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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

O conhecimento das espécies do género Mazama que ocorrem nos distintos
paises da regido neotropical é importante para desenvolver estratégias de
conservagao e protecao delas, especialmente em paises da regido andina onde nao
tem sido feitos estudos genéticos do género Mazama. Neste estudo foi realizada a
primeira analise de morfologia, posi¢ao filogenética e citogenética de topotipos das
duas espécies do género Mazama descritas no Peru: Mazama tschudii (Wagner,
1855) e Mazama whitelyi (Gray, 1873) além de trés individuos mantidos em cativeiro.
Os resultados aportaram dados para esclarecer a validade das espécies previamente
descritas além da importancia do correto manejo genético e reprodutivo em cativeiro

do género.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The knowledge of the species of the genus Mazama occurring in the countries
of the neotropical region is important to develop conservation and protection strategies
specially in countries of the Andean region where genetic studies of the genus Mazama
have not yet been conducted. In this study was performed the first morphologic,
phylogenetic and cytogenetic description of topotypes of the two Mazama species
described no Peru: Mazama tschudii (Wagner, 1855) and Mazama whitelyi (Gray,
1873) as well as three captive specimens. The results provided data to clarify the
validity of the previously described species and highlighted the importance of proper

genetic and reproductive management of the genus in captivity.
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CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA, CITOGENETICA E MOLECULAR
DAS ESPECIES DO GENERO Mazama (MAMMALIA: CERVIDAE) DO PERU

RESUMO - O género Mazama Rafinesque,1817 corresponde a um extenso
grupo de cervideos de tamanho médio a pequeno e chifres simples nos machos.
Se distribuem na América tropical e subtropical. No Peru foram descritas as
espécies Cervus tschudii Wagner, 1855 e Cervus whitelyi Gray, 1873, ambas
reclassificadas posteriormente como Mazama tschudii (Wagner, 1855) e
Mazama whitelyi (Gray,1873). Com o proposito de esclarecer a complexa
taxonomia que apresenta o género Mazama na atualidade, a presente pesquisa
propds a coleta de um topdtipo para cada uma das espécies descritas no Peru e
sua caracterizagdo morfologica, citogenética e molecular. Apds a coleta, foram
tomadas amostras de tecido para estudos moleculares e citogenéticos, além da
pele e o esqueleto completo (cranio e pds-cranio) para estudos morfolégicos.
Além dos animais coletados em cada localidade tipo, foram realizadas coletas
de amostras de trés individuos acessiveis em cativeiro. O topoétipo de C. tschudii
apresentou caracteristicas exclusivas em comparagao com outras espécies do
género Mazama. As caracteristicas observadas sustentam a hipotese de que C.
tschudii descrito na Cordilheira ocidental do Peru se trate de uma espécie valida
dentro do género. As caracteristicas citogenéticas, morfolégicas e moleculares
de um topotipo de C. whitelyi, foram importantes para determinar a similaridade
com os espécimes Mazama americana do noroeste do Brasil. O taxon nao teve
um ancestral comum exclusivo com espécimes de M. americana da localidade
tipo da Guiana Francesa, portanto, os resultados mostram que C. whitelyi deva
ser considerada como espécie separada de M. americana. O estudo genético
de individuos amostrados em cativeiro com origem na natureza no Peru mostrou
a relagao filogenética com os citétipos de M. americana do noroeste brasileiro e

revelou caridtipos diferenciados de outros M. americana.

Palavras-chave: taxonomia, filogenia mitocondrial, veados
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MORPHOLOGICAL, CYTOGENETIC AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF SPECIES OF THE GENUS Mazama (MAMMALIA:
CERVIDAE) FROM PERU

ABSTRACT - The genus Mazama corresponds to an extensive group of brocket
deer of medium to small size, with simple antlers in males. The distribution covers
tropical and subtropical America. In Peru were described Mazama tschudii
(Wagner, 1855) and Cervus whitelyi (Gray, 1873). Due to the great taxonomic
uncertainties that currently surround the genus Mazama, this project proposed
the collection of a topotype for each of the species described in Peru and its
subsequent morphological, cytogenetic and molecular characterization. After
collection, tissue samples were taken for molecular and cytogenetic studies, and
also, both the complete skin and skeleton (skull and post-cranium) were analyzed
for morphological studies. In addition to the animals collected in each type
locality, samples of captive individuals in zoos and breeding sites were assessed.
The topotype of Mazama tschudii (Wagner, 1855) presented unique
characteristics compared to other species of the genus Mazama. The observed
characteristics support the hypothesis that Mazama tschudii described in the
western Cordillera of Peru is a valid species within the genus. The cytogenetic,
morphological and molecular characteristics of a topotype of Mazama whitelyi
(Gray, 1873) were important to determine the similarity with Mazama americana
specimens from northwestern Brazil. The taxon did not have an exclusive
common ancestor with Mazama americana specimens from the type locality in
French Guiana, therefore, the results show that Mazama whitelyi should be
considered as a separate species from Mazama americana. The genetic study of
captive red brocket deer individuals with known origin in the wild of Peru showed
a phylogenetic relationship with Mazama americana cytotypes from northwestern

Brazil and revealed differentiated karyotypes from other Mazama americana.

Keywords: taxonomy, mitochondrial phylogeny, deer



CAPITULO 1. Consideragdes gerais

1. INTRODUGAO

O género Mazama Rafinesque,1817 (Artiodatila: Cervidae), corresponde a um
grupo de cervideos neotropicais com caracteres morfolégicos principais como o
tamanho corporal de médio a pequeno porte e chifres curtos e ndo ramificados nos
machos (Rossi, 2000). As espécies agrupadas dentro do género possuem habito
solitario e uma ampla distribuicdo, que se estende do Estado de Veracruz no México
até o norte da Argentina (Czernay, 1987).

Grande parte das revisdes taxondmicas no género foram feitas com base em
caracteres morfolégicos (Gray, 1873; Lydekker, 1898; Neveu-Lemaire e Grandidier,
1911; Cabrera, 1961, Czernay, 1987, Rossi, 2000). Porém, o género apresenta baixos
niveis de diferenciacdo morfolégica (Rossi, 2000), com alta diversidade cariotipica
(Duarte e Jorge, 1996; Abril et al., 2010) além de ser polifilético (Duarte et al., 2008,
Heckeberg et al., 2016, Gutiérrez et al. 2017).

Pesquisas tém sido desenvolvidas com o intuito de caracterizar
taxonomicamente as espécies dentro do género Mazama. Entretanto, ainda é
necessario conhecer a identidade de varios taxons nominais. Muitos nomes
designados foram considerados como sinénimos de outras espécies devido aos
aspectos da morfologia externa, porém muitos processos que contribuem para a
diferenciacdo das espécies ocorrem ao nivel cromossémico, sé podendo ser
evidenciados por estudos citogenéticos (Guerra, 2004). Outra ferramenta importante,
sdo os estudos filogenéticos a partir de genes mitocondrias ou 0 mitogenoma, que
ajudam na recuperagao das relagbes de ancestralidade entre as espécies e em
conjunto com a citogenética, podem ser utilizadas como abordagens integrativas para
conhecer as diferencas entre grupos morfologicamente semelhantes (Bernegossi et
al., 2022).

A problematica enunciada em relagao a taxonomia do género Mazama descrita
anteriormente, leva a preocupacgao em relacio a identidade taxonémica das espécies
descritas no Peru, razao pela qual a presente pesquisa busca estudar a taxonomia do

género Mazama, considerando que nao existem referéncias citogenéticas ou



moleculares para as espécies mencionadas neste pais. Com isso, o presente estudo
tem o objetivo de complementar a descrigao taxonémica, por meio da caracterizagao
morfoldgica, citogenética e molecular das espécies do género Mazama descritas no
Peru, contribuindo assim no esclarecimento da complexidade taxondémica que

apresenta este grupo de cervideos neotropicais na atualidade.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Taxonomia do género Mazama

O género Mazama Rafinesque, 1817, agrupa as espécies de cervideos
neotropicais caracterizadas pela presenca de chifre simples e ndo ramificados nos
machos, membros posteriores maiores que os anteriores, pelagem avermelhada,
cinza ou castanha, e cujas espécies se distribuem desde o sudeste mexicano até o
norte da Argentina (Eisenberg, 1989).

A complexa taxonomia do género tem sido discutida pela grande similaridade
morfologica das espécies que o compdem, que ndo é associada as grandes
diferengas cariotipicas apresentadas entre elas (Duarte e Gonzalez, 2010). Além
disso, relagdes de ancestralidade por DNA mitocondrial evidenciou a polifiia do
género, onde as espécies tradicionalmente consideradas dentro do género se
distribuiam em duas subtribos, Blastocerina e Odocoileina (Gutiérrez et al., 2017).

Estudos citogenéticos feitos em veado-mateiro Mazama americana (Erxleben,
1777) no Brasil, geraram controvérsias sobre sua correta definigao taxonémica, ja que
revelaram variagdes cromossémicas que sugeriram sua divisdo em varias espécies.
Para entender melhor estas variagdes, Duarte e Jorge (1996) analisaram os cariétipos
de M. americana de varias localidades do Brasil, encontrando extenso polimorfismo,
com numero diploide (2n) variando de 42 a 53 cromossomos e numero fundamental
de bragos cromossémicos (NF) variando de 48 a 57. Essa variagdo cromossdmica
apresentou coeréncia geografica, ou seja, alguns cariétipos eram caracteristicos de
algumas regides e foram separados em citotipos, sendo os citdétipos Ronddnia (2n =
42/43; NF = 46) e Juina (2n = 44/45; NF = 48) caracteristicos do oeste da Amazénia;
e os citotipos Parana (2n = 52/53; NF = 56), Carajas (2n = 50/51; NF = 54), Santarém



(2n =50/51; NF = 56 ) e Jari (2n = 48/49; NF 56) de ocorréncia no leste da Amazénia
e Mata Atlantica (Abril et al. 2010). Esses resultados geraram grandes duvidas sobre
a validade de M. americana como espécie Unica, devido a sua extensa variacao
cariotipica apesar da pequena variagdo morfologica (Duarte e Jorge 1996; Rossi,
2000; Abril et al. 2010). Assim também, foi possivel, a partir de analises citogenéticas,
a distincao de Mazama jucunda Thomas 1913 (2n = 32 - 34) e Mazama temama Kerr
1792 (2n=50) até aquele momento consideradas como M. americana (Duarte e Jorge,
2003) (Jorge e Benirschke 1977, Groves e Grubb, 1987).

Estudos tém se desenvolvido com o propdsito de esclarecer a taxonomia do
género através de abordagens integrativas. A analise recente do nedtipo de M.
americana coletado na Guiana Francesa, localidade tipo da espécie, descreveu
caracteristicas morfoldgicas similares as outras formas de veado-mateiro, entretanto,
o numero dipléide (2n = 45) revelou diferengcas cromossdémicas significativas com os
citotipos descritos para a espécie no Brasil (Cifuentes-Rincon et al. 2020). Importante
ressaltar que tais divergéncias cromossdmicas descritas para o taxon podem servir
como barreira reprodutiva pela subfertilidade ou infertilidade dos hibridos (Cursino et
al., 2014; Salviano et al. 2017). Ademais, a analise de cruzamentos em cativeiro de
espécimes de diferentes citétipos demostrou que a presenca de apenas uma fusao
em tandem em heterozigose causa erros meioticos consideraveis nos hibridos
(Galindo et al. 2021)

Outro estudo permitiu a revalidagao da espécie M. rufa (antigo citétipo Parana)
e proposicao de um nedtipo coletado entre a fronteira sul do Brasil, no estado de
Parana e Paraguai. A analise cariotipica neste estudo revelou que no minimo 15
rearranjos cromossémicos divergem entre os cariétipos de M. rufa e o neétipo de M.
americana (Peres et al., 2021).

Assim também, outras pesquisas permitiram a validagéo e designagdo de um
neétipo para M. temama (Sandoval et al., 2022), a revalidagao do género Subulo
Smith, 1827, para o veado catingueiro antigamente considerado dentro do género
Mazama, hoje Subulo gouazoubira (Fischer,1814) (Bernegossi et al., 2022), e do
género Passalites Gloger, 1814, para o antigo Mazama nemorivaga (Cuvier, 1817)

hoje nomeado Passalites nemorivagus (Cuvier, 1817) (Morales-Donoso et al., 2023),



assim como a validagao de Odocoileus pandora (Merriam, 1901), descrito inicialmente
como Mazama pandora Merriam, 1901 (Sandoval et al., 2023).

Nesse contexto, ha a necessidade de pesquisa sobre os outros taxons
nominais designados para exemplares coletados na América Latina no século XIX e
XX. Para as descrigdes do género Mazama coletados no Peru, as caracterizagdes
foram baseadas apenas na morfologia corporal externa e craniana. Portanto, uma
pesquisa integrativa que agrupe dados genéticos, morfoldgicos e cariotipicos a essas

descrigbes € necessaria para esclarecer a taxonomia do género Mazama neste pais.

2.2 Espécies descritas no Peru

2.2.1 Cervus tschudii Wagner, 1855

De acordo com Wagner (1855), C. tschudii € encontrada na regido costeira do
Peru, onde sao frequentes; os espécimes encontram-se por todas as regides da parte
ocidental da Cordilheira litoranea, aproximadamente até 4870 m.s.n.m, atravessam as
montanhas, e se espalham na area central até a parte oriental da cordilheira do
interior; no entanto, desaparecem repentinamente e ndo sdo mais encontrados nas
regides do leste no Peru. Em comparacdo com a espécie brasileira Subulo
goauzoubira Smith, 1827 (Bernegossi et al., 2023) C. tschudii apresenta tamanho um
pouco maior, coloragédo discretamente mais escura, pelos com desenho contornado e
mais claros apenas na ponta do fio e regido ventral e interna dos membros mais clara.
Posteriormente, Lydekker (1898) associou a descricdo do exemplar com Cervus
whitelyi, Gray 1873, classificando este ultimo como sinénimo junior de Mazama
tschudii (Wagner,1855). Além disso, relata que a pelagem no dorso é mais escura do
que no Passalites nemorivagus Cuvier, 1817 (Morales-Donoso et al., 2023) e as partes
inferiores e interna dos membros sdo brancas puras em vez de branco-amareladas.
Entretanto Allen (1915), sinonimiza a P. nemorivagus com C. tschudii e discute que C.
tschudii difere bastante sua coloragao de S. goauzoubira, sendo também de tamanho
maior. Nesse sentido o autor propde a provavel ocorréncia de varias formas deste tipo
no Peru, e que nesse caso, cabera em uma nova revisdo taxonémica determinar a

localidade-tipo.



2.2.2 Cervus whitelyi, Gray 1873

Espécime descrita por Gray (1873) a partir do cranio de um exemplar jovem
com origem em Cosfiipata, Peru, que se encontrava armazenado no Museu britanico.
As caracteristicas da descrigao relatam estruturas no cranio que o autor considerou
diferentes em relagcao as outras espécies de cervideos sul-americanos existentes na
colegado, como a cavidade cerebral muito maior, presenga de caninos rudimentares,
0SsOs nasais proeminentes no meio da extremidade caudal, ossos intermaxilares
muito delgados na frente e a regido intermaxilar posterior larga dorsalmente (Gray,
1873). Entre outros caracteres, o autor também relata a presengca de um sulco
alongado sobre cada 6rbita, a profundidade moderadamente céncava e arredondada
para a glandula lacrimal e duas perfuragdes para a passagem de vasos através da
orbita, logo atras do pocgo lacrimal, a caixa craniana é oblonga, estreitada acima, na
borda superior das 6rbitas, com a borda inferior das 6rbitas sendo muito expandida,
sendo a parte mais larga do cranio (Gray, 1873). Lydekker (1898) associou ao cranio
juvenil de C. whitelyi com M. tschudii, entretanto, provavelmente tal consideragao foi
feita por motivos geograficos, como indicado por Allen (1915). Posteriormente C.
whitelyi foi classificada como subespécie de M. americana, nomeando M. americana
whitelyi (Cabrera, 1960).

2.3 Espécies descritas em outros paises com ocorréncia no Peru.

2.3.1 Mazama americana (Erxleben,1777)

Espécie descrita na Guiana Francesa, com ocorréncia referida em diversas
localidades do Peru em regides que correspondem ao noroeste, regido central e a
parte da Amazonia deste pais (Bodmer e Pezo, 2001; Aquino et al., 2007; Sanchez e
Vasquez, 2007; Tobler et al., 2009; Mayor et al., 2011; Aquino et al., 2014; Gonzales
e Llerena, 2014; Hurtado, 2015; Vela et al.,2017; Shane e Shane, 2018; Rivera, 2019;
Madrid, 2020; Scullion et al., 2021, Chung, 2022). Mayor et al. (2011) caracterizaram
histologicamente e anatomicamente 6rg&os reprodutivos de 89 fémeas, concluindo

que a espécie se reproduz durante o ano inteiro na regido nordeste da Amazodnia



peruana. Também, estudos confirmaram a espécie na comunidade indigena Nueva
Esperanza como hospedeiro intermediario de parasitas como Taenia omissa (Gomez-
Puerta et al., 2021), na regido de Loreto como hospedeiro de Setaria bidentata
(Gomez-Puerta et al., 2017) e também presente em cativeiro no Zoolégico de
Huachipa como hospedeiro de Taenia hydatigena (Gomez-Puerta et al., 2015).

A atividade da caga de M. americana tem sido avaliada em fungao da sua
sustentabilidade no nordeste peruano, onde é estimado que 5000 individuos de
veados vermelhos e cinzas sdo cacados anualmente. O estudo tem evidenciado que
a especie M. americana € abundante nessa regido e que € uma importante fonte de

alimento em comunidades indigenas (Bodmer e Pezo, 2001).

2.3.2 Subulo gouazoubira (Fischer, 1814) e Passalites nemorivagus (Cuvier,
1817)

A ocorréncia veados de coloracao cinza tém sido relatada no Peru. Diversos
relatos mencionam a presencia de S. gouazoubira e P. nemorivagus (Bodmer e Pezo,
2001; Hurtado-Gonzales e Bodmer, 2004, Tobler et al., 2009; Rosi et al.,2010; Aquino
etal., 2012, Vela et al., 2017; Pacheco et al., 2021) na regido Amazénica do Peru, nao
havendo um estudo genético que confirme a identidade taxondmica dos mesmos. De
qualquer forma, a populacédo de veado cinza tem sido discutida como vulneravel na
bacia Amazbdnica e menos abundante nessa regido pela atividade da caga de
subsisténcia de muitas comunidades rurais e indigenas (Hurtado-Gonzales e Bodmer,
2006).

2.3.3 Mazama chunyi (Hershkovitz, 1959)

A espécie foi descrita a partir de um individuo com origem ao norte da Bolivia
e quatro espécimes do Peru (Hershkovitz 1959). Estudos tém relatado a presencga da
espécie ao sul dos Andes peruanos nas regides de Cusco, Puno e Madre de Dios, na
Reserva Manu, Cordillera de Vilcabamba e no santuario de Machu Picchu (Emmons
et al. 2001; Pachecho et al. 1993). A espécie é considerada como vulneravel pela

IUCN, e a informagao sobre a biologia e ecologia dessa espécie é escassa (Rumiz e



Pardo, 2010). Todas as descricdbes de M. chunyi basearam-se em caracteristicas
morfologicas dos individuos coletados por Hershkovitz (1959,1982) e
complementadas com base em locais isolados de espécimes de museus e raros
avistamentos na natureza (Rumiz e Pardo, 2010). Entre os caracteres morfolégicos
de Mazama chunyi se encontram a coloragao geral do corpo sendo canela ou marrom
madeira, auséncia de pelos antevertidos na nuca, cascos negros, ndo contrastando
com a pele do pé. Presenga de um tufo arredondado de pelos escuros, longos e

antevertidos na regido tarsal de ambos os membros (Hershkovitz, 1959, Rojas, 2021).

2.3.4 Mazama rufina (Pucheran, 1851)

A espécie foi descrita no Equador, na Cordilheira Pichincha, com uma
distribuicdo desde o norte dos Andes, no estado Mérida da Venezuela, cordilheiras
oriental e sul da Colébmbia, Equador; e o ponto mais sul sendo a floresta de
Huamantanga, no departamento de Cajamarca Peru 5°42’ S, 78° 56’ W (Barrio, 2010).
No Peru, a espécie se encontra a uma altitude de 1790 até 3250 m.s.n.m, sempre
dentro de floresta umida, coexistindo com o Pudu mephistohhiles (de Winton, 1896)
nas montanhas do leste andino no Peru (Barrio, 2010; Tirira, 2007). Apesar de ambas
serem espécies de pequeno porte, autores tém relatado diferenga de tamanho e
particdo de nicho na forma de diferenciagéo na altitude entre ambas (Tirira, 2007).

M. rufina foi incluida na lista de mamiferos peruanos (Pacheco et al., 1995),
baseado em imagens de individuos de cativeiros identificados como M. rufina. Dois
individuos fotografados foram posteriormente associados com a espécie M.
americana por nao possuirem os caracteres diagnosticos de M. rufina (Barrio, 2010).
Em M. rufina a coloragdo geral do corpo € avermelhada, muito semelhante a M.
americana sendo a cabecga, pescog¢o e os quatro membros enegrecidos (Lizcano et
al., 2010). A confirmagao da espécie no Peru foi feita por Barrio (2010), a partir de
individuos descritos em Cajamarca. O autor também considera que os individuos
previamente identificados como M. rufina em cativeiro na verdade se tratavam da
subespécie Mazama americana zamora (Allen, 1915), presente no este dos Andes,

norte do Peru e Equador (Amanzo et al., 2003), e da subespécie Mazama americana



gualea (Allen, 1915), do oeste dos Andes e sul do Equador e norte do Peru (Pacheco,
2002).
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CAPITULO 2 - Caracterizagdo morfolégica, citogenética e molecular de Mazama
tschudii (Wagner, 1855)

1. INTRODUCAO

O género Mazama Rafinesque, 1817 agrupa um grupo de veados de pequeno
e médio porte que possuem chifres simples e nao ramificados distribuidos do nordeste
do México ao centro da Argentina (Eisenberg, 1987; Allen, 1915). A descri¢cado das
especies de Mazama foi baseada em caracteristicas morfologicas externas (Allen,
1915; Miranda-Ribeiro, 1919) que geraram 42 taxons nominais ao longo de sua
distribuicdo (Duarte e Gonzalez, 2010). Atualmente sdo reconhecidas como espécies
validas: Mazama americana (Erxleben,1777), Mazama rufa (llliger,1815), Mazama
nana (Hensel,1872), Mazama jucunda Thomas, 1913, Mazama temama (Kerr,1792)
e Mazama rufina (Pucheran, 1851).

Historicamente, foi sugerida uma separacgao das espécies de Mazama em dois
grupos com base em alguns caracteres cranianos e caracteres de pelagem e
coloracéo (Allen, 1915): os Mazama vermelhos (M. nana, M. jucunda, M. americana,
M. temama, Mazama bricenii Thomas, 1908 e M. rufina) e os cinzas (Mazama pandora
(Merriam, 1901), Mazama nemorivaga (Cuvier, 1817), Mazama gouazoubira Fischer,
1814, e Mazama chunyi (Hershkovitz, 1959)). Ja tem sido discutido que a maioria dos
caracteres morfologicos deste grupo sdo associados a uma convergéncia morfolégica
produto da adaptacdo ao habitat, num processo evolutivo que levou a selecdo de
menores tamanhos corporais e menor desenvolvimento dos chifres (Eisenberg, 1987).
Assim, ha uma grande semelhanga morfolégica encontrada no género (Groves e
Grubb, 1987) com variagdes fenotipicas inter e intrapopulacionais associadas a sua
distribuicdo geografica (Rossi, 2000). Devido a essa semelhanga, a morfologia ndo &
um bom critério taxondmico no grupo (Groves e Grubb, 1987; Merino e Rossi, 2010),
portanto, ferramentas como a citogenética e genética molecular podem auxiliar na
resolugao taxonémica do género (Duarte e Gonzalez, 2010; Heckeberg et al., 2016;
Bernegossi et al., 2022).

Para este grupo de cervideos, o estudo de cromossomos pode ser uma

importante ferramenta para taxonomia, uma vez que a variagdo -cariotipica
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intraespecifica tem um limite imposto pela estabilidade meidtica na producdo de
gametas (Cursino et al.,, 2014; Galindo et al., 2021). Dependendo da diferenga
numeérica e estrutural entre os cromossomos de dois individuos, seu descendente sera
infértil, e seguindo o conceito biolégico de espécie, se o descendente produzido for
infértil, os genitores devem ser considerados como espécies distintas, pois haveria
uma barreira reprodutiva eficiente entre eles (Coyne e Orr, 1998; Abril et al., 2010;
Cursino et al., 2014)

Wagner (1855) descreveu um espécime com maior ocorréncia na cordilheira
ocidental do Peru, nomeando-o de Cervus tschudii. O autor destacou a coloracao
avermelhada castanha escurecida dorsalmente no exemplar, mais escura que 0s
individuos da espécie Subulo gouazoubira (Fischer, 1814) (Bernegossi et al., 2023).
Devido as semelhangas com o morfotipo de Mazama, a descricdo de Wagner foi
realocada para esse género. Entretanto, as duvidas sobre a taxonomia da espécie
tém sido evidenciadas a partir da consideracao de Lydekker (1898) e Cabrera (1960)
em associar Mazama tschudii (Wagner,1855) com a espécie Mazama whitelyi devido
a ambas se tratarem de descricbes com origem no Peru. Depois dos trabalhos de
Wagner (1855), Lydekker (1898) e Cabrera (1960) ndo ha relato publicado sobre
morfologia, nomenclatura ou estudo genético que confirme a identidade taxonémica
de M. tschudii. Por isso, é relevante acessar um topétipo de vida livre, para estudar
de forma integrativa suas caracteristicas genéticas e morfologicas.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi caracterizar a morfologia
(biometria corporal, padrbes de coloragdo, craniometria, caracterizagdo pos-cranio),
citogenética (cariotipo convencional, biometria cromossdmica, banda C, coloragao Ag-

RON) e genética molecular (mitogenoma) de um topétipo atual de M. tschudii.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Aspectos legais e éticos

Todos os procedimentos adotados neste estudo estdo de acordo com normas
internacionais vigentes: autorizagdo de coleta concedida pelo Servicio Nacional
Forestal y de Fauna Silvestre (SERFOR) — Peru, Resolugdo da Diregao Geral N°
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D000289-2020-MINAGRI-SERFOR-DGSPFS; autorizacdo de exportagdo de
amostras N° 003704-SERFOR; e certificado de aprovagao pela comissao de ética no
uso de animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e veterinarias, UNESP —

Campus de Jaboticabal-SP.

2.2 Area de estudo e coleta de amostras

Uma vez obtida a autorizagéo para a coleta de amostras, foi organizada uma
expedigcdo cientifica na cordilheira ocidental na parte norte do Peru e coletado um
individuo macho na localidade La Ramada, Distrito Salas, Provincia Lambayeque,
Peru. Data de coleta 22/01/2020. Coordenadas Zona 17, UTM E 663682; UTM N
9319276. Altitude 1510 m.s.n.m (Figura 1). O individuo foi designado com o numero
T431 do Nucleo de Pesquisa e Conservacao e Cervideos (NUPECCE) e catalogado
no Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional San Antonio Abad del Cuzco
com codigo N° MHNCO008-My.

Species (Animals) South American Biomes
. . == Moist Broadleaf Forests
M. tachudi == Montane Grasslands & Shrublands
Deserts & Xeric Shrublands
Dry Broadleaf Forests
B Flooded Grasslands & Savannas
Mangroves
Graaslands and Savannas

W

1 IKm

Figura 1. Local de coleta do topotipo de M. tschudii
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2.3 Caracterizacao morfolégica

Logo apds o abate, foi realizada a medigao corporal externa do espécime para
obter informagéo sobre o peso (kg), comprimento do chifre esquerdo e direito (cm),
didmetro a base dos chifres direito e esquerdo (cm), comprimento de cabega (cm),
largura de cabeca (cm), tamanho da orelha (cm), distancia entre olhos (cm), distancia
entre chifres (cm), largura da mandibula a base (cm), comprimento do metacarpo (cm),
comprimento do metatarso (cm), altura (cm), comprimento do corpo (cm),
comprimento da cauda (cm), perimetro de pescogo (cm), perimetro toracico (cm) e
perimetro abdominal (cm). Estas medidas foram tomadas com balanca, fita métrica e
paquimetro.

Também, o individuo foi posicionado em um pano de campo azul contendo
escalas métricas e foto documentado nas posi¢des, lateral, dorsal e ventral, bem como
detalhes da cabeca. A pele, na sua integra, foi retirada e separada dos restos
musculares, gordura e fascias, sendo entdo mergulhada em solugéo curtume para
dessecacgao do material. Apds secagem por trés dias, a mesma foi acondicionada para
estudos morfoldgicos. Foram examinados nas peles e nas fotos os seguintes aspectos
de Coloragao geral da pelagem, campos cromogenéticos da cabeca (faixas orbitais
superior e inferior, mancha superciliar anterior, regides auriculares antero-basal e
postero-basal, faixa rostral, regido nasal, regido mentoniana, mancha mandibular,
regiao bucal e regido gular), e campos cromogenéticos do corpo (regido da cabega e
pescoc¢o, linha mediana dorsal do corpo, dorso da cauda, regido dorsal posterior do
corpo, regiao ventral do corpo, ventre da cauda e regiao distal dos membros, padrao
de faixas de pigmentos nos pelos das diferentes regides do corpo). Também foram
examinadas as ocorréncias de faixas de pelos antevertidos e ocorréncia de tufo
arredondado de pelos na regido tarsal.

O esqueleto completo (cranio e pds-cranio) foi limpo no local de abate do animal
e o material acondicionado em caixas plasticas sob temperatura ambiente. Foram
tomadas medidas padrao do cranio conforme o proposto por Von den Driesch (1976).

Foram organizadas duas matrizes de dados, uma contendo dados de 14
medidas corporais e outra com 36 medidas cranianas, estas matrizes incluiam dados

do topdtipo de M. tschudii e individuos adultos das espécies M. americana, M. jucunda,
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M. temama, M. nana, P. nemorivagus e S. gouazoubira pertencentes ao banco de
dados do NUPECCE. Em cada matriz foram considerados individuos de ambos os
sexos pela auséncia de dimorfismo sexual (Rossi, 2000). Com o conjunto de dados
de cada uma das matrizes foi feito a analise de agrupamento usando a distancia
euclidiana e o método de encadeamento médio (Sokal e Michener, 1958) e analises
de componentes principais. As duas analises foram desenvolvidas usando o programa
INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2020)

2.4 Caracterizacao Citogenética

Logo apos a coleta do exemplar, um fragmento de 5 cm x 2 cm de pele na
regido inguinal do topotipo foi coletado, subdividido em 10 partes, os quais foram
depositados em meio de congelamento (Duarte et al., 2021). Posteriormente, as
amostras foram refrigeradas a 4°C por 3 horas e colocadas no vapor de nitrogénio
liquido por 30 minutos, sendo em seguida mergulhadas no nitrogénio liquido (-196°C),
onde permaneceram estocadas.

As amostras de pele foram descongeladas em banho-maria a 37°C e
transferidas para os frascos com meio de cultivo enriquecido com soro fetal bovino e
levados a estufa a 37°C e 5% de COa. Alcangada a confluéncia celular, o material
passou por tratamento com colchicina, solugao hipotdnica e foi fixado em solugao
Carnoy (Verma e Babu, 1995).

A classificagao cromossOmica foi realizada utilizando 10 metafases do topétipo
coletado. Os cromossomos foram classificados de acordo com a razao de bragos
como metacéntricos, submetacéntricos ou acrocéntricos (Levan et al.,, 1964). O
comprimento relativo (CR) foi utilizado para a divisdo dos pares cromossémicos em
grupo A (grandes cromossomos de dois bragcos, CR=6%), grupo C (pequenos
cromossomos de dois bragos, CR<6%), grupo D (grandes cromossomos de um brago,
CR=5%), grupo E (pequenos cromossomos de um brago, CR<5%) e grupo B
(cromossomos B, CR<1,5%) (Cifuentes-Rincon, 2020). Da mesma forma, foi realizado
o bandeamento C (Sumner, 1972) para visualizar as regides de heterocromatina
constitutiva e a coloragao de Ag-RON (Howell; Black, 1980) para visualizar as regides

organizadoras de nucléolo.



19

2.5 Caracterizacao molecular

2.5.1 Extragao de DNA e sequenciamento do mitogenoma

Apo6s captura do exemplar, foram coletados fragmentos de figado e musculo,
amostras que foram utilizadas para a extragdo do DNA. A extragdo de DNA gendmico
a partir das amostras de tecido foi realizada utilizando-se o “kit” comercial DNeasy
Blood and Tissue (Qiagen, Valéncia, CA, EUA) de acordo com o protocolo descrito
pelo fabricante. O ADN extraido foi quantificado por fluorometro Qubit®, tendo
concentracgédo inicial de aproximadamente 200 ng/ul, e teve sua integridade avaliada
por um gel de agarose 1%.

O sequenciamento foi feito nas instalagbes da NGS Solugbes Gendmicas
(https://ngsgenomica.com.br). Primeiro, as amostras de DNA foram fragmentadas por
sonicagao em um aparelho Covaris até um tamanho médio aproximado de 550 pares
de bases (pb). Em seguida, as bibliotecas genémicas foram preparadas usando o kit
TruSeq® Nano DNA e foram indexadas utilizando o kit IDT para Illlumina - TruSeq
DNA UD Indexes v2, seguindo as instru¢cdes dos fabricantes. As bibliotecas foram
quantificadas por meio de qPCR e agrupadas em proporgdo equimolar com outras
amostras para serem sequenciadas. O pool de amostras foi sequenciado em uma
flowcell P2 (2x100bp) do equipamento lllumina Nextseqg 2000 (lllumina, San Diego,
California).

O sequenciamento da amostra do topotipo de M. tschudii gerou um total de
17.541.260 leituras, o mapeamento foi feito tendo como referéncia a sequéncia de M.
temama (numero de acesso do GenBank OP712669) usando o programa Geneious
Prime 2023.1.1 e seguindo os parametros padrao de “sensibilidade média-baixa” do
programa que, resumidamente, considera até 5 interagbes, uma qualidade de leitura
minima de 30, uma sobreposicdo minima de 25pb em leituras para montagem de
contigs com uma identidade de sobreposi¢ao minima de 80% e um maximo de 10%
de lacuna por leitura. O mapeamento gerou um mitogenoma de cobertura média
757,70, sendo que a sequéncia consenso foi gerada com uma cobertura minima de

10 para cada sitio.
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2.5.2 Analise filogenética

Para a analise filogenética do topdtipo de M. tschudii, foi gerada uma matriz
contendo o mitogenoma de M. tschudii e sequéncias de mitogenomas de diferentes
espécies do género Mazama do banco de dados do Nucleo de Pesquisa e
Conservagao de Cervideos (NUPECCE) e obtidas sequéncias de mitogenomas de
diferentes espécies existentes no banco de dados online GenBank (Tabela 1). Alces

alces foi utilizado como grupo externo.

Tabela 1. Sequéncias de mitogenoma de cervideos neotropicais utilizadas no estudo
filogenético.

ESpéC Codigo de Origem (Pais-

spécie acesso Localidade)
Genbank ou ID

Mazama tschudii - Topotipo T431 Peru - La Ramada

Mazama temama JN632673 Colbmbia

Mazama temama - Neotipo MZ350864 Mexico

Mazama temama MZ362858 Mexico

Mazama temama OP712670 Mexico

Mazama temama OP712669 Mexico

Mazama americana JN632657 Peru

Mazama nana MZ350863 Brasil

Mazama jucunda MZ350859 Brasil

Mazama americana JN632656 Guiana Francesa

Mazama americana — Neotipo Mz350857 Guiana Francesa

Mazama rufa — Nedtipo 0Q198444 Brasil

Odocoileus pandora 0Q731409 Mexico

Odocoileus pandora 0Q731408 Mexico

Odocoileus virginianus KM612273 Texas

Odocoileus virginianus KM612271 Veracruz, México??

Mazama rufina JNG63266 Colbmbia

Subulo goauzoubira MZ350866 Brasil

Subulo goauzoubira-Neotipo MZ350858 Paraguai

Ozotoceros bezoarticus JN632681 Bolivia

Ozotoceros bezoarticus MZ350860 Brasil

Passalites nemorivagus JN632659 Peru

Passalites nemorivagus MZ350867 Brasil

Blastocerus dichotomus JN632603 Bolivia

Alces alces MF784602 Polbnia
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A matriz de sequéncias foi alinhada mediante a ferramenta MAFFT 7(Katoh et
al., 2019) e anotada pelo programa Geneious Prime 2023.1.1. Posteriormente foi
determinado o esquema de particdo mais adequado e os melhores modelos de
evolugdo molecular para o conjunto de dados levando em consideragdo os genes
mitocondriais e sua divisdo em cdédons, e as regides ndo codantes (tRNA, rRNA). Para
isso foi utilizado o programa PartitionFinder2 on XSEDE aplicando o método de busca
“greedy” e a selecdo de modelos por BIC (Bayesian Information Criterion) (Lanfear et
al., 2016). A analise filogenética foi feita por meio de Inferéncia Bayesiana (IB),
realizada no programa MrBayes on XSEDE 3.2.1 (Huelsenback J., Ronquist F. 2001),
disponivel como webservice na plataforma CIPRES Science Gateway (Miller et al.,
2010), com 25.000.000 de geracdes até obter uma variancia < 0.01. Para estimar a
distribuicdo da probabilidade posterior foi utilizado a Metropolis-Coupled MCMC
(Marcov Chain Monte Carlo) com nchains=4, nruns=2 e burninfrac=0,25. A arvore

obtida foi editada com auxilio do programa FigTree v.1.4.0 (Rambaut, 2012).

3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacao morfolégica do topétipo de M. tschudii

Coloragédo geral acastanhada. Linha dorso-medial do corpo de coloragao
marrom escura. Regiao ventral do corpo amarelado claro, esbranquicado na regiao
inguinal. Pelos compridos na regido ventral do térax. Auséncia de pelo na regido
inguinal. Regido dorsal da cauda com a mesma coloragéao que o resto da area dorsal
do corpo, regiao ventral da cauda com pelos compridos e brancos. Pescogo de
coloracio cinza escura, contrastando com o resto do corpo. Membro posterior lateral
acastanhada com pelos avermelhados na area lombar, ventro-dorsal cinza claro e
ventro-distal escuro, na regido do metatarso. Auséncia de tufo tarsal e metatarsal.
Membro anterior lateralmente de coloragcdo acastanhada, distalmente cinza escuro.
Membro anterior ventralmente amarelado, dorsalmente esbranquicado e distalmente
amarelado. Regido externa da orelha cinza escura similar ao pescogo, e internamente
castanha escuro. Base da orelha branca. Auséncia de pelos na regido basal da orelha.

Regido orbital de coloragdo cinza escuro sobre uma banda amarelada. Abertura
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lacrimal de coloragdo amarelada. Regido mentoniana castanho escuro, clareando
ventralmente até a regido do pescogo na linha média ventral. Mancha nasal branca.

Presenca de tufo frontal (Figura 2).

Figura 2. Topdtipo macho de M. tschudii, coletado na Provincia Lambayeque, Peru.
(A) vista lateral do corpo. (B) vista dorsal do corpo. (C) vista lateral da
cabeca.
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O topdtipo apresentou chifres curtos, simples e sulcados longitudinalmente. O
cranio apresentou bula auditiva de tamanho moderado e dois forames orbitais com

fossa preorbital de formato oval (Figura 3).

Figura 3. Cranio do topo6tipo de M. tschudii A) vista ventral, (B) vista dorsal, (C) vista
lateral esquerdo, (D) vista lateral direito.

A tabela 2 e 3 mostram, respectivamente, as medidas corporais e cranianas

obtidas do topdétipo de M. tschudii.
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Tabela 2. Medidas de biometria corporal externa do topétipo macho de M. tschudii

Carater (cm) T431|Carater (cm) T431
Comprimento de cabeca| 22,5 |Comprimento de corpo 74,7
Largura de cabeca 7,5 |Abdbébmen 57,8
Comprimento de orelha | 9,6 [Comprimento do testiculo direito 5,3
Distancia entre olhos 4,4 |Comprimento do testiculo esquerdo| 5,2
Mandibula 6,3 |Diédmetro de testiculo direito 2,1
Perimetro do pescogo | 24,2 |Diametro de testiculo esquerdo 2,2
Torax 50,2 |Metatarso 19,1
Altura 51 |Comprimento de cauda 7,5
Metacarpo 11 |Massa (Kg) 13,6

Tabela 3. Medidas tomadas do crénio do topétipo macho de M. tschudii

Carater (mm)| T431 |Carater (mm)| T431 |Carater (mm)| T431
CT 174,7 ACR 120,6 MLPP 58,9
CcCB 168,28 MCN 45,8 MLFM 16,15
CB 154,9 CCFL 86,1 LFM 56,03
CCC 104,2 CPO 79,04 MLEO 73,15
PP 50,7 CLP 40,2 LMEO 39,5
EBC 35,02 DCD 55,87 LZ 72,6
EBF 74,5 CLM 29,73 MLEN 15,1
CvC 74,7 CLP 26,7 MLPM 22,7
CFM 109,8 MCIO 30,41 MLP 50,91
LN 96,1 MAIO 29,06 BCNS 43,22
LR 138,05 MLM 71,19
LP 164,4 MLCO 35,41

CT= Comprimento total; CCB = Comprimento condilo-basal; CB = comprimento basal; CCC= comprimento curto do cranio; PP =
pré-molar — prosthion; EBC = eixo base-cranial; EBF= eixo base-facial; CVC= comprimento vicero-craniano; CFM = comprimento
frontal mediano; LN=lambda — nasal; LR = lambda — regi&o mais distal do osso nasal; LP=lambda — prosthion; ACR= acrocranio;
MCN= maior comprimento dos nasais; CCFL= comprimento curto facial — lateral; CPO= comprimento palatal-oral; CLP=
comprimento lateral do pré-maxilar; DCD= distancia corrida de dentes; CLM= comprimento da linha do molar; CLP= comprimento
da linha pré-molar; MCIO= maior comprimento interno da 6rbita; MAIO= maior altura interna da 6rbita; MLM= maior largura do
mastdide; MLCO= maior largura dos condilos occipitais; MLPP= maior largura das bases do processo para-occipital; MLFM=
maior largura do foramen magno; LFM= menor largura frontal; MLEO= maior largura entre as 6rbitas; LMEO= menor largura entre
as orbitas; LZ= largura do zigomatico; MLEN= maior largura entre os nasais; MLPM= maior largura entre o pré-maxilar; MLP=
maior largura do palatal; BCNS= basion — ponto mais alto da crista nucal superior.

A andlise de agrupamento feito com o conjunto das medidas corporais,
evidenciou a formagao de dois grandes grupos (Figura 4), um formado pelas espécies
M. americana, das diferentes localidades, a espécie M. rufa e a espécie M. jucunda.

O outro grupo esta formado pelas espécies de pequeno porte como S. gouazoubira,
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P. nemorivagus, M. temama, M. nana, e dentro deste grupo o individuo coletado de
M. tschudii, formando um subgrupo com as espécies P. nemorivagus, M. temama, M.
nana. Um resultado similar foi obtido na analise de craniometria (Figura 5), no qual
os individuos das espécies M. americana, M. rufa e M. jucunda, foram recuperados
em um grupo separado das espécies de pequeno porte M. nana, M. temama, S.
gouazoubira e P. nemorivagus. Nesse ultimo grupo, e de forma independente foi

recuperado o topétipo de M. tschudiii.

T327 M. americana - Acre
T329 M. americana - Acre
T268 M. rufa

T206 M. americana - Rondobnia
T29 M. americana - Acre

T373 M. iucunda

T305 M. jucunda

T71 M. jucunda

T211 M. americana - Rondonia
T204 M. jucunda

T232 M. americana - Caraias
T270 M. rufa

T32 M. americana - Amazonas
T358 M. americana - Guiana
T220 M. rufa

T40 M. americana - Caraias
T385 M. rufa

T227 M. americana - Caraias
T33 M. americana - Amazonas
T274 M. americana - Caraias
T342 M. americana - Rondonia
T255 M. rufa

T34 M. americana - Amazonas
T31 M. americana - Amazonas
T104 M. rufa

T309 P. nemorivaqus

T377 S. qouazoubira

T26 S. qouazoubira

T209 S. qouazoubira

T183 M. nana

T431 M. tschudii - Lambayeque-Peru
T359 P. nemorivaaus

T366 M. temama

T264 P. nemorivaqus

T363 M. temama

T53 M. nana

T102 M. nana

T20 P. nemorivaqus

T362 M. temama

X08 M. temama

T
6.91 5.18 3.46 1.73 0.0
Distancia

Figura 4. Dendrograma gerado com as de medidas de biometria corporal do topétipo

de M. tschudii e outras espécies de cervideos neotropicais.
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T340 M. americana - Rondonia
T385 M. rufa
T358 M. americana - Guiana Francesa
T268 M. rufa
T252 M. americana - Juina
T259 M. americana - Parana
T269 M. americana - Ronddnia
T260 M. americana - Para
T254 M. americana - Juina
T251 M. americana - Juina
T211 M. americana - Rondonia
T206 M. americana - Rondonia
T340 M. jucunda
T254 M. americana - Maranhao
NPC24 M. jucunda
NPCO002 M. jucunda
T431 M. tschudii - Topétipo - Lambayeque Peru
T377 S. gouazoubira
T389 S. gouazoubira
T366 M. temama
T304 M. nana

T371 P. nemorivaqus

T275 P. nemorivaqus
T346 P. nemorivaqus
_|—T113 S. gouazoubira
T323 S. gouazoubira
_|:T266 P. nemorivaqus
NPC114 M. nana
NPC020 M. nana
MX08 M. temama

h
— ]| L

I T T 1
10.52 7.89 5.26 2.63 0.0l

Figura 5. Dendrograma gerado com as de medidas cranianas do topétipo de M.

tschudii e outras espécies de cervideos neotropicais.
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Na analise de componentes principais (PCA) feito com as medidas de biometria

corporal, os componentes PC1 e PC2 explicam 82,0% da variancia total, sendo 75,3%

e 6,7% respectivamente (Figura 6). As correlagbes de cada variavel com os

componentes principais utilizados sao apresentadas na Tabela 4, os valores mostram

correlagcio positiva entre a PC1 com todas as variaveis, variando entre 0,55 com a

variavel distancia entre olhos e 0,98 com a variavel peso. Na PC2 a maior correlagao

positiva ocorreu com a variavel distancia entre olhos (0.68) e a maior correlagao

negativa com a variavel comprimento da orelha (-0.57).

8.007

4.001

PRT268

PRT220

0.0

CP 2 (6.7%)

-4.00

-8.00-

T ®

T385

T255 ‘1'355

PRT270

-8.00

M. americana (Sensu lato)

M. temama

-4.00

. M. americana (Sensu stricto)
. M. tschudii

0.00
CP 1 (75.3%)

M. jucunda
. P. nemorivagus

4.00

. M. nana

S. gouazoubira

8.00

. M. rufa

Figura 6. Biplot da PCA baseado em dados de biometria corporal do topétipo de M.
tschudii e outras espécies de cervideos neotropicais

Ao projetar as coordenadas dos individuos no plano das componentes, a PC1

mostra marcada diferenga entre as espécies de maior porte (M. americana, M. rufa) e

as espécies de menor porte (P. nemorivagus, S. guaozoubira, M. temama, M. nana),
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enquanto M. jucunda se posicionou nestes dois grupos. O topétipo de M. tschudii
posicionou-se entre as sobreposi¢cdes das espécies de menor porte P. nemorivagus,

S. gouazoubira e M. nana.

Tabela 4. Coeficientes de correlacdo das variaveis de biometria corporal com as
componentes PC1 e PC2

Variaveis PC1 PC2
Comprimento de Cabeca 0.92 0.11
Largura de Cabega 0.94 0.11
Comprimento de Orelha 0.64 -0.57
Distancia entre olhos 0.55 0.68
Mandibula 0.86 0.05
Metacarpo 0.87 -0.14
Altura 0.95 -0.12
Comprimento de Corpo 0.93 -0.04
Comprimento de Cauda 0.81 0.17
Metatarso 0.92 -0.19
Perimetro de Pescocgo 0.84 -0.09
Torax 0.89 0.07
Abdémem 0.94 0.07
Peso 0.98 -0.03

A PCA feita com as medidas cranianas € apresentada na figura 7, a PC1 e PC2
representam 70,8% e 4,1% da variancia total dos dados respectivamente. As
correlacbes de cada variavel com os componentes principais utilizados sao
apresentadas na Tabela 5. Os valores mostram correlagao positiva entre a PC1 com
todas as variaveis, variando entre 0,35 com a variavel maior largura do foramen
magno (MLFM) e 0,97 com a variavel comprimento total (CT). Na PC2 a maior
correlagdo positiva ocorreu com as variaveis lambda — nasal (LN) e maior
comprimento dos nasais (MCN), com valor de 0,17 e a maior correlagao negativa com

a variavel maior largura entre os nasais (MLEN), com valor de -0.43.
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Figura 7. Biplot da PCA baseados em medidas cranianas do topétipo de M. tschudii
e outras espécies de cervideos neotropicais.

A projegao das coordenas dos individuos no plano dos componentes mostra a
separagao de M. americana (sensu stricto), M. americana (sensu lato) e M. rufa das
espécies P. nemorivagus, S. goauzoubira, M. temana, M. nana e M. tschudii. Houve
sobre posicionamento na distribuicdo de coordenadas das espécies P. nemorivagus,
S. goauzoubira, M. temama e M. nana. M. tschudii diferencia-se claramente do
conjunto de espécies analisadas, posicionando-se distante de P. nemorivagus, S.
goauzoubira, M. temana principalmente, sem sobreposi¢ao e no extremo mais inferior
da PC2.
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Tabela 5. Coeficientes de correlacdo das variaveis de biometria craniana com as
componentes PC1 e PC2

Variaveis PC1 PC2 |Variaveis PC1 PC2 |Varidveis PC1 PC2 | Varidveis PC1 PC2

CT 0.98 0.07 |LN 0.84 -0.03 |CLM 0.83 -0.28 |MLEO 0.84 -0.21
CCB 0.95 0.05 |LR 0.93 0.01 |CLP1 0.76 -0.35 |LMEO 0.81 0.28
CB 09 0.1 |LP 0.96 0.12 |MCIO 0.79 031 |LZ 0.95 -0.05
CCC 0.92 0.05 |ACR 0.97 0.11 |MAIO 0.7 0.35 |MLEN 0.59 043
PP 0.91 0.17 |MCN 0.88 0.0036 | MLM 0.56 0.01 |MLPM 0.76 -0.09
EBC 0.63 -0.34 |CCFL 0.95 -0.0021 | MLCO 0.85 -0.17 |MLP 0.7 -0.33

EBF 0.87 0.26 |CPO 0.87 0.06 |MLPP 0.85 -0.21 |BCNS 0.89 0.14
CcvC 0.95 0.07 |CLP 0.91 0.02 |MLFM 0.37 -0.2
CFM 0.92 0.02 |DCD 0.84 -03 |LFM 0.78 -0.28

3.2 Descricao citogenética

A andlise citogenética do topotipo de M. tschudii teve um numero diploide (2n)
de 42 e um numero fundamental (NF) de 68. Foram observados 12 pares de
cromossomos autossomos de dois bracos e 8 pares de autossomos acrocéntricos. A
medicdo do cromossomo por comprimento relativo classificou os pares 1 a 5 como
pertencentes ao Grupo A (grandes cromossomos de dois bragos), os pares 6 a 12 ao
Grupo C (pequenos cromossomos de dois bragos) e os pares 13 a 20 ao Grupo E
(pequenos cromossomos de um brago).

A morfologia do cromossomo X foi submetacéntrica e a do Y acrocéntrica,
sendo o menor do lote. Foram observados de 1 a 2 cromossomos B (Figura 8). Nas
metafases analisadas sob a coloragdo de Ag-RON foram observadas as marcagdes
de regides nucleolares nos teldbmeros do brago longo (q) de ambos os cromossomos
do par 2 e nos teldbmeros do braco q dos cromossomos do par 13 (Figura 8B). O
bandamento C permitiu observar as regides de heterocromatina constitutiva
associadas ao centrobmero de todos os cromossomos autossomos (Figura 8C), exceto
no menor cromossomo de dois bracos, posicionado como par 12. Também, foi
possivel observar marcagdes de heterocromatina intersticial associada aos bragos q
dos grandes cromossomos submetacéntricos, correspondentes aos pares 1 a 3, mas

levemente no par 2 (Figura 8C).
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Figura 8. Cariétipo do topétipo macho de M. tschudii (2n = 42 + 1-2 B, NF = 68). A)

Coloragéo convencional de Giemsa; B) Coloragéo de Ag-RON; C) Bandamento C.

3.3 Analise filogenética

A andlise filogenética do mitogenoma completo recuperou o topoétipo de M.
tschudii na sub-tribo odocoileina dentro do clado da espécie M. temama com 100% de
probabilidade posterior. O topétipo do Peru foi observado como taxon irmao ao
individuo M. temama de origem colombiana, separado dos M. temama do México. A
espécie M. americana foi recuperada como parafilética em que os individuos da
Guiana Francesa foram recuperados em um clado irmdo a espécie M. rufa (100% de
probabilidade) e em outro clado, o individuo M. americana do Peru como irmao ao
clado de M. jucunda e M. nana (100% de probabilidade). Também, a analise recuperou
as espécies do género Odocoileus como grupo irmao ao género Mazama com alta

probabilidade posterior.
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Figura 9. Andlise de Inferéncia Bayesiana do mitogenoma completo de Cervideos
Neotropicais. Valores acima do né = probabilidade posterior. Em negrito =
topotipo de M. tschudii coletado em Lambayeque, Peru.

4. DISCUSSAO

4.1 Caracterizagao morfolégica

A descrigao do M. tschudii foi caracterizada pelas particularidades de coloragéo
discretamente mais escura e maior tamanho em comparacdo com as espécies S.
goauzoubira e P. nemorivagus. No topoétipo coletado, a coloragdo acastanhada da
pele, linha dorso-medial do corpo de coloragdo marrom escura e areas mais
enegrecidas na regidao do pescogo e cabeca confirmam as descricoes feitas por
Wagner (1855) e Lydekker (1898).
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Em relagcdo ao tamanho, o posicionamento das coordenadas do topoétipo de M.
tschudii nas analises de PCA, permite afirmar que M. tschudii trata-se de um pequeno
cervideo (Figura 6 e 7). Os dendrogramas foram congruentes (Figura 4 e 5),
mostrando o topétipo de M. tschudii alocado junto com as espécies S. gouazoubira,
P. nemorivagus, M. temama e M. nana. Porém, no agrupamento obtido com as
medidas corporais o topotipo formou um subgrupo que excluiu os individuos de S.
gouazoubira usados neste estudo; aparecendo ligeiramente distante no subgrupo
formado junto as espécies P. nemorivagus, M. temama e M. nana. Por sua vez, o
agrupamento com as medidas cranianas mostra o topétipo de forma independente,
sem formar nenhum subgrupo com as espécies referidas, demostrando mais uma vez

a diferenciagao de M. tschudii, conforme o referido por Allen (1915).

4.2 Caracterizagao citogenética

A citogenética tem se mostrado uma ferramenta muito importante para auxiliar
na discussdo da taxonomia das espécies do género Mazama (Abril et al., 2010;
Cifuentes-Rincon et al., 2020). Devido a isso, a anadlise citogenética de espécimes
Mazama coletados em diversas localidades, se torna fundamental para a maior
compreensao sobre a diversidade cariotipica do género e a resolugao das espécies
validas dentro do mesmo (Gonzéalez e Duarte, 2020). O cariétipo do topétipo de M.
tschudii apresentou 2n = 42 e NF = 68, uma descricdo diferenciada aos demais
cervideos neotropicais, principalmente aos citados para M. americana, que apesar de
ter um numero diploide préximo, as diferengcas de numero fundamental evidenciam
diversos processos associados a rearranjos cromossémicos (Abril et al., 2010;
Cifuentes-Rincon et al., 2020; Peres et al., 2021). Isso se fundamenta nos 12 pares
de cromossomos de dois bragos encontrados no cariotipo de M. tschudii em
comparagao com 1 ou 2 pares de cromossomos de dois bragos nos individuos M.
americana (Abril et al., 2010; Cifuentes-Rincén et al., 2020). Também, M. tschudii
possui um sistema sexual simples em comparagao com o sistema sexual multiplo da

espécie M. americana (Abril et al., 2010; Cifuentes-Rincon et al., 2020).
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Em comparagdo com as espécies de pequeno porte dentro do género, as
diferengas de 2n sdo marcadas quando comparadas com M. jucunda (2n = 32-34) e
M. nana (2n = 36-39) (Duarte e Jorge, 2003; Abril e Duarte, 2008). A maior similaridade
na descri¢ao cariotipica de M. tschudii € observada quando comparada ao neétipo da
espécie M. temama cujo 2n = 44 e NF = 70 (Sandoval et al., 2022), entretanto, é
provavel que exista no minimo uma fusao em tandem diferenciando esses cariotipos.
O bandamento C realizado foi chave como evidéncia de marcagdes intersticiais nos
bragos q de um par de cromossomos adicionais aos observados no cariotipo do
nedtipo de M. temama (Sandoval et al., 2022), caracteristica que pode ser um sinal

diferencial de diferentes rearranjos na sua constituicdo cariotipica.

4.3 Caracterizagao filogenética

A analise filogenética de inferéncia Bayesiana evidenciou que o topétipo de M.
tschudii nao se posiciona em nenhum dos clados que representam as espécies S.
gouazoubira ou P. nemorivagus, mas se posicionou na subtribo Odocoileina.
Adicionalmente, também nao foi associado a nenhum clado com espécimes de M.
americana, nem os da localidade tipo nem com o individuo de M. americana do Peru.
Isso confirma que a descricdo de Wagner (1855) ndo corresponde as espécies em
que o nome foi sinonimizado ao longo da historia taxonémica (Lydekker, 1898, Allen,
1915)

Entretanto, a analise revelou que o topdtipo de M. tschudii foi recuperado no
clado da espécie M. temama, descrita para México e América central (Kerr, 1792;
Sandoval et al., 2022). Especificamente, o mitogenoma de M. tschudii foi recuperado
como irmao ao espécime identificado como M. temama com origem na Colémbia,
divergindo dos demais M. temama de origem Mexicana. Essa sequéncia de M.
temama colombiana foi discutido por Gutiérrez et al., (2017) através de filogenia do
gene mitocondrial Cyt-b, devido a grande divergéncia com os M. temama do México,
sugerindo que se trate de uma possivel espécie ndo descrita. Para isso, o autor sugere
a revisao do taxon através do estudo integrativo a partir de exemplares coletados na

Colébmbia e Venezuela (Gutiérrez et al., 2017).
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Devido a estreita relacdo entre o topotipo de M. tschudii e o espécime de
Mazama colombiano utilizado na analise filogenética deste trabalho, possivelmente
ambos individuos sejam a mesma espécie M. tschudii Wagner, 1855, a qual deve ser

reconhecida como valida dentro do género Mazama como grupo irmé&o a M. temama.

5. CONCLUSAO

Os dados obtidos sustentam a hipétese de que o cervideo com maior
ocorréncia na Cordilheira Ocidental do Peru descrito por Wagner 1855 se trate de uma
espécie valida dentro do género. Entretanto, ainda € necessario complementar as
informagdes com resultados de técnicas como a citogenética molecular para uma

melhor compreensao das diferencas entre os cariétipos de M. tschudii e M. temama.
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CAPITULO 3 - Caracterizagdo morfolégica, citogenética e molecular de Mazama
whitelyi (Gray, 1873)

1. INTRODUCAO

O género Mazama Rafinesque (1817) agrupa os cervideos neotropicais por
caracteristicas morfolégicas em comum, como s&o, chifres simples nos machos,
membros posteriores maiores que os anteriores, coloragdao vermelha ou cinzenta do
pelame (Eisenberg, 1989). Recentemente, com a revalidacdo dos géneros Subulo
(Bernegossi et al., 2023) e Passalites (Morales-Donoso et al., 2023) o género Mazama
ficou restrito aos animais de pelagem avermelhada como o principal trago morfoldgico.
A espécie mais antiga do grupo foi Mazama americana (Erxleben, 1777) descrito a
partir de individuos da Guiana Francesa, e por corresponder a descricao binomial mais
antiga do grupo, outros taxons que posteriormente foram descritos com uma coloragao
e tamanho semelhante, foram sinonimizados ou classificados como subespécies de
M. americana (Hershkovitz, 1959).

A homoplasia dos caracteres morfoldgicos das espécies de Mazama tem sido
amplamente discutida (Duarte et al., 2008, Abril et al., 2010 e Peres et al., 2021),
demonstrado consistentemente a grande similaridade morfolégica dos Mazama, que
nao acompanha a variagao cariotipica das espécies. Exemplo disso, temos a
descricdo da antigamente nomeada M. bororo Duarte, 1996, hoje reconhecida como
M. jucunda Thomas, 1913 (Mantellato et al., 2022), a partir da caracterizagao
citogenética de exemplares coletados no sudeste brasileiro cujas divergéncias
cariotipicas permitiram validar a espécie que para esse momento era considerada
subespécie de M. americana (Duarte e Jorge, 1996).

Por outro lado, varios citotipos da espécie M. americana foram descritos no
Brasil, baseados nas suas diferengas cariotipicas; essas diferengas, foram fusdes em
tandem ou céntricas, inversdes e variacdo do sistema sexual (Abril et al., 2010).

Outro exemplo € o que ocorre com M. temama (Kerr, 1792), onde o estudo
citogenético de exemplares em cativeiro evidenciou processos de fusbes em tandem

e céntricas relacionados com as diferengas cromossOmicas para M. americana, de



40

quem também era considerada subespécie (Jorge e Bernishke, 1977). A coleta
recente de um nedtipo da espécie, na localidade tipo em Veracruz, confirmou a
validade da espécie (Sandoval et al., 2022).

Devido a importancia da primeira espécie descrita M. americana (Erxleben,
1777) foi realizado um estudo a partir de um topotipo coletado na Guiana Francesa,
com posterior designacdo deste espécime como neodtipo da espécie. A analise
citogenética do nedtipo evidenciou que este cariétipo ainda nao havia sido encontrado
em nenhum citétipo descrito previamente, discutindo a possibilidade de que a espécie
ndo ocorra na maior parte do Brasil (Cifuentes-Rincon et al., 2020). Esse resultado
levantou o questionamento sobre a real identidade dos citétipos de M. americana
descritos no Brasil, e das demais subespécies ou sinonimias descritas em outros
paises no século passado.

No Peru, foi descrita Cervus whitelyi, uma das primeiras descri¢ées de veado
vermelho, feita por Gray (1873) a partir do cranio de um exemplar jovem com origem
em Cosfipata, Cusco, Peru. Ele possuia caracteristicas exclusivas, como 0ssos
nasais proeminentes, sulco alongado sobre cada O6rbita, a profundidade
moderadamente cdncava e arredondada para a glandula lacrimal. Autores
subsequentes reconheceram o taxon como sindnimo junior de Mazama tschudii
(Wagner 1855) (Lydekker, 1898; Neveu-Lemaire e Grandidier 1911)
ou classificaram ao nivel de subespécie de M. americana (Hershkovitz, 1959).
Entretanto, a auséncia de dados citogenéticos e de genética molecular geram lacunas
sobre o conhecimento taxondmico e impedem esclarecer a sua classificagao.

A genética molecular tem um papel fundamental em revelar a posicao de um
taxon em relagcdo a outras espécies (Ravaoarima et al., 2004). Estudos filogenéticos
feitos a partir de genes mitocondriais evidenciaram a polifilia do género e parafilia do
grupo vermelho, no qual a espécie M. americana é recuperada como parafilética ou
polifilética, dependendo a quais individuos sdo considerados na analise (Peres et al.,
2021; Gutiérrez et al., 2017). O unico estudo que possui sequéncias de M. americana
do Peru descreve o mitogenoma completo do individuo posicionado no mesmo clado
do individuo de M. americana da Guiana Francesa; no entanto, o autor sugere que
ainda sdo necessarias investigagbes moleculares e morfologicas para fornecer

conclusées definitivas (Hassanin et al., 2012).
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Portanto, o objetivo do presente estudo é caracterizar a morfologia (biometria
corporal, padrdes de coloragao, craniometria, caracterizagao pds-cranio), citogenética
(caridtipo convencional, biometria cromossémica, banda C, coloragcdo Ag- RON) e

genética molecular (mitogenoma) de um topétipo atual de M. whitelyi.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Aspectos legais e éticos

Todos os procedimentos adotados neste estudo estdo de acordo com normas
internacionais vigentes. Autorizagdo de coleta concedida pelo Servicio Nacional
Forestal y de Fauna Silvestre (SERFOR) - Peru, Resolugéo da Direcdo Geral N° 499-
2018-MINAGRI-SERFOR-DGSPFS, autorizagdo de exportacdo de amostras N°
003704-SERFOR, certificado de aprovagéao pela comissao de ética no uso de animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e veterinarias, UNESP — Campus de
Jaboticabal-SP.

2.2 Area de estudo e coleta de amostras

Uma vez obtida a licenga para a coleta e obtengdo de amostras foi organizada
uma expedicao cientifica ao Departamento de Cusco no Peru e coletado um individuo
adulto na Provincia de Paucartambo, Distrito Cozfipata, na localidade de rio Carbon,
no dia 14/04/2019. Coordenadas Zona 19, UTM E 247704, UTM N 8579762, Altitude
511 m.s.n.m (Figura 1). O individuo macho adulto, foi coletado com ajuda de
cacgadores locais que foram contratados para tal fim. O individuo foi designado com o
numero T414 do Nucleo de Pesquisa e Conservacédo e Cervideos (NUPECCE) e
catalogado no Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional San Antonio
Abad del Cuzco, com codigo N° MHNCO007-My.
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Figura 1. Local de coleta do topotipo de M. whitelyi e de outros citétipos de M.

americana originarios do Brasil.

2.3 Caracterizagao morfologica

Logo apds o abate, foi realizada a medi¢ao corporal externa do espécime para
obter informacgao sobre o peso (kg), comprimento do chifre esquerdo e direito (cm),
didmetro a base dos chifres direito e esquerdo (cm), comprimento de cabega (cm),
largura de cabeca (cm), tamanho da orelha (cm), distancia entre olhos (cm), distancia
entre chifres (cm), largura da mandibula a base (cm), comprimento do metacarpo (cm),
comprimento do metatarso (cm), altura (cm), comprimento do corpo (cm),

comprimento da cauda (cm), perimetro de pescogo (cm), perimetro toracico (cm) e
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perimetro abdominal (cm). Estas medidas foram tomadas com balanga, fita métrica e
paquimetro.

Também, o individuo foi posicionado em um pano de campo azul contendo
escalas métricas, e foto documentado nas posicdes, lateral, dorsal e ventral, bem
como detalhes da cabecga. A pele, na sua integra, foi retirada e separada dos restos
musculares, gordura e fascias, sendo entdo mergulhada em solugéo curtume para
dessecacgao do material. Apds secagem por trés dias, a mesma foi acondicionada para
estudos morfologicos. Foram examinados nas peles e nas fotos os seguintes aspectos
de coloragéo geral da pelagem, campos cromogenéticos da cabecga (faixas orbitais
superior e inferior, mancha superciliar anterior, regides auriculares antero-basal e
postero-basal, faixa rostral, regido nasal, regido mentoniana, mancha mandibular,
regiao bucal e regido gular), e campos cromogenéticos do corpo (regido da cabega e
pescoc¢o, linha mediana dorsal do corpo, dorso da cauda, regido dorsal posterior do
corpo, regiao ventral do corpo, ventre da cauda e regiao distal dos membros, padrao
de faixas de pigmentos nos pelos das diferentes regides do corpo). Também foram
examinadas as ocorréncias de faixas de pelos antevertidos e ocorréncia de tufo
arredondado de pelos na regido tarsal.

O esqueleto completo (cranio e pds-cranio) foi limpo no local de abate do animal
e o material acondicionado em caixas plasticas sob temperatura ambiente. Foram
tomadas medidas padrao do cranio conforme o proposto por Von den Driesch (1976).

Foram organizadas duas matrizes de dados, uma contendo dados de 14
medidas corporais e outra com 36 medidas cranianas, estas matrizes incluiam dados
do topdtipo de M. whitelyi e individuos adultos das espécies M. americana, M. jucunda,
M. temama, M. nana, P. nemorivagus e S. gouazoubira pertencentes ao banco de
dados do NUPECCE. Em cada matriz foram considerados individuos de ambos os
sexos pela auséncia de dimorfismo sexual (Rossi, 2000). Com o conjunto de dados
de cada uma das matrizes foi feito a analise de agrupamento usando a distancia
euclidiana e o método de encadeamento médio (Sokal e Michener, 1958) e analises
de componentes principais. As duas analises foram desenvolvidas usando o programa
INFOSTAT (Di Rienzo et al.,2020).
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2.4 Caracterizagao Citogenética

Logo apéds a coleta do exemplar, um fragmento de 5¢cm x 2cm de pele da regiao
inguinal do topdtipo foi coletado e subdividido em 10 partes. Cada fragmento foi
depositado em meio de cultivo proprio (Duarte et al. 2021). Posteriormente os
fragmentos foram refrigerados a (4°C) por 3 horas e vapor de nitrogénio liquido por 30
minutos, sendo em seguida mergulhado no nitrogénio liquido (-196°C), onde
permaneceram estocados. As amostras de pele foram descongeladas em banho-
maria a 37°C e transferidas para os frascos com meio de cultivo enriquecido com soro
fetal bovino e levados a estufa a 37°C e 5% de CO2. Alcangada a confluéncia celular,
o material passou por tratamento com colchicina, solugao hipoténica e foi fixado em
solugédo Carnoy (Verma e Babu, 1995).

A classificagdo cromossémica foi realizada utilizando 10 metafases do topétipo
coletado. Os cromossomos foram classificados de acordo com a razdo de bracos
como metacéntricos, submetacéntricos ou acrocéntricos (Levan et al., 1964). O
comprimento relativo (CR) foi utilizado para a divisdo dos pares cromossémicos em
grupo A (grandes cromossomos de dois bragos, CR=6%), grupo C (pequenos
cromossomos de dois bragos, CR<6%), grupo D (grandes cromossomos de um brago,
CR=5%), grupo E (pequenos cromossomos de um brago, CR<5%) e grupo B
(cromossomos B, CR<1,5%) (Cifuentes-Rincdon, 2020). Da mesma forma, foi realizado
o bandamento C (Sumner, 1972) para visualizar as regides de heterocromatina
constitutiva e a coloragao de Ag-RON (Howell e Black, 1980) para visualizar as regides
organizadoras de nucléolo.

A técnica de hibridizacao in situ fluorescente (FISH) foi realizada em metafases
do topétipo M. whitelyi a fim de se identificar os cromossomos sexuais. Os clones de
cromossomos artificiais de bactéria (BAC) derivados do cromossomo X da espécie
Bos taurus foram selecionados da biblioteca bovina CHORI-240 com base nos dados
do NCBI ARS-UCD1.2 genome assembly data e obtidos de BACPAC Genomics,
Emeryville, CA, EUA. Foram usadas as sondas 40H2, posi¢ado no cromossomo bovino
(MB): 74.95-75.12 e 15901, posi¢cao no cromossomo bovino (MB): 23.04-23.22. Para
extracdo de DNA, usamos um protocolo adaptado do método incluido no Wizard®
Plus SV Minipreps DNA Purification Systems. O DNA BAC foi marcado com biotina
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16-dUTP ou digoxigenina-11-dUTP (Roche, Mannheim, Alemanha) usando
BioPrime® Array CGH Genomic Labeling (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A FISH foi
realizada conforme descrito em Vozdova et al., (2019). Foi utilizado um microscépio
de fluorescéncia Zeiss Axio Image Z2 (Carl Zeiss Microimaging GmbH, Jena,
Alemanha), equipado com filtros de fluorescéncia apropriados para a visualizagéo dos
resultados de FISH.

2. 5 Caracterizagao molecular

2. 5.1 Extracao de DNA e sequenciamento do mitogenoma

Apoés captura do exemplar, foram coletados fragmentos de figado e musculo,
amostras que foram utilizadas para a extragcao do DNA. A extracdo de DNA gendmico
a partir das amostras de tecido foi realizada utilizando-se o “kit” comercial DNeasy
Blood and Tissue (Qiagen, Valéncia, CA, EUA) de acordo com o protocolo descrito
pelo fabricante. O ADN extraido foi quantificado por fluorometro Qubit®, tendo
concentragao inicial de aproximadamente 200 ng/ul, e teve sua integridade avaliada
por um gel de agarose 1%.

O sequenciamento foi feito nas instalacbes da NGS Solugdes Gendmicas
(https://ngsgenomica.com.br). Primeiro, as amostras de DNA foram fragmentadas por
sonicagao em um aparelho Covaris até um tamanho médio aproximado de 550 pares
de bases (pb). Em seguida, as bibliotecas genémicas foram preparadas usando o kit
TruSeq® Nano DNA e foram indexadas utilizando o kit IDT para lllumina - TruSeq
DNA UD Indexes v2, seguindo as instru¢cdes dos fabricantes. As bibliotecas foram
quantificadas por meio de qPCR e agrupadas em proporgdo equimolar com outras
amostras para serem sequenciadas. O pool de amostras foi sequenciado em uma
flowcell P2 (2x100bp) do equipamento lllumina Nextseq 2000 (lllumina, San Diego,
Califérnia).

O sequenciamento da amostra do topotipo de M. whitelyi gerou um total de
8.464.240 leituras, o mapeamento foi feito tendo como referéncia a sequéncia de
Mazama americana (numero de acesso do GenBank MZ350856) usando o programa
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Geneious Prime 2023.1.1 e seguindo os parametros padrao de “sensibilidade média-
baixa” do programa que, resumidamente, considera até 5 iteragbes, uma qualidade
de leitura minima de 30, uma sobreposicdo minima de 25pb em leituras para
montagem de contigs com uma identidade de sobreposicdo minima de 80% e um
maximo de 10% de lacuna por leitura. O mapemaneto gerou um mitogenoma de
cobertura média 391.80, sendo que a sequéncia consenso foi gerada com uma

cobertura minima de 10 para cada sitio.

2.5.2 Analise filogenética

Para a analise filogenética do topotipo de M. whitelyi, foi gerada uma matriz
contendo o mitogenoma de M. whitelyi e sequéncias de mitogenomas de diferentes
espéecies do género Mazama do banco de dados do Nucleo de Pesquisa e
Conservagao de Cervideos (NUPECCE) e obtidas sequéncias de mitogenomas de
diferentes espécies existentes no banco de dados online GenBank (Tabela 1).
Ranagifer tarandus foi utilizado como grupo externo.

A matriz de sequéncias foi alinhada mediante a ferramenta MAFFT 7(Katoh et
al., 2019) e anotada pelo programa Geneious Prime 2023.1.1. Posteriormente foi
determinado o esquema de particdo mais adequado e os melhores modelos de
evolugcdo molecular para o conjunto de dados levando em consideracdo os genes
mitocondriais e sua divisdo em cdédons, e as regides ndo codantes (tRNA, rRNA). Para
isso foi utilizado o programa PartitionFinder2 on XSEDE aplicando o método de busca
“greedy” e a selecdo de modelos por BIC (Bayesian Information Criterion) (Lanfear et
al., 2016). A analise filogenética foi feita por meio de Inferéncia Bayesiana (IB),
realizada no programa MrBayes on XSEDE 3.2.1 (Huelsenback J., Ronquist F. 2001),
disponivel como webservice na plataforma CIPRES Science Gateway (Miller et al.,
2010), com 25.000.000 de geragdes até obter uma variancia < 0.01. Para estimar a
distribuicdo da probabilidade posterior foi utilizado a Metropolis-Coupled MCMC
(Marcov Chain Monte Carlo) com nchains=4, nruns=2 e burninfrac=0,25. A arvore

obtida foi editada com auxilio do programa FigTree v.1.4.0 (Rambaut, 2012).
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Tabela 1. Sequéncias de mitogenoma de cervideos neotropicais utilizadas no estudo
filogenético.

Espécie Cédigo de acesso Origem (Pais-
Genbank ou ID Localidade)

Mazama whitelyi T414 Peru - Cozhipata

Mazama americana T328 Brasil - Acre

Mazama americana JN632657 Peru

Mazama americana MZ350856 Brasil - Juina

Mazama americana T251 Brasil - Juina

Mazama americana T342 Brasil - Rondbnia

Mazama americana T327 Brasil - Acre

Mazama americana T211 Brasil - Rondbnia

Mazama nana MZ350863 Brasil

Mazama nana T185 Brasil

Mazama jucunda MZ350859 Brasil

Mazama jucunda T373 Brasil

Mazama americana JN632656 Guiana Francesa

Mazama americana - Nedtipo | MZ350857 Guiana Francesa

Mazama americana T424 Brasil - Roraima

Mazama rufa - Neo6tipo T385 Brasil

Mazama rufa T255 Brasil

Mazama americana T311 Brasil - Carajas

Mazama americana T274 Brasil - Carajas

Odocoileus virginianus KM612273 Texas

Odocoileus virginianus KM612271 Veracruz

Subulo goauzoubira KJ772514 Brasil

Subulo goauzoubira MZ350858 Brasil

Ozotoceros bezoarticus JN632681 Boliviia

Ozotoceros bezoarticus MZ350860 Brasil

Blastoceros dichotomus JN632603 Bolivia

Passalites nemorivagus JN632659 Peru

Passalites nemorivagus MZ350861 Brasil

Rangifer tarandus NC007703 N&o publicado
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizagao morfolégica do topétipo de M. whitelyi

Coloragéao geral castanho avermelhada. Linha dorsal castanho escuro. Regiao
inguinal esbranquigada. Cauda similar a coloragao do corpo na regiao dorsal, branca
ventralmente. Pescogo castanho escuro dorsalmente, lateralmente segue coloragao
do corpo. Presenca tufo tarsal marrom escuro. Pelos mais escuros ao redor da
articulagao tarsal lateralmente, contrastando entre regido dorsal e distal do membro
posterior lateral. Membro posterior de coloracdo avermelhada clara homogénea
ventralmente. Membro anterior de coloragdo avermelhada lateralmente e branco
ventralmente. Regido externa da orelha de coloragdo pardo escuro, levemente
cinzenta. Regido interna da orelha branca. Base da orelha de coloragdo avermelhada
claro, esbranquicada e ausente de pelo. Mandibula e regido mentoniana de coloragao
esbranquicada. Lateral da cabega e pescog¢o de coloragdo amarelada. Mancha
superciliar ausente. Base da orbita de coloragao cinza escura. Presenga de tufo
frontal. Coloragédo dorsal frontal da cabega marrom escuro (Figura 2). Presenga de
chifres simples, curtos e inclinados distalmente. No cranio, o formato da 6rbita é
arredondado, com sulco alongado sobre a mesma, glandula lacrimal com
profundidade moderada e céncava e com a borda inferior das 6rbitas sendo muito

expandido, constituindo a parte mais larga do cranio (Figura 3).
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Figura 2. Topétipo macho de M. whitelyi, coletado em Cosfipata, Peru. (A) vista lateral
do corpo. (B) vista ventral do corpo. (C) vista dorsal do corpo. (D) vista lateral
da cabeca.
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Figura 3. Cranio do topétipo macho de M. whitelyi. A) vista dorsal; B) vista ventral; C)
vista lateral direita; D) vista lateral esquerda.

A tabela 2 mostra as medidas de biometria corporal e a tabela 3 as medidas

cranianas obtidas do topotipo de M. whitelyi.

Tabela 2. Medidas de biometria corporal externa do topdtipo macho de M. whitelyi,

ID=T414.
Carater (cm) T414|Carater (cm) T414
Comprimento de cabeca| 26 |Comprimento de corpo 92
Largura de cabeca 9 |Abdbémen 77
Comprimento de orelha | 9,4 |Comprimento do testiculo direito 52
Distancia entre olhos 5,9 |Comprimento do testiculo esquerdo| 5,4
Mandibula 7,7 |Diametro de testiculo direito 2,2
Perimetro do pescogo 33 |Diametro de testiculo esquerdo 2,3
Torax 71 |Metatarso 23,5
Altura 59 [Comprimento de cauda 9,8
Metacarpo 13,2 |Massa (kg) 33,4
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Tabela 3. Medidas tomadas do cranio do topétipo macho de M. whitelyi ID= T414.

Carater (mm)| T414 |Carater (mm)| T414 |Carater (mm)| T414

CT 199,65 ACR 120,6 MLPP 58,9
CCB 194,4 MCN 45,8 MLFM 16,15
CB 178,22 CCFL 86, 1 LFM 56,03
CcCC 113,46 CPO 79,04 MLEO 73,15
PP 64,76 CLP 40,2 LMEO 39,5
EBC 35,11 DCD 55,87 LZ 72,6

EBF 144,93 CLM 29,73 MLEN 15,1
CcvC 95,117 CLP 26,7 MLPM 22,7
CFM 116,11 MCIO 30,41 MLP 50,91

LN 107,26 MAIO 29,06 BCNS 43,22
LR 161,09 MLM 71,19
LP 193,23 MLCO 35,41

CT= Comprimento total; CCB = Comprimento condilo-basal; CB = comprimento basal; CCC= comprimento curto do cranio; PP =
pré-molar — prosthion; EBC = eixo base-cranial; EBF= eixo base-facial; CVC= comprimento vicero-craniano; CFM = comprimento
frontal mediano; LN= lambda — nasal; LR = lambda - regido mais distal do osso nasal; LP=lambda — prosthion; ACR= acrocranio;
MCN= maior comprimento dos nasais; CCFL= comprimento curto facial — lateral; CPO= comprimento palatal-oral; CLP=
comprimento lateral do pré-maxilar; DCD= distancia corrida de dentes; CLM= comprimento da linha do molar; CLP= comprimento
da linha pré-molar; MCIO= maior comprimento interno da 6rbita; MAIO= maior altura interna da 6rbita; MLM= maior largura do
mastdide; MLCO= maior largura dos céndilos occipitais; MLPP= maior largura das bases do processo para-occipital; MLFM=
maior largura do foramen magno; LFM= menor largura frontal; MLEO= maior largura entre as 6rbitas; LMEO= menor largura entre
as orbitas; LZ= largura do zigomatico; MLEN= maior largura entre os nasais; MLPM= maior largura entre o pré-maxilar; MLP=
maior largura do palatal; BCNS= basion — ponto mais alto da crista nucal superior.

O resultado da analise de agrupamento para medidas cranianas e biométricas
foram congruentes. Ambas as topologias agruparam o topétipo de M. whitelyi dentro
do grupo de M. rufa, M. americana da Guiana Francesa e de diversas localidades no
Brasil e M. jucunda. A analise biométrica, recuperou o topétipo em um subgrupo junto
a dois espécimes do citétipo de Ronddnia, um do citétipo Acre, um individuo de M.
rufa e dois de M. jucunda (Figura 4). A craniometria posicionou o topotipo de forma
independente sem formar nenhum subgrupo e proximo de um individuo do citétipo
Rondénia (Figura 5). As outras espécies de veado vermelho (M. nana e M. temama)
foram agrupadas como pequenos Mazama, separado das espécies de meédio e grande

porte como sdo M. jucunda, M. americana e M. rufa.
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T373 M. jucunda

T305 M. jucunda
T327 M. americana - Acre
T29 M. americana - Acre
T329 M. americana - Acre
T268 M. rufa
T414 M. whitelyi - Topotipo - Coshipata - Peru
T206 M. americana - Rondbnia
T71 M. jucunda
—| T211 M. americana - Rondbnia
T204 M. jucunda

T232 M. americana - Carajas
T270 M. rufa
T32 M. americana - Amazonas
T358 M. americana — Nedtipo — Guiana Francesa
T220 M. rufa
T40 M. americana - Carajas
—| T385 M. rufa
1227 M. americana - Carajas
T33 M. americana - Amazonas
T274 M. americana - Carajas
T342 M. americana - Rondonia
T255 M. rufa
T34 M. americana - Amazonas

—1__ T31 M. americana - Amazonas
T104 M. rufa

T309 P. nemorivagus

T377 S. gouazoubira

T26 S. gouazoubira
T209 S. gouazoubira
T183 M. nana

T359 P. nemorivagus
T366 M. temama
T264 P. nemorivagus
T363 M. temama
T53 M. nana

T102 M. nana

T20 P. nemorivagus
T362 M. temama
MX08 M. temama

T T i
6.96 5.22 3.48 1.74 0.0
Distancia

Figura 4. Dendrograma gerado com as medidas de biometria corporal do topaétipo de
M. whitelyi e outras espécies de cervideos neotropicais.
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T414 M. whitelyi - Topétipo - Cosiipata - Peru
T340 M. americana - Rondobnia
T385 M. rufa
T358 M. americana — Neétipo -Guiana Francesa
*‘ _ T268 M. rufa
| T252 M. americana - Juina
T259 M. americana - Parana
T269 M. americana - Rondobnia
T260 M. americana - Para
1254 M. americana - Juina
T251 M. americana - Juina
T211 M. americana - Rondodnia
T206 M. americana - Rondobnia
T340 M. jucunda
1254 M. americana - Maranhao
4‘—NPCZ4 M. jucunda
NPCO002 M. jucunda
T377 S. gouazoubira
T389 S. qouazoubira
T366 M. temama
T304 M. nana
371 P. nemorivaqus
275 P. nemorivaqus
346 P. nemorivaqus
113 S. qouazoubira
323 S. gouazoubira
266 P. nemorivaqus
PC114 M. nana
NPCO020 M. nana
MX08 M. temama

1

T T T 1
10.57 7.93 5.29 2.64 0.0

Distancia

Figura 5. Dendrograma gerado com as medidas do cranio do topotipo de M. whitelyi
e outras espécies de cervideos neotropicais.

Na analise de componentes principais (PCA) feito com as medidas de biometria
corporal, os componentes PC1 e PC2 explicam 81,4% da variancia total, sendo 74,6%
e 6,8% respectivamente (Figura 6). As correlagbes de cada varidavel com as
componentes principais utilizadas sdo apresentadas na Tabela 4 e os valores
mostram correlagao positiva entre a PC1 com todas as variaveis, variando entre 0,53

com a variavel distancia entre olhos e 0,98 com a variavel peso. Na PC2 a maior
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correlagao positiva ocorreu com a variavel distancia entre olhos (0.66) e a maior

correlagao negativa com a variavel comprimento da orelha (-0.57).

6.007

3.001

T309

MX 08
T363@.@
7102 T20
T366 T183 T362
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(]
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CP 2 (6.8%)
o
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M. americana (Sensu lato)
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@ M. americana (Sensu stricto)
@ M. whitelyi

0.00
CP 1 (74.6%)

M. jucunda
@ . nemorivagus

3.00 6.00

@ Monana @ vnm

S. gouazoubira

Figura 6. Biplot da PCA baseados em dados de biometria corporal do topétipo de M.
whitelyi e outras espécies de cervideos neotropicais

Ao projetar as coordenadas dos individuos no plano dos componentes, a PC1

separa claramente as espécies de maior porte (M. americana, M. rufa) e as espécies

de menor porte (P. nemorivagus, S. guaozoubira, M. temama, M. nana), enquanto M.

Jucunda distribui-se nos dois grupos. O topdtipo de M. whitelyi posicionou-se perto

das sobreposicoes das espécies M. jucunda e M. americana (sensu lato) e distante

de M. americana (sensu stricto).
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Tabela 4. Coeficientes de correlagao das variaveis de biometria corporal com os
componentes PC1 e PC2

Variables PC1 PC2
Comprimento de Cabeca 0.92 0.17
Largura de Cabeca 0.93 0.13
Comprimento de Orelha 0.65 -0.57
Distancia entre olhos 0.53 0.66
Mandibula 0.86 0.08
Metacarpo 0.86 -0.22
Altura 0.95 -0.12
Comprimento de Corpo 0.93 -0.02
Comprimento de Cauda 0.79 0.09
Metatarso 0.91 -0.22
Perimetro de Pescogo 0.83 -0.03
Torax 0.88 0.1
Abdomem 0.94 0.07
Peso 0.98 -0.02

A PCA feita com as medidas cranianas é apresentada na figura 7, a PC1 e PC2
representaram 71,4% e 4,3% da variéncia total dos dados respectivamente. As
correlacbes de cada variavel com os componentes principais utilizados sao
apresentadas na Tabela 5. Os valores mostram correlagao positiva entre a PC1 com
todas as variaveis, variando entre 0,35 com a variavel maior largura do foramen
magno (MLFM) e 0,97 com a variavel comprimento total (CT). Na PC2 a maior
correlagao positiva ocorreu com a variavel maior largura do foramen magno (MLFM)
e a maior correlacdo negativa com a variavel maior largura entre os nasais (MLEN)

com valor de -0.43.
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Figura 7. Biplot da PCA baseados em medidas cranianas do topétipo de M. whitelyi e
outras espécies de cervideos neotropicais

A projecéo das coordenas dos individuos no plano dos componentes mostra a

separagao de M. americana (sensu stricto), M. americana (sensu lato) e M. rufa das

espécies P. nemorivagus, S. goauzoubira, M. temana e M. nana. M. whitelyi,

posicionou-se perto da dispersao de coordenadas dos espécimes de M. americana

(sensu lato) e distante de M. rufa e M. americana (sensu stricto), sem sobreposig¢ao e

no extremo mais inferior da CP2.
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Tabela 5. Coeficientes de correlacdo das variaveis de biometria craniana com os
componentes CP1 e CP2

Variables CP1 CP 2 |Variables CP1 CP 2 |Variables CP1 CP2|Variables CP1 CP2

CT 0.97 0.02 LN 0.84 0.17 CLM 0.81 0.13| MLEO 0.83 -0.11
CCB 0.95 -0.02 LR 093 0.1 CLP1 0.77 0.09| LMEO 0.83 -0.16
CB 0.96 -0.08 LP 0.95 0.05| MCIO 0.79 -0.38 LZ 094 0.1
CCC 0.91 0.06 ACR 0.97 0.04| MAIO 0.69 -0.42| MLEN 0.6 -0.43
PP 0.91 0.04 MCN 0.88 0.17 MLM 0.61 -0.33| MLPM 0.76 0.09
EBC 0.69 -0.06| CCFL 0.95 0.15| MLCO 0.86 0.07 MLP 0.7 0.13
EBF 0.95 041 CPO 0.86 0.12| MLPP 0.84 -0.19| BCNS 0.87 0.01
CcvC 0.95 0.02 CLP 0.91 -0.05| MLFM 0.35 0.73
CFM 0.92 -0.02 DCD 0.84 0.05 LFM 0.79 -0.16

3.2 Descricao citogenética

O topodtipo apresentou 2n = 45 e NF = 48. O primeiro par de autossomos €&
submetacéntrico. Todos os outros pares de autossomos foram acrocéntricos. A
biometria cromossémica permitiu classificar os cromossomos de acordo com 0 seu
comprimento relativo de bragos (CR), sendo que o par cromossémico 1 foi alocado no
grupo A, os pares 2 a 8 no grupo D e 9 a 21 no grupo E (Figura 8).

A analise de coloragao de Ag-RON evidenciou que as marcagdes de regides
nucleolares ativas estdo associadas a regido intersticial distal de ambos os
cromossomos do par 4, e a regido telomérica de um cromossomo do par 8 (Figura
8B). O bandamento C revelou as regides de heterocromatina constitutiva associada
ao centrdmero de todos 0os cromossomos autossomos. Também, evidenciou uma forte
marcacgao intersticial no brago q do cromossomo X, trés bandas intersticiais discretas
no cromossomo 2, duas bandas intersticiais discretas no par 3, uma banda intersticial

discreta no par 4 (Figura 8C).
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Figura 8. Cari6tipo de um topé6tipo macho de M. whitelyi (2n = 45 + 2-3 B, NF=48) (A)
sob coloragédo convencional de Giemsa, (B) sob coloragao Ag-RON e (C)
bandamento C.

A FISH utilizando clones BAC do cromossomo X de bovino no cariétipo do
topotipo macho de M. whitelyi evidenciou que a morfologia do cromossomo X é um
grande submetacéntrico, no qual as sondas CH240-40H2 (Figura 5, em verde) e
CH240-15901 (Figura 5, em rosa) hibridizaram no brago p e q do cromossomo X,
respetivamente. Especificamente, a sonda BAC CH240-15901 foi evidenciada na
regiao proximal do brago q do cromossomo X, proximo a banda de heterocromatina
intersticial evidenciada no bandamento C. Nao foi observada nenhuma marcacao de
sonda de cromossomo X na regiao distal a essa banda intersticial, portanto, suponha-
se que esteja relacionado a uma fusdo X-autossémica. Isso confirma que o sistema
sexual desse espécime seja multiplo no qual o cromossomo X se apresentou como
um grande cromossomo submetacéntrico, Y1 como um pequeno metacéntrico e Y2

correspondendo ao par do autossomo fusionado com X.
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Figura 9. Hibridizagdo in situ fluorescente mostrando o padrdo de marcagéo das
sondas de clones BAC CH240-40H2 (verde) e CH240-15901 (rosa), derivadas do
genoma bovino, no cromossomo X do topotipo macho de M. whitelyi. A seta amarela
indica o cromossomo X. A contra coloragdo foi realizada com DAPI (azul) e a
marcagao com digoxigenina (rosa) e biotina (verde). Aumento de 1000x em
microscopio de fluorescéncia.

3.3 Analise filogenética

O resultado da analise filogenética por Inferéncia Bayesiana recuperou o
topotipo de M. whitelyi dentro da subtribo Odocoileina, no clado composto por o
individuo de M. americana do Peru e individuos de localidades do Brasil
correspondente aos citétipos do oeste da Amazénia (Acre, Juina e Ronddnia), além
das espécies M. jucunda e M. nana. Também, a espécie M. americana se apresentou
polifilético dado que individuos da localidade tipo na Guiana Francesa foram
recuperados em um clado diferente, com a espécie M. rufa e M. americana citétipo
Carajas como grupo irmao (100 % probabilidade). O género Odocoileus foi recuperado
como monofilético e grupo irmao de todos os citados anteriormente.

Na outra subtribo, Blastocerina, foram recuperadas as espécies monofiléticas
S. gouazoubira (100% probabilidade), B. dichotomus (100% probabilidade), O.
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bezoarticus (100% probabilidade) e P. nemorivagus (100% probabilidade), conforme

observado na Figura 10.

,,,,,,,,,,,, T414 M. whitelyi - Topoétipo - Cosiiipata - Peru
4%? ......... T328 M. americana - Acre

,,,,,,,,,,,, JN632657 M. americana - Peru

________ MZ350856 M. americana - Juina

'© 1251 M. americana - Juina
....... T342 M. americana - Rondonia
,,,,,,,,, T327 M. americana - Acre
® __T211 M. americana - Rondénia
,,,,,,,,,, MZ350863 M. nana - Brasil
'®__.T185 M. nana - Brasil

100

MZ350859 M. jucunda - Brasil

'® _T373 M. jucunda - Brasil

,,,,,,,,,, T385 M. rufa - Neotipo - Brasil
' _T255 M. rufa - Brasil

,,,,,,,,,, T311 M. americana - Carajas - Brasil

......... T274 M. americana - Carajas - Brasil

,,,,,,,, T424 M. americana - Roraima - Brasil
10 _MZ350857 M. americana - Neotipo - G.Francesa

,,,,,,,,, JN632656 M. americana - G. Francesa
KM612273 O. virginianus - Texas

100

100 e I KM612271 O. virginianus - Veracruz

KJ772514 S. goauzoubira - Brasil
'™ MZ350858 S. goauzoubira - Nedtipo - Paraguai

--JN632681 O. bezoarticus - Bolivia
'® MZz350860 O. bezoarticus - Brasil

...... MZ350860 B. dichotomus - Bolivia

,,,,,,,,,,,,, JN632659 P. nemorivagus - Peru

e

e MZ350861 P nemorivagus - Brasil
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, NC007703 R. tarandus

Figura 10. Arvore de Inferéncia Bayesiana de cervideos neotropicais a partir do
mitogenoma completo. Valores dos nos sao as probabilidades posteriores.
Grupo externo: Alces alces. Em negrito = topotipo de M. whitelyi.
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4. DISCUSSAO

4.1 Caracterizagao morfolégica

Os caracteres diagnosticos da descricdo de M. whitelyi foram evidenciados no
topotipo recente coletado neste estudo. A posigao das coordenadas nas analises de
PCA com as medidas de biometria externa e craniana evidenciaram o posicionamento
do topdtipo como de porte médio ou grande, tendo como referéncia as amostras
incluidas neste estudo. O formato da 6rbita arredondado, com sulco alongado sobre
a mesma, glandula lacrimal com profundidade moderada e céncava e com a borda
inferior das 6rbitas sendo muito expandida, confirmando o citado por Gray (1873). Por
sua vez, os resultados das analises de agrupamento feito com as medidas cranianas,
mostram ao topétipo de M. whitelyi independente sem formar nenhum subgrupo com
os demais individuos (Figura 5), reforcando a descricdo de diferenciagao feita pelo
autor.

O agrupamento do topotipo de M. whitelyi com os M. americana das diferentes
localidades e também com individuos M. rufa, separado dos pequenos cervideos
neotropicais, sustenta que M. whitelyi nao tem similaridade morfométrica com M.
tschudii, contrariando sua sinonimizagcao conforme proposto por Lydekker (1898) e
Neveu-Lemaire e Grandidier (1911), posto que o topétipo de M. tschudii agrupou-se
com as espécies de pequeno porte (P. nemorivagus, S. goauzoubira, M. nana e M.

temama), conforme o mostrado no capitulo anterior neste trabalho.

4.2 Caracterizagao citogenética

A descrigao cariotipica do topétipo do presente estudo revelou um 2n=45 e NF
= 48. Semelhante aos resultados da morfologia, o cariétipo desse individuo difere
consideravelmente do cariétipo do individuo coletado de M. tschudii, que apresentou
2n =42 e um NF = 68, evidéncias que permitem refutar a sinonimizarao proposta por
por Lydekker (1898) e Neveu-Lemaire e Grandidier (1911).
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Por outro lado, o cariétipo de M. whitelyi foi similar ao descrito para os citétipos
do oeste da Amazénia do Brasil, como em Juina (2n = 44/45; NF = 48), Rondbnia (2n
= 42/43 e NF = 46) e individuos do Acre (2n= 46/47 e NF = 48) (Abril et al., 2010).
Importante ressaltar que a analise citogenética de M. americana sensu lato do Brasil
mostrou uma variagao intra-especifica que derivou em seis citétipos, associados com
numeros diploides diferentes de acordo ao padrao geografico (Abril et al., 2010). Entre
esses, individuos do citétipo Parana foram reconhecidos como pertences a espécie
M. rufa, apresentando o maior numero diploide (2n = 52/53 e NF = 56), diferente dos
citotipos de Juina e Rondbnia cujos numeros diploides e fundamentais sdo menores
devido ao acumulo de rearranjos cromossémicos (Abril et al., 2010; Cifuentes-Rincén
et al., 2020).

Adicionalmente, o cariétipo de M. whitelyi também difere do cari6tipo do nedtipo
de M. americana (sensu stricto) (Cifuentes-Rincon et al., 2020). Apesar do numero
diploide ser o mesmo que o descrito para o nedtipo de Guiana Francesa (2n = 45), o
NF bem diferente revela inumeros rearranjos cromossémicos associados ao processo
de evolugdo cromossémica para cada espécie. As diferengas cariotipicas podem
representar uma barreira reprodutiva entre populacées, uma vez que estudos em
animais hibridos, gerados pelo cruzamento entre diferentes citétipos em cativeiro,
evidenciaram diferentes graus de subfertilidade e infertilidade, a depender do acumulo
de rearranjos cromossémicos que os diferenciam (Cursino et al., 2014; Salviano et al.,
2017; Galindo et al., 2021). Principalmente o processo de fusdo em tandem tem sido
citado como relevante em diminuir significativamente a viabilidade do hibrido entre
citotipos diferentes (Galindo et al., 2021).

Os resultados do cariétipo e de bandamentos cromossdmicos em M. americana
(sensu stricto) (Cifuente-Rincon et al. 2020), M. rufa (Peres et al. 2021) e nos citétipos
Carajas, Santarém e Jari (Abril et al. 2010), diferencia M. whitelyi desses cariotipos e
o aproxima dos citétipos de Juina, Rondénia e Acre (Abril et al. 2010).
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4.3 Analise filogenética

A analise mitogenémica de inferéncia bayesiana recuperou o topétipo de M.
whitelyi num subclado com um individuo do citétipo de Acre e outro individuo do Peru
(numero de acesso do GenBank JN632657). Essa amostra utilizada no estudo feito
por Hassanin et al., (2012), foi recuperada junto ao individuo de M. americana da
Guiana Francesa. Esse resultado mostrou-se distinto ao obtido no presente estudo,
posto que os individuos de M. americana da Guiana Francesa foram recuperados em
um clado diferente ao de M. whitelyi, demostrando também a parafilia do género.

A condi¢cao nao monofilética de M. americana tem sido relatada por diversos
autores (Duarte et al. 2008; Hassanin et al., 2012; Gutiérrez et al., 2017; Heckeberg
et al., 2020; Bernegossi et al., 2022). O presente estudo evidenciou a espécie como
parafilética, na qual os exemplares M. americana do oeste AmazOnico foram
recuperados como grupo irmao das espécies M. jucunda e M. nana, em um clado
diferente ao dos exemplares M. americana da localidade tipo (Guiana Francesa).

As divergéncias entre o topotipo de M. whitelyi e o nedétipo de M. americana e
de M. rufa evidenciam que esses ndo sao a mesma especie. Além disso, a intima
relacdo do topdtipo com os individuos do oeste da Amazdnia do Brasil, relacionados
aos citotipos Acre, Juina e Ronddnia, revela que esses citotipos podem corresponder
a M. whitelyi, sustentando pela monofilia na analise filogenética de Inferéncia
bayesiana (100 % probabilidade) e similaridade do numero diploide e numero

fundamental.

5. CONCLUSAO

Mazama whitelyi apresenta caracteristicas diferenciadas que permitem sua
proposicao como espécie valida dentro do género. Ainda, que os citétipos de M.
americana do oeste da Amazénia sao grupo irmao de M. whitelyi e possivelmente

pertencem a essa espécie.
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CAPITULO 4 - Caracterizagdo morfolégica, citogenética e molecular de alguns

exemplares de Mazama em cativeiro no Peru

1. INTRODUCAO

O género Mazama Rafinesque, 1817, € o grupo taxonémico formado por
cervideos de pequeno a médio porte e chifres simples, que se distribuem ao longo da
Ameérica tropical e subtropical desde o nordeste mexicano até a regido central da
Argentina, ocupando uma ampla variedade de habitats (Eisenberg, 1989; Allen, 1915).

As caracteristicas morfologicas deste grupo sao produtos da adaptacédo ao
habitat, em um processo evolutivo que levou a selegdo de corpos de menor tamanho
e com menor desenvolvimento da galhada (Eisenberg, 1989). Entretanto, a
complexidade deste grupo esta nessa convergéncia morfolégica associada a alta
diversidade cariotipica e linhagens distintas dentro do género (Duarte et al., 2008).
Assim, tém sido identificados cariotipos muito diferentes entre as espécies estudadas,
que vao desde 2n = 32 até 2n = 70, sendo frequentes os polimorfismos
cromossOmicos intraespecificos (Neitzel,1987; Fontana e Rubini, 1990; Duarte e
Jorge, 2003; Abril e Duarte, 2008; Abril et al., 2010). Outra caracteristica do género é
a polifilia descrita pela filogenia mitocondrial, na qual a espécie tipo do género,
Mazama rufa (llliger, 1811)(Peres et al., 2021), junto a Mazama americana ( Erxleben,
1777), Mazama temama (Kerr,1792) , Mazama rufina (Pucheran, 1851), Mazama
nana (Hensel,1872) e Mazama jucunda Thomas,1913, se alocam em um clado que
diverge de outras espécies neotropicais, como a antigamente nomeada Mazama
gouazoubira (Fischer, 1814), hoje reconhecida dentro do revalidado género Subulo e
Mazama nemorivaga (Cuvier, 1817) dentro do género Passalites (Gutiérrez et al.,
2017; Heckeberg et al., 2020; Bernegossi et al., 2022; Morales-Donoso et al., 2023).

Devido a complexidade taxonémica apresentada no grupo, varios estudos tém
sido conduzidos com o intuito de esclarece-la. Entre estes, a caracterizagdo de um
topdtipo recente de M. americana revelou uma morfologia similar aos exemplares da
espécie que ocorrem no Brasil, entretanto, o niumero dipléide (2n = 45) revelou
diferencas cromossoémicas significativas entre estes (Cifuentes-Rincon et al., 2020).

Outro estudo analisou as caracteristicas de exemplares reconhecidos como M.
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americana da regiao do Parana no Brasil (sudeste do pais) mostrando diferengas
cariotipicas de mais de 15 rearranjos cromossdémicos existente entre o cariétipo do
nedtipo de M. americana e os individuos do citétipo Parana (Peres et al., 2021). Isso,
sustentado pela filogenia mitocondrial, justificou a revalidagdo da espécie M. rufa, e
proposicao de um nedtipo coletado entre a fronteira sul do Brasil, no estado do Parana
e no Paraguai (Peres et al., 2021).

Da mesma forma que ocorreu com M. rufa, varias outras formas de veado
vermelho tém sido associadas a espécie M. americana, portanto, € importante dar
continuidade ao estudo de revisdo e caracterizacao taxondmica de morfotipos
similares a espécie com ocorréncia em outras regides da América Latina. Exemplo
disso, temos as descri¢des realizadas na regidao amazonica e outras regides do Peru,
cujos autores consideraram que se tratasse da espécie M. americana (Bodmer e
Pezo, 2001; Aquino et al., 2007; Sanchez e Vasquez, 2007; Tobler et al., 2009; Mayor
et al., 2011; Aquino et al., 2014; Gonzales e Llerena, 2014; Hurtado, 2015; Vela et
al.,2017; Shane e Shane, 2018; Rivera, 2019; Madrid, 2020; Scullion et al., 2021,
Chung, 2022). Também, exemplares cativos nos diversos zooldgicos e criadouros do
Peru sdo nomeados comumente como M. americana devido as similaridades
morfolégicas com essa espécie. Assim o objetivo do estudo foi caracterizar
citogenética, morfolégica e molecularmente alguns individuos do género Mazama que
se encontram atualmente em cativeiro no Peru, com origem conhecida, com vistas a
colaborar para a resolugao das incertezas taxondmicas desses animas e auxiliar no

conhecimento da diversidade dos Cervideos do Peru.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Aspectos legais e éticos.

Todos os procedimentos adotados neste estudo estdo de acordo com normas

internacionais vigentes. Autorizagdo de coleta concedida pelas instituicbes para a

obtengao de amostras de sangue, pele e pelo, certificado de aprovagéo pela comissao
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de ética no uso de animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e veterinarias,
UNESP — Campus de Jaboticabal-SP.

2.2 Area de estudo e coleta de amostras.

Foi feito um levantamento dos zooldgicos e criadouros no Peru que possuiam
individuos do género Mazama em cativeiro. Uma vez obtida a licencga para a coleta e
obtengcdo de amostras, foi solicitada a cada instituicdo uma autorizagdo para coletar
amostras de sangue, pele, pelo, seguida por documentacédo fotografica de cada
exemplar mantido em cativeiro. As instituicbes que autorizaram a coleta foram
Zoolégico La Jungla (Ucayali), Parque Natural Pucallpa (Ucayali) e Centro Urku (San
Martin), e as visitas foram realizadas em abril de 2022, onde foram amostrados trés
individuos adultos cuja localidade de origem era conhecida (um de cada instituicao)
(Tabela 1). Os espécimes foram designados com os numeros T453, T454 e T555 do
Nucleo de Pesquisa e Conservagdao de Cervideos (NUPECCE). A referéncia de

origem é apresentada na figura 1.

Tabela 1. Individuos do género Mazama em cativeiro no Peru, amostrados no
presente estudo.

Espécie N° Data de | Sexo | Instituigao Localidade de
Tese coleta Propietaria origem
Mazama americana | T453 | 18/04/2022 | F Zoologico Alto Ucayali
La Jungla
Mazama americana | T454 | 20/04/2022 | M Parque Pucallpa
Natural
Pucallpa
Mazama americana | T455 | 22/04/2022 | F Centro Urku | Cuyumbuque

Os individuos foram contidos quimicamente por meio do disparo de dardos
anestésicos com o auxilio de pistola pneumatica. O protocolo anestésico foi a

associcao de Cloridrato de Cetamina 10mg/kg e Cloridrato de Xilazina 1,5mg/kg, via
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intramuscular. O procedimento foi executado pelo Prof. Dr. José Mauricio Barbanti
Duarte.

Specimens South American Biomes

. mm Moist Broadleaf Forests
= T453 == Montane Grasslands & Shrublands
ki @ s Deserts & Xeric Shrublands
Dry Broadleaf Forests
. T455 = Flooded Grasslands & Savannas

Mangroves
== Mediterranean Forests
Cytotypes Graaslands and Savannas

A ac
A ro
A

Red Brocket Complex

0 250 500
1 IKm

Figura 1. Lugar de procedéncia dos espécimes T453, T454 e T455 amostrados em

cativeiro.

2.3 Caracterizagao morfologica

Uma vez anestesiados os animais, foi realizada a medigéo corporal obtendo
informagdes sobre o peso (kg), comprimento do chifre esquerdo e direito (cm),
didmetro a base dos chifres direito e esquerdo (cm), comprimento de cabega (cm),
largura de cabega (cm), tamanho da orelha (cm), distancia entre olhos (cm), distancia
entre chifres (cm), largura da mandibula a base (cm), comprimento do metacarpo (cm),

comprimento do metatarso (cm), altura (cm), comprimento do corpo (cm),
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comprimento da cauda (cm), perimetro de pescogo (cm), perimetro toracico (cm) e
perimetro abdominal (cm). Estas medidas foram tomadas com balanga, fita métrica e
paquimetro.

Também, os animais foram posicionados em um pano de campo azul contendo
escalas métricas, sendo foto-documentados nas posi¢des, lateral, dorsal e ventral,
bem como detalhes da cabeca.

Foram examinados nas peles e nas fotos os seguintes aspectos: coloragao
geral da pelagem, campos cromogenéticos da cabecga (faixas orbitais superior e
inferior, mancha superciliar anterior, regides auriculares antero-basal e postero-basal,
faixa rostral, regido nasal, regido mentoniana, mancha mandibular, regido bucal e
regido gular), campos cromogenéticos do corpo (regidao da cabeca e pescoco, linha
mediana dorsal do corpo, dorso da cauda, regido dorsal posterior do corpo, regido
ventral do corpo, ventre da cauda e regido distal dos membros, padrao de faixas de
pigmentos nos pelos das diferentes regides do corpo), ocorréncia de faixas de pelos
antevertidos e ocorréncia de tufo arredondado de pelos na regiao tarsal.

Os dados das medidas corporais foram organizados numa matriz incluindo
dados de individuos adultos das espécies M. americana, M. jucunda, M. temama, M.
nana, P. nemorivagus e S. gouazoubira pertencentes ao banco de dados do
NUPECCE. Foram considerados individuos de ambos os sexos pela auséncia de
dimorfismo sexual (Rossi, 2000). Com o conjunto de dados da matriz foi feita a analise
de agrupamento usando a distancia euclidiana e 0 método de encadeamento médio
(Sokal e Michener, 1958) e analises de componentes principais. As duas analises

foram desenvolvidas usando o programa INFOSTAT (Di Rienzo et al.,2020)

2. 4 Caracterizagao Citogenética

Foi realizada uma bidpsia de fragmento de pele da regido inguinal dos
individuos, de aproximadamente 1cm?, usando pinga e tesouras finas estéreis e com
desinfecgao e tricotomia previa da area com sabdo bactericida e alcool 70%. A
amostra foi conservada em meio de transporte (meio McCoy com 20% de solugéo de

antibiético), subdividida em 5 partes que foram depositadas em meio de congelamento
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(Duarte et al. 2021). Posteriormente, os fragmentos foram refrigerados a 4°C por 3
horas e deixados no vapor de nitrogénio liquido por 30 minutos, sendo em seguida
mergulhados no nitrogénio liquido (-196°C), onde permaneceram estocados.

As amostras de pele foram descongeladas em banho-maria a 37°C,
transferidas para frascos com meio de cultivo enriquecido com soro fetal bovino e
levados a estufa a 37°C e 5% de CO2. Alcangada a confluéncia celular, o material
passou por tratamento com colchicina, solugdo hipotdnica e foi fixado em solugéo
Carnoy (Verma e Babu, 1995).

A classificagdo cromossémica foi realizada utilizando 10 metafases de cada
individuo amostrado. Os cromossomos foram classificados de acordo com a razao de
bragos como metacéntricos, submetacéntricos ou acrocéntricos (Levan et al., 1964).
O comprimento relativo (CR) foi utilizado para a divisdo dos pares cromossémicos em
grupo A (grandes cromossomos de dois bragos, CR=6%), grupo C (pequenos
cromossomos de dois bragos, CR<6%), grupo D (grandes cromossomos de um brago,
CR=5%), grupo E (pequenos cromossomos de um brago, CR<5%) e grupo B
(cromossomos B, CR<1,5%) (Cifuentes-Rincon, 2020). Da mesma forma, foi realizado
o bandeamento C (Sumner, 1972) para visualizar as regides de heterocromatina
constitutiva e a coloragao de Ag-RON (Howell e Black, 1980) para visualizar as regides

organizadoras de nucléolo.

2. 5 Extracao de DNA e sequenciamento do mitogenoma

A extracdo de DNA gendmico foi realizada utilizando-se o “kit” comercial
DNeasy Blood and Tissue (Qiagen, Valéncia, CA, EUA) de acordo com o protocolo
descrito pelo fabricante. O DNA extraido foi quantificado por fluorometro Qubit®, tendo
concentracao inicial de aproximadamente 200 ng/ul, e teve sua integridade avaliada
por um gel de agarose 1%.

O sequenciamento foi feito nas instalacbes da NGS Solugdes Gendmicas
(https://ngsgenomica.com.br). Primeiro, as amostras de DNA foram fragmentadas por
sonicagao em um aparelho Covaris até um tamanho médio aproximado de 550 pares
de bases (pb). Em seguida, as bibliotecas genémicas foram preparadas usando o kit
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TruSeg® Nano DNA e foram indexadas utilizando o kit IDT para Illlumina - TruSeq
DNA UD Indexes v2, seguindo as instrugdes dos fabricantes. As bibliotecas foram
quantificadas por meio de qPCR e agrupadas em proporgdo equimolar com outras
amostras para serem sequenciadas. O pool de amostras foi sequenciado em uma
flowcell P2 (2x100bp) do equipamento lllumina Nextseq 2000 (lllumina, San Diego,
Califérnia).

O sequenciamento da amostra do exemplar T453 gerou um total de 17.031.100
leituras o T454 17.151.812 leituras e o T455 um total de 18.483.680 leituras, o
mapeamento foi feito tendo como referéncia a sequéncia de Mazama americana
(numero de acesso do GenBank MZ350856) usando o programa Geneious Prime
2023.1.1 e seguindo os parametros padrdo de “sensibilidade média-baixa” do
programa que, resumidamente, considera até 5 interagbes, uma qualidade de leitura
minima de 30, uma sobreposicdo minima de 25pb em leituras para montagem de
contigs com uma identidade de sobreposicao minima de 80% e um maximo de 10%
de lacuna por leitura. O mapeamento gerou um mitogenoma de cobertura média de
7,5x para o exemplar T453; 50,8x para o exemplar T454 e 57,8x para o individuo
T455. A sequéncia consenso foi gerada com uma cobertura minima de 3, 10 e 10 para

cada sitio para os exemplares T453, T454 e T455 respectivamente.

2.6 Analise filogenética

Para a analise filogenética dos espécimes de cativeiro, foi gerada uma matriz
contendo o mitogenoma dos trés espécimes (T453, T454 e T455) e sequéncias de
mitogenomas de diferentes espécies do género Mazama do banco de dados do
Nucleo de Pesquisa e Conservagéo de Cervideos (NUPECCE) e obtidas sequéncias
de mitogenomas de diferentes espécies existentes no banco de dados online
GenBank (Tabela 1). Rangifer tarandus foi utilizado como grupo externo.

A matriz de sequéncias foi alinhada mediante a ferramenta MAFFT 7(Katoh et
al.,, 2019) e anotada pelo programa Geneious Prime 2023.1.1. Posteriormente foi
determinado o esquema de particdo mais adequado e os melhores modelos de

evolugdo molecular para o conjunto de dados levando em consideragado os genes
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mitocondriais e sua divisdo em cddons, e as regides nao codantes (tRNA, rRNA). Para
isso foi utilizado o programa PartitionFinder2 on XSEDE aplicando o método de busca
“greedy” e a selecdo de modelos por BIC (Bayesian Information Criterion) (Lanfear et
al., 2016). A analise filogenética foi feita por meio de Inferéncia Bayesiana (IB),
realizada no programa MrBayes on XSEDE 3.2.1 (Huelsenback J., Ronquist F. 2001),
disponivel como webservice na plataforma CIPRES Science Gateway (Miller et al.,
2010), com 25.000.000 de geragdes até obter uma variancia < 0.01. Para estimar a
distribuicdo da probabilidade posterior foi utilizado a Metropolis-Coupled MCMC
(Marcov Chain Monte Carlo) com nchains=4, nruns=2 e burninfrac=0,25. A arvore

obtida foi editada com auxilio do programa FigTree v.1.4.0 (Rambaut, 2012).

Tabela 2. Sequéncias de mitogenoma de cervideos neotropicais utilizadas no estudo
filogenético.

Espécie Caédigo de acesso Origen_1 (Pais-
Genbank ou ID Localidade)

Mazama whitelyi - topoétipo T414 Peru - Cozhipata

Mazama americana T328 Brasil - Acre

Mazama americana JN632657 Peru

Mazama americana MZ350856 Brasil - Juina

Mazama americana T251 Brasil - Juina

Mazama americana T342 Brasil - Rondonia

Mazama americana T327 Brasil - Acre

Mazama americana T455 Peru - Cufiumbuque

Mazama americana T211 Brasil - Rondbnia

Mazama americana T454 Peru - Pucallpa Norte

Mazama americana T453 Peru - Alto Ucayali

Mazama nana MZ350863 Brasil

Mazama nana T185 Brasil

Mazama jucunda MZ350859 Brasil

Mazama jucunda T373 Brasil

Mazama americana JN632656 Guiana Francesa

Mazama americana-Neotipo | MZ350857 Guiana Francesa

Mazama americana T424 Brasil - Roraima

Mazama rufa -Neotipo T385 Brasil

Mazama rufa T255 Brasil

Mazama americana T311 Brasil - Carajas

Mazama americana T274 Brasil - Carajas

Odocoileus virginianus KM612273 Texas
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Odocoileus virginianus KM612271 Veracruz
Subulo goauzoubira KJ772514 Brasil

Subulo goauzoubira- Nedtipo |MZ350858 Paraguai
Ozotoceros bezoarticus JN632681 Bolivia
Ozotoceros bezoarticus MZ350860 Brasil
Blastoceros dichotomus JN632603 Bolivia
Passalites nemorivagus JN632659 Peru
Passalites nemorivagus MZ350861 Brasil
Rangifer tarandus NC007703 N&o publicado

3. RESULTADOS

3. 1 Descricao morfolégica externa

T453, M. americana, individuo fémea de coloragcado geral do corpo castanha
avermelhada. Linha dorsal medial castanha escura. Regido ventral esbranquigada.
Pescogo e cabeca castanha uniforme, dorsalmente escurecida e ventralmente
esbranquicada. Orelhas pontiagudas, externamente da coloragdo do corpo,
internamente acastanhada, ausente de pelos, base branca. Mancha frontal até a
regido superior da oOrbita amarelada. Inferior da orbita castanha escura sobre o
castanho avermelhado das bochechas. Regido frontal da cabega até a mufla
enegrecida. Regido mentoniana acastanhada. Pelos curtos e finos na regido do
pescoco e cabega. Pelos mais compridos na regido lateral do corpo, anca e cauda
(Figura 2-1).

T454, M. americana, individuo macho de coloragao geral do corpo vermelho
brilhante. Regido inguinal esbranqui¢cada. Metatarsos lateralmente de coloragao cinza.
Cabecga cinzenta com presenga de mancha mentoniana esbranquigada. Orelhas
pontiagudas, externamente de coloracdo castanha cinza, internamente
esbranquicadas e ausentes de pelo. Regido frontal com presencga de tufo de pelos
alaranjados. Regido orbital castanha, olhos sobre uma banda marrom e mancha
laranja projetada lateralmente na cabeca. Pelos finos e curtos em toda a superficie do

corpo (Figura 2-2).
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T455, M. americana, individuo fémea de coloragao geral do corpo vermelho
brilhante. Regido inguinal esbranqui¢cada. Metatarsos lateralmente de coloragao cinza.
Cabeca e pescoco de coloracdo cinza dorso-lateralmente e esbranquicada
ventralmente. Presenga de mancha mentoniana esbranquigada. Orelhas pontiagudas,
externamente de coloragao castanha cinza, internamente esbranquicadas e ausentes
de pelo. Regiao frontal com presenca de tufo de pelos castanhos. Regido orbital

castanha. Pelos finos e curtos em toda a superficie do corpo (Figura 2-3).
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Figura 2. Individuos amostrados do género Mazama em cativeiro no Peru. (1) M.
americana T453, fémea; a) foto lateral do corpo b) foto close da cabecga. (2) M.
americana T454, macho; a) foto lateral do corpo b) foto close da cabega. (3) M.
americana T455, fémea; a) foto lateral do corpo b) foto close da cabeca
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Tabela 3. Medidas de biometria corporal externa dos individuos do género Mazama
amostrados em cativeiro no Peru.

CARATER (cm) 453 | 454 | 455 |CARATER (cm) 453 | 454 | 455

Comprimento de

cabeca 25 (24,2 23 [Abdbmen 895 75 | 72
Comprimento do testiculoj

Largura de cabega 9,35| 10 [9,85 [direito 4,85

Comprimento de Comprimento do testiculo

orelha 9 9,8 | 9,4 lesquerdo 47

Distancia entre olhos | 5,7 | 5,6 | 9,05 |Didmetro de testiculo direito 2,3
Diametro de testiculg

Mandibula 8,6 | 8,3 |7,95|esquerdo 2,1

Perimetro do pescogo| 32,5 33,5 | 29,5 |Metatarso 23 | 23 |21,7

Torax 74 168,5| 66 |[Comprimento de cauda 16 11 11

Altura 64 | 64 [60,5|Massa (em Kg) 43,5] 32,5301

Metacarpo 14,5 14 13,7

Comprimento de

COorpo 98,5(91,5| 84

A analise de agrupamento recuperou todos os individuos cativos amostrados
no Peru dentro de um grande grupo formado por individuos das espécies M.
americana (com origem na Guiana Francesa e nas diferentes localidades do Brasil),
M. rufa e M. jucunda, separados do grupo dos individuos de Mazama de pequeno
porte, como M. temama, M. nana e os individuos S. gouazoubira e P. nemorivagus
Em um subgrupo, foram recuperados os individuos de Pucallpa e Alto Ucayali,
correspondentes ao macho T454 e a fémea T453, respetivamente, junto aos
individuos M. rufa e M. americana. Em outro subgrupo, foi posicionado o individuo
T455, junto com o citétipo Rondénia, citétipo Acre e todos os individuos de M. jucunda

analisados no estudo.
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T327 M. americana - Acre

T29 M. americana - Acre

T373 M. jucunda

T305 M. jucunda

T211 M. americana - Rondonia

T71 M. jucunda

T455 M. americana - Cuyumbuque - Peru
T204 M. jucunda

T232 M. americana - Carajas

T270 M. rufa

T453 M. americana - Alto Ucayali - Peru

T33 M. americana - Amazonas
T274 M. americana - Carajas
T342 M. americana - Rondonia
T255 M. rufa

T32 M. americana - Amazonas

T358 M. Americana - Nedtipo - Guiana Francesa

T220 M. rufa

T40 M. americana - Carajas

T385 M. rufa

T329 M. americana - Acre

T268 M. rufa

T227 M. americana - Carajas

T206 M. americana - Rondonia

T454 M. americana - Pucallpa - Peru

_| T34 M. americana - Amazonas
T31 M. americana - Amazonas

T104 M. rufa

T309 P. nemorivagus

T377 S. gouazoubira

T26 S. gouazoubira

T209 S. gouazoubira

T183 M. nana

T359 P. nemorivagus

T366 M. temama

T264 P. nemorivagus

T363 M. temama

_| T53 M. nana
T102 M. nana
T20 P. nemorivagus
T362 M. temama
MX08 M. temama

1 1 1
7.03 5.27 3.51 1.76 0.0(

Distancia

[

Figura 3. Dendrograma gerado com medidas de biometria corporal de espécimes do
género Mazama em cativeiro no Peru e outras espécies de cervideos
neotropicais.

Na analise de componentes principais (PCA) feito com as medidas de biometria
corporal as componentes PC1 e PC2 explicam o 81,2% da variancia total, sendo
74,4% e 6,8% respectivamente (Figura 4). As correlagcdes de cada variavel com as

componentes principais utilizados se apresentam na Tabela 4, os valores mostram
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correlagao positiva entre a PC1 com todas as variaveis, variando entre 0,53 com a
variavel distancia entre olhos e 0,98 com a variavel peso. Na PC2 a maior correlagao
positiva apresentasse com a variavel distancia entre olhos (0.67) e a maior correlagao
negativa com a variavel comprimento da orelha (-0.57).

8.007

4.00

T309

ACT327

MX08

X
o 1000 AMT32
5 T20
© 0.00 T g T10
~ : 0 T ° T455
a T264  T3s0 100 T305 1373
(&) T74
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T26 T209
-4.00
-8.00-
r T T 1
-8.00 -4.00 0.00 4.00 8.00
CP 1(74.4%)
M. americana (Sensulat)) @) M. americana (Sensu stricto) @) M. americana T453 @ . americana T454 M. americana T455 M. jucunda
@ Monana @ v @ M temama @ P nemorivagus . gouazoubira

Figura 4. Biplot da PCA baseados em dados de biometria corporal de espécimes do
género Mazama presentes no cativeiro no Peru e outras espécies de
cervideos neotropicais

A projegao das coordenadas dos individuos no plano dos componentes mostra
que na PC1 existe clara diferenciagao entre as espécies de maior porte (M. americana,
M. rufa) e as espécies de menor porte (P. nemorivagus, S. guaozoubira, M. temama,
M. nana), com M. jucunda distribuindo-se entre estes dois grupos. Os individuos
T453, T454 e T455 posicionaram-se entre as espeécies de maior porte, distantes de
M. americana (sensu stricto). O individuo T453 mostrou-se mais préximo de M. rufa,

entanto que o T454 se posicionou dentro da dispersdo no plano de M. jucunda
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juntamente com M. rufa e M. americana (sensu lato), enquanto o T455 se posicionou

dentro da dispersao no plano de M. jucunda.

Tabela 4. Coeficientes de correlagdo das variaveis de biometria corporal com as
componentes PC1 e PC2

Variables PC1 PC2
Comprimento de Cabeca 0.93 0.14
Largura de Cabeca 0.92 0.09
Comprimento de Orelha 0.63 -0.57
Distancia entre olhos 0.53 0.67
Mandibula 0.86 0.06
Metacarpo 0.87 -0.18
Altura 0.95 -0.11
Comprimento de Corpo 0.93 -0.01
Comprimento de Cauda 0.79 0.18
Metatarso 0.91 -0.21
Perimetro de Pescogo 0.84 -0.08
Torax 0.89 0.07
Abdomem 0.94 0.09
Peso 0.98 -0.01

3.2 Descricao citogenética

A analise citogenética dos exemplares do género Mazama amostrados em
cativeiro permitiu observar importantes diferencas entre seus cariétipos. O individuo
T453 apresentou 2n = 56, NF = 60 e presenga de 4 a 6 cromossomos B. O individuo
foi heterozigoto para duas fusdes céntricas, associadas aos pares cromossOmicos 1
e 2. Foram observados 2 pares de cromossomos autossomos de dois bragos
submetacéntricos e 24 pares de autossomos acrocéntricos. A biometria
cromossOmica permitiu classificar o par cromossémico 1 no grupo A, o par 2 no grupo
C, par 3 no grupo D e no grupo E os pares 4 a 26. Os cromossomos sexuais foram
dois cromossomos de morfologia submetacéntrica, sendo os maiores do lote (Figura
5A). A coloragao de Ag-RON evidenciou marcagdes de regides de atividade nucleolar
nos teldmeros dos dois cromossomos do par 4 (Figura 5B). O bandamento C mostrou

as regides de heterocromatina constitutiva associadas aos centrébmeros de todos os
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cromossomos autossomos. Nos cromossomos sexuais, as regides de
heterocromatina foram observadas nas regides intersticiais dos bracos q de ambos

cromossomos X (Figura 5C).
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Figura 5. Carittipo do exemplar M. americana T453 (2n= 56 + 4-6 Bs, NF= 60, XX),
A) Coloragao convencional de Giemsa; B) Coloragcdo de Ag-RON e C)
Bandamento C.

O individuo T454, por sua vez, apresentou 2n = 47, NF = 51 e presenca de 3 a
5 cromossomos B. O individuo foi heterozigoto para duas fusdes céntricas, associadas
aos pares cromossémicos 1 e 2. A biometria cromossémica permitiu classificar o par
cromossOmico 1 e 2 no grupo A, os pares 3 a 6 no grupo D e 7 a 21 no grupo E. Foi
possivel observar um sistema sexual multiplo caracterizado por um grande
cromossomo X submetacéntrico, um Y2 acrocéntrico e um Y1 pequeno metacéntrico
(Figura 6A). A coloragao de Ag-RON evidenciou marcagdes de regides de atividade
nucleolar nos teldmeros dos cromossomos do par 1 e 9 (Figura 6B). O bandamento C
mostrou as regides de heterocromatina constitutiva associadas aos centrémeros de
todos os cromossomos autossomos. Também, foi possivel observar marcagdes
intersticiais nos bragos q do cromossomo do par 1, e nos cromossomos dos pares 3,
4 e 5 (Figura 6C).
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Figura 6. Cari6tipo do exemplar M. americana T454 (2n= 47 + 3-5 Bs, NF= 51, XY2Y1),
A) Coloragao convencional de Giemsa; B) Coloragdo de Ag-RON e C)
Bandamento C.

Finalmente, o individuo T455, apresentou 2n = 50, NF= 52 e presenca de 3 a 4
cromossomos B. A biometria cromossOmica permitiu classificar os pares
cromossOémicos 1 a 5 no grupo D e no grupo E os pares 6 a 24. Os cromossomos
sexuais (X) foram grandes e de morfologia submetacéntrica (Figura 7A). A coloragéo
de Ag-RON evidenciou marcagoes de regides de atividade nucleolar nos teldmeros
dos dois cromossomos do par 8 (Figura 7B). O bandamento C evidenciou regides de
heterocromatina constitutiva associado aos centrébmeros de todos os cromossomos
autossomos (Figura 7C). Nos cromossomos sexuais, as marcagbes de
heterocromatina foram observadas nas regides intersticiais dos bragos q de ambos os

cromossomos X (Figura 7C).



85

B0 00 00 0n 00 00 mo 0o | | 00 00 40 00 48 82 0t ao

E

D E
B0 AA AN Ap A AA B8 an O 8 4& AA 8K AA AA A
9 10 11 12 13 14 15 16 9 10 1 12 13 14 15 16
E E
MB AA A AR B8A AN AA A Af B4 AA HA BN A4 AA Aa
17 18 19 20 21 22 23 24 17 18 19 20 21 2 23 24

E E

O |

XX B X X

A a s s

ah AA Ab 4n A b Al Ly 4
9 10 11 12 13 14 15 16

Ly | ¥ as Aa »a A & A A A A

17 18 19 20 21 22 23 24

Cc

Figura 7. Caridtipo do exemplar M. americana T455 (2n= 50 + 3-4 Bs, NF= 52, XX),
A) Coloragcdo convencional de Giemsa B) Coloragdo de Ag-RON; C)
Bandamento C.

3.3 Analise filogenética

A Inferéncia Bayesiana do mitogenoma completo (Figura 8) recuperou todos os
individuos do género Mazama amostrados no estudo junto com os individuos da
espécie M. americana (sensu lato) com origem no oeste da Amazénia do Brasil e
correspondendo aos citétipos Acre, Juina e Rondénia. O espécime T455 da localidade
de Cuyumbuque e o T454 da localidade de Pucallpa foram recuperados internamente
a esse clado. Entretanto, o espécime T453 da localidade Alto Ucayali foi recuperado
como uma linhagem basal em relagdo a todo o clado. Outros individuos do Peru,
acessados através do banco de dados do Nupecce e do Genbank, assim como um
individuo proveniente do Acre, Brasil, foram recuperados como clados irmaos. As
espéecies M. nana e M. jucunda apareceram como grupo irméo de M. americana de

origem no Noroeste do Brasil e no Peru, com 100% de probabilidade posterior.
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Em outro clado, foi possivel observar os espécimes M. americana (sensu

stricto) com um ancestral comum exclusivo a espécie M. rufa e citétipo Carajas da

espécie M. americana (sensu lato). Todas estas posi¢des na arvore filogenética foram

sustentadas com alta probabilidade pos

100
100

oo

terior (100% de probabilidade).
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Figura 8. Arvore de Inferéncia Bayesiana do mitogenoma completo de

1100
-MZ350861 P. nemorivagus

------------------------------------------------------------------------------ NCO007703 R. tarandus

cervideos

neotropicais. Negrito: espécimes em cativeiro amostrado para o estudo.

Grupo externo: R. tarandus.
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4. DISCUSSAO

4.1 Caracterizagao morfolégica

Os resultados da analise morfolégica de individuos em cativeiro no Peru
confirmaram que todos possuem caracteristicas que os poderiam categorizar como
M. americana, principalmente associado ao tamanho e coloragéo, nao sendo possivel
diferenciar os diferentes individuos pelas caracteristicas avaliadas. Essa similaridade
morfologica das espécies do género Mazama tem sido descrita como consequéncia
de uma convergéncia adaptativa (Duarte et al., 2008, Cifuentes-Rincon et al., 2020;
Peres et al. 2021).

A analise de agrupamento apresenta todos os individuos do estudo em um
grande grupo junto com as espécies M. americana (sensu stricto), M. rufa e M.
americana (sensu lato) e M. jucunda, esta similaridade morfolégica confirma as
denominagbes como M. americana nos estudos feitos por Bodmer e Pezo (2001),
Aquino et al., (2007), Mayor et al. (2011), Aquino et al., (2014), Gonzales e Llerena
(2014), Vela et al., (2017) e Chung (2022) na regiao amazénica do Peru.

4.2 Caracterizagao citogenética

A andlise citogenética mostrou diferengas cromossémicas importantes entre os
cariotipos dos individuos de M. americana amostrados no Peru. A fémea T453 com
origem em Alto Ucayali no Peru, teve um numero diploide de 56 e fundamental de 60,
sendo o maior numero diploide descrito para M. americana (2n = 45-50) até o presente
(Abril et al. 2010; Cifuentes-Rincén et al. 2020). Esse caridétipo também difere dos
demais individuos estudados, cujos numeros diploides foram iguais a 47, para o
macho T454 de Pucallpa, e a 50 para a fémea T455 de Cuyumbuque. Também, a
ocorréncia de fusdes céntricas em heterozigose foram observadas nos cari6tipos dos
individuos T453 e T454, caracteristicas que corroboram que a evolugao
cromossOmica de M. americana (sensu lato) estd baseada em fusdes em tandem e
céntricas (Duarte et al., 2008; Abril et al., 2010) e evidencia a drastica ocorréncia de

rearranjos no grupo.
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O acumulo desses rearranjos é descrito como fator importante para barreiras
reprodutivas associados a subfertilidade dos hibridos (Cursino et al., 2014; Salviano
et al., 2017; Galindo et al., 2021). A analise citogenética classica dos trés individuos
coletados ndo condiz com o cariotipo descrito para M. americana (sensu stricto) nem
M. rufa, o que pode ser evidenciado pela morfologia, padrédo de bandas C e Ag-RON,
quando comparadas aos cromossomos dos neoétipos descritos para essas espécies
(Cifuentes-Rincon et al. 2020, Peres et al. 2021). Entretanto, a extensao das
diferengas cromossOmicas entre esses individuos e com os demais citotipos devera
ser confirmada através de técnicas avangadas de citogenética molecular, uma vez
que os bandamentos classicos podem ser imprecisos diante da complexa
reorganizagao dos caridtipos dentro do grupo (Peres et al. 2021). Para isso,
atualmente esta sendo realizada a analise citogenética molecular através de clones
artificiais de bactérias (BAC) para comparar toda a composigdo cromossdmica dos
individuos entre si e com as espécies de M. americana, M. rufa e outros cervideos da
Ameérica Latina. Vale ressaltar que a evidéncia de um individuo com origem conhecida
na regido do Alto Ucayali (Amazonia do Peru), com um cariotipo diferenciado e numero
diploide alto ja alerta sobre a possibilidade de uma espécie jamais estudada
citogeneticamente.

Os cromossomos B foram observados em todas as metafases de todos os
individuos acessados em cativeiro no Peru, isso corrobora o descrito por outros
autores que observaram a presenca desses CromossOmMOS supernumerarios nos
caridtipos da espécie M. americana e outras espécies do género Mazama (Abril e
Duarte, 2008; Abril et al. 2010; Peres et al. 2021).

4.3 Caracterizagao filogenética

Os individuos de cativeiro com origem no Peru se posicionaram separadamente
a M. americana (sensu stricto), M. rufa e individuos do citétipo Carajas no Brasil (da
espécie M. americana), o que revela que ndo correspondem filogeneticamente com
nenhuma destas espécies. Os individuos do estudo foram recuperados junto com os

veados-mateiros dos citétipos do noroeste amazdnico do Brasil. O clado se dividiu em
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trés subclados, um composto pela linhagem do taxon T453 com origem no Alto Ucayali
no Peru, outro por individuos com origem no Peru acessados no Genbank e banco de
dados do NUPECCE (citado como topétipo de Mazama whitelyi), e outro onde se
recuperou os individuos T454 de Pucallpa no Peru e T455 de Cuyumbuque Peru, junto
com os individuos dos citétipos Juina, Rondbnia e Acre. Esta distribuicdo em varios
clados e comum nas espécies de M. americana (sensu lato) conforme o discutido por
Gutiérrez et al. (2017) e Peres et al. (2021).

Apesar da amostragem aqui ser limitada, os resultados sugerem que os
veados-mateiros do Peru sdo diferenciados entre si e mais relacionados com os
citétipos do noroeste do Brasil previamente mencionados. Ha necessidade de avaliar
com uma amostragem maior e outras abordagens moleculares, ecoldgicas e
citogenéticas para saber qual é a correspondéncia dos veados-mateiros encontrados
no Peru com cada citétipo, devido a possibilidade de se tratar de mais de uma espécie

valida que devem ser separadas de M. americana (Peres et al. 2021).

5. CONCLUSAO

Os veados mateiros amostrados em cativeiro no Peru, referidos como M.
americana, nao correspondem a esta espécie nem as demais espécies validas de
Mazama. E necessario ainda complementar as informacdes para sua classificagdo

taxondbmica.
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CAPITULO 5 - Consideracodes finais

O conhecimento das caracteristicas morfolégicas citogenéticas e moleculares
dos topotipos de Mazama tschudii, Mazama whitelyi e espécimes do género Mazama
presentes em cativeiro no Peru, constitui um primer passo importante no processo de
esclarecimento da taxonomia dos espécimes do género neste pais, informagdes que
que contribuiram no reconhecimento e revalorizacdo da biodiversidade de fauna
peruana.

A caracterizagao de Mazama tschudii permitiu ter o primer reporte de Mazama
na parte noroeste da cordilheira ocidental do Peru, sendo necessario ainda
complementar com estudos que permitam conhecer sua distribuicdo além de
diferenciagcao de outras possiveis espécies que também possam ocorrer nesta parte
do pais devido a existéncia de trabalhos referenciando a presencia de Mazama
americana em regides préximas do lugar de coleta do topotipo de Mazama tschudii.

As caracteristicas citogenéticas e moleculares do topotipo de Mazama whitelyi
contribuiram na compreensao de sua taxonomia e sua diferenciagdo com as espécies
de similaridade morfolégica validas até o presente, demostrando o fundamental aporte
dos estudos citogenéticos e de genética molecular na resolugdo taxondmica. A
similaridade cromossémica entre o topotipo de Mazama whitelyi e os individuos do
oeste Amazébnico do Brasil revelam a necessidade de expandir o conhecimento
relativo aos diferentes caridtipos desta regido, uma vez que esses citétipos podem
corresponder ao taxon descrito no Peru.

Os resultados obtidos nos espécimes em cativeiro ressaltam a importancia
destes centros na conservacao de espécies assim como no fornecimento de material
para estudos que contribuem no reconhecimento de espécies. O posicionamento
filogenético de individuos veado-mateiros amostrados em cativeiro com origem na
natureza, mostra que todos os individuos do estudo formam parte de um grande clado
formado pelos citétipos de Mazama americana do noroeste Amazdnico (Mazama
americana sensu lato). Porém, os resultados citogenéticos revelaram carittipos
diferenciados quando comparados com os descritos para a espécie, mostrando o valor
que essa analise possui para a taxonomia de veados neotropicais.

Pesquisas futuras devem ser realizadas para comparar os Mazama que

ocorrem no Peru com espécimes de museu e topoétipos de outras localidades no
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Amazonas sul-americano buscando esclarecer a taxonomia do complexo Mazama
americana e complementar a descricao desses possiveis taxons validos que ocorrem

no Peru.



