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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.
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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 especiacao dos cervideos.
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5 CONCLUSIONS

The significantly higher prevalence of B chromosomes in Neotropical
deer compared to all other cervid species makes them prime targets for molecular
studies and investigations into their composition. Despite this, the brown brocket deer
(Subulo gouazoubira) is the only Neotropical deer whose B chromosomes
have been molecularly studied (Makunin et al., 2016). The present study, therefore,
represents the first investigation of the sequence composition of B chromosomes
in the genera Passalites and Mazama, both important representatives of Neotropical
deer.

However, the information obtained through Sanger sequencing was limited and
represents only a small fraction of the entire B chromosome. Nevertheless, alternative
bioinformatics methodologies, not explored in this study, could be applied to maximize
the extraction of relevant data from our results. Several questions remain unanswered,
highlighting the need for new and diverse approaches to further investigate the

complexity of B chromosomes of Neotropical deer species.
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