares de base (pb)
CytBi 1060
CytBc 529

CytBr305 305

CytBr224 224
Dloopi 693
Dloopr 479
ND5; 1821
ND5c 476

ND5F251 251

ND5F224 224
ND2;i 1160
ND2r 241

Concatenadai 4726
Concatenadar 1724

2.3. Analises populacionais

Para cada matriz foram analisados alguns indices de diversidade genética
através do software DNAsp versdo 5.10.1 (LIBRADO; ROZAS, 2009). Os indices
analisados foram: numero de haplotipos (h), diversidade haplotipica (Hd), que estima
a probabilidade de amostrarmos dois hapl6tipos do total amostral e estes serem
diferentes, variando entre 0 e 1, sendo que quanto mais préximo de 1, maior a
diversidade entre os haplétipos analisados; diversidade nucleotidica (1), que
representa o numero médio de diferengas entre duas sequéncias (por sitio) retiradas
ao acaso da amostra total.

As relacdes hierarquicas entre os haplétipos foram observadas a partir de redes
de haplétipos geradas pelo software NETWORK v.10.2 (ROHL, 2000), o qual é
baseado na implementacdo do algoritmo median—joining, gerando uma arvore
(minimum spanning tree) e adiciona os intermediarios ausentes usando o algoritmo

de maxima parcimonia de Farris (BANDELT et al., 1999).
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3. Resultados
3.1. Anédlises populacionais

Para investigar a diversidade genética populacional das regides selecionadas
do mtDNA analisamos os indices de diversidade: numero de haplotipos (h),

diversidade haplotipica (Hd) e diversidade nucleotidica (1) (Tabela 6).

Tabela 6. Diversidade genética das matrizes de M. gouazoubira. numero de
haplotipos (h), diversidade haplotipica (Hd) e diversidade nucleotidica (). i = regido

inteira, ¢ = concatenado dos fragmentos da regido, F = fragmento da regiéo.

Matrizes h Hd ™
CytBi 15 0,9850 0,00887
CytBc 15 0,9853 0,00887

CytBr305 14 0,9779 0,00721

CytBr224 12 0,9559 0,00700
Dloopi 17 1 0,02895
Dloopr 17 1 0,03802
ND5i 17 1 0,01053
ND5c 15 0,9779 0,00976

ND5F251 7 0,5956 0,00748

ND5F224 11 0,9412 0,01267
ND2i 16 0,9926 0,01376
ND2r 10 0,9044 0,01604

Concatenadai 17 1 0,01281
Concatenadar 17 1 0,01438

Todas as regibes inteiros e fragmentos concatenados apresentaram
diversidade haplotipica (maior que 0,9) e também os maiores niameros de haplotipos
de 15 a 17. As duas matrizes do D-loop, as Concatenadas e ND5i possuem a maior
Hd = 1. Ja os fragmentos de CytB e ND5 tiveram os menores numeros de haplotipos,

porém s6 ND5r2s1 possui um Hd abaixo de 0,9.
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Em relacdo a diversidade nucleotidica as matrizes do gene ND2 e ND5r224 se
mostraram tao diversas (acima de 0,01000) como a observada nas matrizes com Hd
= 1. As matrizes que apresentam as menores T s80 ND5r251, CytBrsos € CytBr224
(respectivamente 1 = 0,00748, 0,00721 e 0,00700).

Os resultados apontam que tamanho da regido (pb), diversidade haplotipica e
nucleotidica ndo sdo dependentes entre si. A matriz com maior tamanho e Hd pode
NAo possuir a maior .

Para observar as relacdes hierarquicas entre os haplétipos foram construidas
redes de haplotipos das diferentes regides geograficas amostradas da América do Sul

onde ocorre a espécie M. gouazoubira (Figuras 1 a 4)
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Figura 1. Diagrama do “Median Joining Network” da espécie M. gouazoubira, a partir
das matrizes Concatenadai (A), CytBi (B), Dloopi (C) e ND5i (D) e ND2i (E).
O diagrama ilustra as relacdes entre haplétipos e frequéncia observada dos
individuos das diferentes regides geograficas. Em laranja sé&o os individuos
do nordeste brasileiro, em verde do centro oeste, rosa do sudeste, roxo do
sul, azul do Paraguai e amarelo da Colémbia. O comprimento do ramo
corresponde a distancia genética entre os haplétipos. Tamanho dos
circulos é proporcional a quantidade de amostras em cada haplétipo.
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Figura 2. Diagrama do “Median Joining Network” da espécie M. gouazoubira, a partir

das matrizes Concatenadar (F), CytBc (G), e ND5c (H). O diagrama ilustra

as relacdes entre haplotipos e frequéncia observada dos individuos das
diferentes regifes geograficas. Em laranja sdo os individuos do nordeste
brasileiro, em verde do centro oeste, rosa do sudeste, roxo do sul, azul do
Paraguai e amarelo da Coldmbia. O comprimento do ramo corresponde a
distancia genética entre o0s haplétipos.
proporcional & quantidade de amostras em cada haploétipo.

Tamanho dos circulos é
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Figura 3. Diagrama do “Median Joining Network” da espécie M. gouazoubira, a partir
das matrizes CytB224 (1), CytBsos (J), ND5224 (K) e ND52s1 (L). O diagrama
ilustra as relacdes entre haplétipos e frequéncia observada dos individuos
das diferentes regibes geogréaficas. Em laranja sao os individuos do
nordeste brasileiro, em verde do centro oeste, rosa do sudeste, roxo do sul,
azul do Paraguai e amarelo da Colombia. O comprimento do ramo
corresponde a distancia genética entre os haplétipos. Tamanho dos
circulos é proporcional a quantidade de amostras em cada hapl6tipo.
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Figura 4. Diagrama do “Median Joining Network” da espécie M. gouazoubira, a partir
das matrizes Dloopr (M), ND2r (N). O diagrama ilustra as relagcdes entre
haplétipos e frequéncia observada dos individuos das diferentes regifes
geograficas. Em laranja sdo os individuos do nordeste brasileiro, em verde
do centro oeste, rosa do sudeste, roxo do sul, azul do Paraguai e amarelo
da Colémbia. O comprimento do ramo corresponde a distancia genética
entre os haplétipos. Tamanho dos circulos é proporcional a quantidade de
amostras em cada haplétipo.

Os diagramas resultantes das matrizes de primers menores que 300 pb
apresentam maior compartilhamento de haplétipos entre as regides.

Nas redes de haplétipos a correspondéncia entre diversidade nucleotidica e as
relacdes entre os hapl6tipos tornou-se evidente. Quanto menor € a diversidade
nucleotidica, mais relacdes os haplotipos possuem. Assim como a diversidade
nucleotidica e haplotipica.

Em todos os diagramas os haploétipos do Paraguai estdo sempre proximos. O
mesmo ocorre com 0s haplétipos da regido sul do Brasil nos diagramas B, C, D, He
L. Os haplétipos das regides sul e sudeste do Brasil tendem a ficar proximos. Ja 0s

haplotipos da regido nordeste tendem a ficar distantes.

4. Discusséo
Nés analisamos se as regides genicas menores que 300 pb possuem
informacdes de diversidade genética similares as das regides inteiras. Nos resultados
observamos que as informacgdes de diversidade genética dependem mais do local

analisado dos genes do que o tamanho em pares de base.
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Os resultados permitem inferir as regides com maior variabilidade genética.
Para o gene CytB é o fragmento de 305 pb, para o ND5 é o fragmento de 224 pb, o
fragmento do Dloop possui maior 1T que a regido inteira, 0 mesmo pode ser observado
no gene ND2.

A variabilidade parece estar bem distribuida entre as localidades, fato que é
corroborado pela alta diversidade haplotipica, pelas redes haplotipicas e pelos
resultados de Figueiredo (2014), no qual constatou uma subdivisdo de M. gouazoubira
em cinco clados com distribuicdo simpatrica em sua maioria.

Essa conexdo espacial foi relatada por Aristimufio (2013) em espécimes do
Uruguai, Brasil, Paraguai, Argentina e Bolivia, através de um estudo com enfoque
populacional da regido controle do DNA mitocondrial (D-loop 159 pb), no qual relatou
altos niveis de variabilidade genética e baixos niveis de diferenciacdo geogréfica.
Bidegaray et al. (2003) e Elizondo (2010) encontraram resultados parecidos com um
fragmento do gene do CytB.

Quando a matriz apresenta alta diversidade nucleotidica, tera maior
sensibilidade para agrupar os individuos e detectar haplotipos exclusivos. Podendo
conter informacfes sobre eventos evolutivos mais recentes daquela regido genica,
sendo recomendados para estudos de diversidade intra-especifica.

Estudos com mais individuos nas regifes geograficas com ocorréncia de M.
gouazoubira devem ser feitos, pois ainda temos poucas ou nenhuma amostra de
algumas dessas regides, que pode ser resolvido através da amostragem nao invasiva
e dos marcadores mitocondriais. Para enfim entendermos mais afundo a relacédo dos

marcadores mitocondriais com a diferenciacdo geogréfica dessas regiodes.

5. Concluséo
As informacdes de diversidade genética sdo mais dependentes do local génico
analisado, do que do tamanho dos marcadores mitocondriais, sendo assim,
fragmentos de regido podem apresentar resultados de diversidade genética similares

ao da regiao inteira, como o fragmento do ND5 de 224 pb e o fragmento do ND2 .
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CAPITULO 4 - Potencial de amplificacdo de marcadores mitocondriais de
Mazama gouazoubira em DNA fecal

Resumo

A espécie Mazama gouazoubira ocupa todos os biomas brasileiros, exceto a
Amazobnia. Ela apresenta uma alta diversidade haplotipica, variacdes regionais,
ecolégicas e individuais de coloracdo. Andlises genéticas sdo importantes, ja que,
fornecem informacdes valiosas para a determinacdo da existéncia de estruturacéo
populacional e, consequentemente, unidades evolutivamente significativas distintas
dentro de toda sua area de ocorréncia. Para cervideos, devido a dificuldade de
captura, o DNA fecal se apresenta como ferramenta importante para o estudo de suas
populacdes. As caracteristicas desse DNA dificultam o uso de marcadores nucleares,
permanecendo o DNA mitocondrial como a op¢do mais viavel para este tipo de matriz
bioldgica. Sendo assim, comparamos diferentes tamanhos de amplicons do mtDNA
em 100 amostras de fezes de M. gouazoubira do banco de amostras do NUPECCE,
sendo testada a capacidade de amplificacdo para os diferentes marcadores
mitocondriais: CytB (660, 480, 305 e 224 pares de base (bp)), ND5 (669, 669, 252 e
224 bp), ND2 (675, 463 e 241 bp) e D-loop (660 e 479 bp). Os resultados mostraram
que os primers de 224 e 252 bp do ND5, 480, 305 e 224 bp do CytB e os trés do ND2
tiveram uma amplificacdo maior que 70%, ja os de 669 bp do ND5 e 660 do CytB
foram menores que 40%. Os primers do D-loop amplificaram menos que 10% das
amostras. Os resultados mostram que os amplicons menores tem maior facilidade de
amplificacdo no material fecal e que sua concatenacéo pode gerar um marcador de
importancia para analises filogenéticas em cervideos.

Palavras-chave: Amplificacdo; DNA fecal; Cervideos.
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1. Introducéo

O género Mazama tem a maior distribuicdo geografica entre os cervideos
neotropicais, ocupando desde centro sul do México ao norte da Argentina (ROSSI,
2000). Seus representantes sao cervideos de pequeno porte, com chifres simples e
adaptados para a movimentacdo em ambientes florestais e savanas arboreas
(DUARTE; GONZALES, 2010). A IUCN (Uniao Internacional para a Conservacéo da
Natureza) reconhece dez espécies de Mazama: M. americana, M. bororo, M. bricenii,
M. chunyi, M gouazoubira, M. nana, M. nemorivaga, M. pandora, M. rufina e M.
temama.

Para cervideos, devido a dificuldade de captura, a amostragem tradicional ndo
apresenta resultados positivos, pois obtiveram poucas amostras e com falha na
distribuicdo geografica da espécie. Nesse cenario o DNA fecal se apresenta como
ferramenta importante para o estudo de suas populacdes. A utilizacdo de amostras
fecais é facilitada pelo uso de cées treinados, como foi mostrado no estudo feito por
Oliveira et al. (2012). As fezes sdo um dos materiais nao invasivos mais utilizados,
detendo uma poderosa fonte de informacgdes sobre os animais, as quais vao desde a
genética até a endocrinologia (OLIVEIRA; DUARTE, 2013).

A coleta de amostras fecais tem permitido amplas amostragens e 0 DNA
mitocondrial (mtDNA) tem se mostrado viavel de ser amplificado (OLIVEIRA; DUARTE
2013; DUARTE et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2019). Além da facil amplificacdo, o DNA
mitocondrial apresenta como caracteristicas o alto polimorfismo, taxa de mutacéo
mais alta que o DNA nuclear, uma heranca uniparental materna e baixas taxas de
recombinacdo (AVISE, 2000).

Entretanto € necessario ressaltar que o DNA fecal esta geralmente degradado
devido a exposi¢cdo ambiental e da presenca de iniameros inibidores de PCR como:
polissacarideos complexos, produtos da degradacéo de alimentos e bactérias (BEJA-
PEREIRA et al., 2009). Algumas das alternativas para driblar esses reveses séo os
protocolos para armazenamento / extragdo de DNA e o0s iniciadores (primers)
especificos para cada espécie, posto que, quanto mais pares de base maior € a
dificuldade de amplificacdo na reacéo de PCR.

Dentro deste contexto, o presente trabalho pretende analisar o potencial de
amplificacdo dos marcadores selecionados do mtDNA que se adequem para estudos

populacionais e filogeograficos em veado-catingueiro. Para tanto, partiremos da
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hipétese que primers com amplicons menores que 300bp possuem maior facilidade

de amplificagdo em comparagao com os primers de amplicons maiores que 400 bp.

2. Material e Métodos

2.1. Primers e Amostras fecais

Para o presente estudo, decidiu-se optar por quatro regides do genoma
mitocondrial, séo elas: D-loop (regido controle), ND5 (NADH dehydrogenase subunit
5), ND2 (NADH dehydrogenase subunit 2) (Figura 1) visto que, sdo regides
hipervaridveis, promissoras na investigacdo da histéria evolutiva e no estudo
taxondmico de M. gouazoubira (CAPARROZ et al., 2015) e o CytB (citocromo B) que
€ muito utilizado em trabalhos para identificacdo de espécies, estudos populacionais
e filogeograficos e, portanto, possui um banco importante de sequéncias disponivel
para andlise (DUARTE et al., 2008; HASSANIN et al., 2012; GOZALEZ et al., 2015).
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Figura 1. Mitogenoma da espécie Mazama gouazoubira evidenciando as posi¢ces dos primers para 0s
genes ND2 em vermelho (ND2 A e ND2 B sendo os foward e 0 ND2A_R e ND2B_R os reverse), ND5
em azul (ND5 690pb_1 e ND5 690pb_3 sendo os foward e o ND5 690pb_R1 e ND5 690pb_R3 os
reverse), CytB em verde (Cytb 480 pb e Cytb 660 pb sendo os foward e o Cytb 480 pb_R e Cytb 660
pb_R os reverse) e D-loop em amarelo (Thr-L15926 sendo o foward e o DL-HH16340 o reverse). Acervo

pessoal.

Os primers das regifes D-loop, Cytb, ND5 e ND2 (Tabela 1) foram avaliados
de acordo com seu potencial de amplificacdo em DNA extraido de 100 amostras
fecais, encontradas por caes farejadores em localidades do Brasil, do sul ao nordeste
do pais, as quais representem a distribuicdo geografica da espécie (Tabela 2).
Comparamos a eficiéncia das amplificacbes das regiées grandes (amplicons com
mais de 400 bp) com as regides pequenas (amplicon com aproximadamente 300 bp

ou menores).
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Tabela 1. Caracteristicas dos primers para amplificacdo de DNA fecal de M.
gouazoubira (Fisher, 1814).

Tamanho Temperatura
Regido Identificacdo Iniciador (5'-3") fragilrjnbe)nto pareamento Fonte
NDs  Leull?7s GGTGCAACTCCAAATAAAAG 690 580G CAPARROZ
ND512427 TTTTCCRGTTGCAGCTARTG et al. (2015)
nps  ND512326 TCTAGCAATAGCATGATTYC 690 589G CAPARROZ
ND512988 TGTTATTAGGAGGGCTCAGG et al. (2015)
ND5 F TGTCACATGGTCCATCATAG
ND5 ND5 R GCAGAGCTGCTGTGTTT 224 o8°C atual
ND5_252_F CTCTACATCCAGTCAATTAGGC
NDS  \ps5 252 R CCAGTAAGAAAAGGCATTCCTG 252 58°C atual
oviB L14724 CGAGATCTGAAAAACCATCGTTG 480 5000 IRWIN et al.
y H15149 AACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA (1991)
cvig  FAR-L FAR- CCATGAGGACAAATATCATTCTGAT 660 5500 DUARTE et
y H TCCAATAGTAATAAAGGGGTGTTCA al. (2008)
cvip  |DMAZ224L CATCCGACACAATAACAGCA 924 5p0C GONZALEZ
y IDMAZH TCCTACGAATGCTGTGGCTA et al 2009
Cit305 F CCATCAGACGCAGACAAA . LEANDRO,
Oy Gitzos R GCGTTGTTTAGATGTGTGAAG 305 52°C 2019*
o Thr- L15926 CAATTCCCCGGTCTTGTAAACC 660 5500 VILA et al.
00P b _H16340 CCTGAAGTAGGAACCAGATG (1999)
D-loop F GCGGCATGGTAATTAAGCTC N&o
D-loop D-loop R CATTACATTATATGCCCCATGC 479 >6°C publicado
ND2A_F CATACCCCGAAAATGTTGGT o
ND2 ND2A R GTACGGATATGGGTGCCAGT 463 58°C atual
ND2B_F CTGGCACCCATATCCGTACT o
ND2 ND2B R GCTTTGAAGGCTCTTGGTCT 675 58°C atual
ND2A_F ACCCAATCAACAGCCTCAAT
ND2 \p2a R GTACGGATATGGGTGCCAGT 241 58°C atual

*Relatério Cientifico Final FAPESP processo 2017/26529-9.



56

Tabela 2. Lista de localidades e quantidade de amostras fecais de M. gouazoubira.

Localidade das amostras Numero de amostras
Pantanal (MS)
Faz Xaraés (MS)
Parque Nacional S. Bodoquena (MS)
Barra do Garcas (MT)

Parque Estadual Altamiro M P (GO)
Parque Nacional Emas (GO)
Parque Nacional Serra das Confusdes (PI)
Parque Nacional Serra de Itabaiana (SE)
Parque Nacional Chapada Diamantina (BA)
Parque Nacional Recanto das Antas (ES)
ReBio Sooretama (ES)

R. B. Mata Escura (MG)

ReViS Libélulas da S. de S. José (MG)
Estacdo Ecoldgica Serra das Araras (MT)
Estacao Ecolbégica Santa Barbara (SP)
Parque Estadual Serra do Mar (SP)
Parque Estadual Campos do Jordéao (SP)
Estacao Ecolégica Mata preta (SC)
Parque Nacional Araucéarias (SC)

R. B. Ibicui Mirim (RS)

Fazenda S&o Francisco de Paula (RS)

= = [
OBROONRSWRNRRPGORRERNREOCD

2.2. Teste de eficiéncia de amplificacao

As condic¢des da reacao de PCR foram padronizadas para um volume final de
30ul (25ul de mix e 5ul de DNA aproximadamente com 45ng/ul), seguindo as
seguintes concentracdes dos reagentes: 0,6 mM de dNTP; 0,5 pM de cada iniciador
(forward/ reverse); 1x tampao de reacdo; 3 mM de MgClz, 1U de DNA Taq polimerase
(tampéo, MgCl2 e Taq polimerase GoTaq® DNA Polymerase, Promega); 1,7 ug/pL de
BSA; agua ultrapura gsp 25,0 pl.

A reacdo de PCR foi realizada em termociclador Bio-rad C-1000 Touch®
ThermalCycler, sob as seguintes condi¢cées — Protocolo 1: um passo inicial de 94 ° C
durante 4 min seguido de 45 ciclos de (1) 94 ° C durante 45 segundos, (2) temperatura
de pareamento® C durante 30 segundos, (3) 72 ° C durante 50 segundos e, ao final,
uma extensédo a 72 ° C durante 5 min.

Um segundo protocolo foi testado na tentativa de melhorar a amplificagdo dos
marcadores que ndo amplificaram nas condicdes citadas acima e foram testados com

o protocolo “Touchdown”, o qual consiste em: um ciclo inicial de (1) 94° C durante 7
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min, (2) 58° C durante 1 min, (3) 72° C durante 1 min, seguido de 5 ciclos de (4) 94°
C durante 50 segundos, (5) 56° C durante 50 segundos, (6) 72° C durante 1 min,
seguido de 9 ciclos de (7) 94° C durante 50 segundos, (8) 55° C durante 50 segundos,
(9) 72° C durante 1 min, seguido de 9 ciclos de (10) 94° C durante 50 segundos, (11)
54° C durante 50 segundos, (12) 72° C durante 1 min, seguido de 11 ciclos de (13)
94° C durante 50 segundos, (14) 52° C durante 50 segundos, (15) 72° C durante 1
min e, ao final, uma extensao a 72 ° C durante 10 min.

A amplificacéo das regides de interesse foi confirmada por meio da visualizacao
do produto da PCR por eletroforese em gel de agarose 2%, na qual s6 consideramos
a amplificagdo dos amplicons quando ndo apresentavam bandas inespecificas
(possiveis contaminantes). Para contabilizar o sucesso de amplificacao foi levado em
consideracdo primeiramente o protocolo 1 e quando ndo ocorria nenhuma
amplificacdo das amostras era testado o protocolo “Touchdown”. Os primers que
obtiveram um valor superior a 70% de amplificacdo no teste binomial foram validados

e recomendados para estudos populacionais e filogenéticos de M. gouazoubira.

3. Resultados
3.1. Teste de eficiéncia de amplificacao

Para avaliar o potencial de amplificagdo dos marcadores mitocondriais
selecionados, realizamos a amplificacdo do DNA extraido de 100 amostras fecais,
para cada primer.

Como observado na figura 2 a maioria dos primers apresenta uma taxa
significativa de amplificacdo proxima ou superior a 70%. Os primers Dloop_479,
Dloop_ 660, Cytb_660, ND5_1 e ND5_3 obtiveram uma probabilidade de amplificacéo

menor que 0,4 (Tabela 3), sendo que, Dloop_479 ndo amplificou nenhuma amostra.
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Figura 2. Comparacao entre as amplificacdes de cada primer. No eixo X estdo as regides mitocondriais

e no eixo Y a porcentagem de amplificagdes.
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Tabela 3. Sucesso de amplificacdo dos primers. Com a porcentagem (%) de
amplificacéo, p-value e a probabilidade de sucesso.

. %
Primer p-value

Probabilidade

amplificacao sucesso
CytB_660 36 2,35E-09 0,36
CytB_480 68 0.3669 0,68
CytB_305 70 0.5377 0,70
CytB_224 79 0.02883 0,79
Dloop_660 8 2.2e-16 0,08
Dloop_480 0 2.2e-16 0
ND5_1 21 2.2e-16 0,21
ND5_3 24 2.2e-16 0,24
ND5_224 95 3,99E-07 0,95
ND5_252 73 0.2964 0,73
ND2_A 68 0.3669 0,68
ND2_B 73 0.2964 0,73
ND2_241 74 0.2244 0,74

*Intervalo de confian¢a = 95%.

Esses resultados indicam que primers com amplicons menores
(aproximadamente 300 pb) possuem uma maior capacidade de amplificagcdo em

amostras fecais.

4. Discusséao

Noés avaliamos primers com amplicons menores que 300 bp possuem maior
capacidade de amplificacdo em relacdo com os primers de amplicons maiores que
400 bp. Nos resultamos encontramos que 0s primers menores, principalmente os com
amplicons de 224 pb, tem mais probabilidade de amplificagcdo em amostras fecais.

A qualidade do DNA fecal é um importante fator para que a amplificacédo dos
marcadores menores ocorra com facilidade, uma vez que, a probabilidade de regides
com até 300 pb estarem degradadas, seja por exposi¢cdo ambiental ou deterioracao

por mofo e/ou bactérias, € menor do que regides acima de 500 pb.
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Outro ponto relevante sdo os marcadores mitocondriais usados, 0s quais foram
desenvolvidos para cervideos. Uma caracteristica importante no trabalho com dna
degradado, pois diminui a chance de amplificacbes ndo especificas e também
contribui para uma reacdo mais eficiente, visto que, os iniciadores sdo mais
especificos para espécie.

Nesse estudo tivemos uma comparacao entre os diferentes marcadores
mitocondriais disponiveis para M. gouazoubira e observamos suas probabilidades de
amplificacdo e quais sdo os mais indicados para uso em DNA fecal. Oferecendo
assim, um ponto de partida para novas analises na espécie e uma projecado para
outros cervideos.

Contudo néo realizamos os sequenciamentos das amostras amplificadas, ou
seja, ndo temos dados sobre a qualidade e pureza das sequencias amplificadas além
das bandas dos géis de agarose. Portanto € interessante o estudo dessas sequéncias,
com finalidade de aumentar a acuracia dos estudos com DNA fecal e diminuir o tempo

e investimento nas amplificacdes desse material biolégico.

5. Conclusdes
Os primers menores que 300 pb tem maior probabilidade de amplificacdo em
amostras fecais e a concatenacao deles pode gerar um marcador de importancia para

analises filogenéticas em cervideos.
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APENDICE
APENDICE A

TABELA COM AS IDENTIFICACOES DAS AMOSTRAS DE DNA FECAL
UTILIZADAS NOS TESTES DE AMPLIFICACAO.

Id Local Estado
Fnh709 Pantanal MS
Fnh713 Pantanal MS
Fnh714 Pantanal MS
Fnh729 Pantanal MS
Fnh730 Pantanal MS
Fnh739 Pantanal MS
Fnh751 Pantanal MS
Fnh761 Pantanal MS
Fnh774 Pantanal MS
Fnh782 Pantanal MS
Fnh795 Pantanal MS
Fnh807 Pantanal MS
Fnh827 Pantanal MS

SB09 ESEC St Barbara SP
SB11 ESEC St Barbara SP
SB28 ESEC St Barbara SP
SB35 ESEC St Barbara SP
SB38 ESEC St Barbara SP
SB52 ESEC St Barbara SP
SB59 ESEC St Barbara SP
SB69 ESEC St Barbara SP
SB81 ESEC St Barbara SP
SB94 ESEC St Barbara SP
XARO012 Faz Xaraés MS
XAR019 Faz Xaraés MS
XARO020 Faz Xaraés MS
XAR026 Faz Xaraés MS
XARO027 Faz Xaraés MS
XAR029 Faz Xaraés MS
ARA126 Barra do Gargas MT
ARA127 Barra do Garcas MT
ARA128 Barra do Gargas MT
ARA129 Barra do Garcas MT
ARA131 Barra do Gargas MT
ARA132 Barra do Garcas MT

ARA136 Barra do Gargas MT



PNSB042
PEAMPO048
PNE 051
EESA107
EESA108
EESA125
EEMP002
EEMPO004
EEMPO12
EEMPO13
EEMPO014
EEMPO15
PNARO14
PNARO15
PNARO16
PNARO17
PNARO18
PNARO19
RBIM001
RBIMO002
RBIM0O03
RBIM004
FNSF001
FNSF002
FNSF003
FNSF004
FNSF005
FNSFO007
FNSF008
FNSF009
RBMEOO1
RBMEO002
RBMEO003
RBMEOO8
RBMEO009
RBMEO10
RBMEO013
RBSO008
RPRAO001
PNCD002
PNCDO003
PNCDO005
PNCDO006
PNCDO0O07
PNCDO008

PN S. Bodoquena
PE Altamiro M P
PN Emas
EE Serra das Araras
EE Serra das Araras
EE Serra das Araras
EsEc Mata Preta
EsEc Mata Preta
EsEc Mata Preta
EsEc Mata Preta
EsEc Mata Preta
EsEc Mata Preta
ParNa Araucérias
ParNa Araucarias
ParNa Araucérias
ParNa Araucarias
ParNa Araucérias
ParNa Araucarias
ReBio Ibicui Mirim
ReBio Ibicui Mirim
ReBio Ibicui Mirim
ReBio Ibicui Mirim
Flona S&o F. de Paula
Flona Séao F. de Paula
Flona Séo F. de Paula
Flona Séao F. de Paula
Flona Séo F. de Paula
Flona Séao F. de Paula
Flona Séo F. de Paula
Flona Séao F. de Paula
ReBio Mata Escura
ReBio Mata Escura
ReBio Mata Escura
ReBio Mata Escura
ReBio Mata Escura
ReBio Mata Escura
ReBio Mata Escura
ReBio Sooretama
RPPN Reflgio das Antas
ParNa Chapada Diamantina
ParNa Chapada Diamantina
ParNa Chapada Diamantina
ParNa Chapada Diamantina
ParNa Chapada Diamantina
ParNa Chapada Diamantina

MS
GO
GO
MT
MT
MT

SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
SC
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
RS
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
ES
ES
BA
BA
BA
BA
BA
BA
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PNCDO009
PNCDO11
PNCDO013
PNCDO014
PNCDO015
PNCDO016
PNCF001
PNITO01
PNITO02
PNITO03
PNITO04
PNITO0S
PNITO06
PNITOO7
PNITO09
PECA001
RVSJ001
PECJ002
PECJO003

ParNa Chapada Diamantina
ParNa Chapada Diamantina
ParNa Chapada Diamantina
ParNa Chapada Diamantina
ParNa Chapada Diamantina
ParNa Chapada Diamantina
ParNa Serra das Confusdes
ParNa Serra de Itabaiana
ParNa Serra de Itabaiana
ParNa Serra de Itabaiana
ParNa Serra de Itabaiana
ParNa Serra de Itabaiana
ParNa Serra de Itabaiana
ParNa Serra de Itabaiana
ParNa Serra de Itabaiana
ParEs Serra do Mar - Caragua
ReViS Libélulas da S. de S. José
ParEs C. do Jordao
ParEs C. do Jordéo

BA
BA
BA
BA
BA
BA
Pl
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SE
SP
MG
SP
SP
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