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CP — gene que codifica a Proteina Ceruplasmina

IL1a— gene que codifica a Proteina Interleucina 1 alfa

CD8a — gene que codifica o Antigeno CD8

GBA — gene que codifica a Beta Glicosidase Acida

NGFB - gene que codifica o Fator de crescimento do nervo beta
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FILOGENIA E TAXONOMIA DOS VEADOS CINZA

(Mazama gouazoubira E M. nemorivaga)

RESUMO

O género Mazama (Mammalia: Cervidae) engloba as espécies de cervideos
neotropicais de pequeno porte e chifres simples. A alta taxa de convergéncia
morfologica e diversificacdo rapida e recente dificultam a resolucdo das lacunas na
sua histéria evolutiva. Estudos envolvendo analises moleculares indicaram que
Mazama € um género polifilético, com uma subdivisdo das suas espécies em dois
clados (veados vermelhos e cinza). No presente estudo foram inferidas as relacdes
filogenéticas e o tempo de divergéncia das espécies de veados cinza M.
gouazoubira e M. nemorivaga, utilizando dois genes mitocondriais (Cytb e COI) e
dois genes nucleares (IL16 e MGF). A analise de coalescéncia corroborou com 0s
resultados anteriores, separando essas duas espécies do restante das espécies de
Mazama. Além disso, as duas espécies sdo alocadas em clados separados e
monofiléticos, representando diferentes géneros. Os resultados obtidos indicaram
gue as duas espécies representam complexos de linhagens cripticas, com ambas as
diversificagdes tendo iniciado no final do Pleistoceno (1,62-1,65 Myr). A espécie M.
gouazoubira foi subdividida em cinco clados de distribuicdo simpatrica em grande
parte da sua ocorréncia. A espécie M. nemorivaga foi separada em trés clados, com
distribuicBes biogeograficas distintas e correspondentes as areas de endemismo da
Amazdnia. O grande numero de linhagens identificadas no presente estudo indica o
carater emergencial de uma delimitacdo e revisdo sistematica acurada para as
espécies desse género. Essas linhagens detectadas representam hipbteses
taxonbmicas a serem testadas utilizando outras metodologias de analise
complementares como, citogenética, morfometria, ecologia, comportamento e
reproducao.

PALAVRAS-CHAVE: Cervideos neotropicais, genes nucleares, coalescéncia,
sistematica, espécies cripticas.



PHYLOGENY AND TAXONOMY IN THE GRAY BROCKET DEER

(Mazama gouazoubira E M. nemorivaga)

ABSTRACT

The genus Mazama includes neotropical deer species of small sizes and
simple antlers. Morphological convergences, in addiction to rapid and recent
diversification, make the resolution of gaps in their evolutionary history difficult. Initial
molecular analyses indicated that Mazama is a polyphyletic genus with species
subdivided into two clades (gray and red deer). In this study we inferred the
phylogenetic relationships and divergence time of the gray brocket deer species M.
gouazoubira and M. nemorivaga using two mitochondrial genes (Cytb and COI) and
two nuclear genes (IL16 and MGF). The coalescence analysis corroborated the
previous results, separating these two species from the remaining Mazama species.
Moreover, the two species were allocated into separate monophyletic clades,
representing different genera. These results indicate that the two species represent
complexes of cryptic lineages, whose diversifications started in the Late Pleistocene
(1.62 to 1.65 Myr). The M. gouazoubira species was subdivided into five clades with
sympatric distribution. The M. nemorivaga species was separated into three distinct
clades, corresponding to areas of Amazon biogeographical endemism. The large
number of lineages identified in this study indicates need for an accurate delimitation
and systematic review for the Mazama species. These findings may represent
hypotheses of taxonomic lineages to be tested using other analysis methods, such

as cytogenetics, morphology, ecology, behavior and reproduction strategies.

KEYWORDS: Deer, gray brocket deer, cryptic species, phylogeny.



1.INTRODUCAO

As analises filogenéticas utilizando sequéncias de DNA tém sido realizadas
para o esclarecimento das relacdes sistematicas e da historia evolutiva de diversos
thixons (Frankham et al.,, 2006). A filogenia da familia Cervidae apresenta
classificacdo controversa em diversos niveis taxondmicos (Pitra et al., 2004; Gilbert
et al., 2006; Duarte et al., 2008). A resolucao dessas lacunas € dificultada devido a
escassez de registros fosseis e ao alto nivel de homoplasia nos caracteres
morfolégicos (Duarte; Merino, 1997; Webb, 2000; Pitra et al., 2004; Gilbert et al.,
2006; Duarte et al., 2008; Gonzalez et al., 2010). Entre as incertezas taxonémicas
dessa familia, sdo ressaltados os cervideos neotropicais do género Mazama.

A validade desse género foi questionada inicialmente devido as analises
utilizando isoenzimas, as quais indicaram uma relagdo entre Mazama americana e
Odocoileus virginianus mais proxima do que entre M. americana e Mazama
gouazoubira (Smith et al., 1986). Posteriormente, analises moleculares utilizando
genes nucleares e mitocondriais, com uma extensa amostragem dessa familia,
corroboraram com o resultado do estudo descrito acima, colocando M. americana e
M. gouazoubira em clados distintos (Gilbert et al., 2006; Duarte et al., 2008;
Hassaninetal., 2012).

Analises morfolégicas e morfométricas dentro desse género indicaram um alto
polimorfismo individual, dificultando a discriminacdo das espécies (Rossi, 2000).
Para o esclarecimento dessas lacunas taxondmicas, é recomendada uma andlise
dessas espécies utilizando uma maior amostragem e diferentes marcadores
moleculares.

O presente estudo focou nas espécies de veados cinza, que foram alocadas
em um clado separado das outras espécies de Mazama, as espécies M.
gouazoubira e M. nemorivaga, que possivelmente ndo serdo mais classificadas
dentro desse género. Além disso, o nivel de diferenciacdo entre as duas espécies
sugere a necessidade de uma revisdo sistematica mais aprofundada para o

esclarecimento do género(s) ao(s) qual(is) essas espécies sédo pertencentes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ORDEM CETARTIODACTYLA

A ordem Cetartiodactyla foi proposta a partir da década de 90 e representa a
reunidao das antigas ordens Artiodactyla e Cetacea. Essa juncdo teve como base
varios estudos independentes de filogenia e sistematica, avaliando fosseis,
morfologia e analises moleculares, os quais alocaram a ordem Cetacea dentro de
Artiodactyla (Graur; Higgins, 1994; Gatesy et al., 1996; Gatesy, 1997; Montgelard et
al,, 1997; Shimamura et al.,, 1999; Gatesy et al., 1999; Gatesy; O’Leary, 2001;
Gingerich et al., 2001; Thewissen et al., 2001; Rose et al., 2001; Boisserie et al.,
2005; Agnarsson; May-Collado, 2008; O’Leary; Gatesy, 2008; Zhou et al., 2011;
Hassaninetal., 2012).

Diversas analises moleculares indicavam a familia Hippopotamidae como
grupo irmao dos cetaceos (Gatesy et al., 1999; Agnarsson; May-Collado, 2008; Zhou
et al., 2011; Hassanin et al., 2012). Entretanto, € improvavel que esses dois grupos
estejam intimamente relacionados, uma vez que 0s cetaceos originaram h& cerca de
50 milhdes de anos (Myr) no sul da Asia, enquanto a familia Hippopotamidae é de
apenas 15 Myr de idade, sendo os primeiros hippopotamideos registrados na Asia
ha cerca de 6 Myr (Boisserie, et al. 2005).

Thewissen et al. (2007) realizaram anélises morfoldgicas, utilizando fosseis e
sugeriram que o grupo irmao dos cetaceos seria a extinta familia de artiodactilos
Raoellidae. Essa familia ocorreu no sul da Asia, durante o Eoceno, e ja utilizava o
ambiente aquatico para a alimentacdo e protecado, sendo provavelmente a mudanca
de dieta a principal caracteristica da transicdo entre os artiodactilos e cetaceos
(Thewissen et al., 2007).

Apesar dos Cetartiodactyla ser um dos grupos mais estudados até o presente
momento, a relacdo filogenética dessa ordem ainda apresenta diversas
controvérsias (Price et al.,, 2005). Devido a isso, 0 presente estudo utlizou a
classificacao realizada por Hassanin et al. (2012), uma vez que nesse estudo foi

analisada a diversificacdo de Cetartiodactyla utilizando o genoma mitocondrial



completo e a maior amostragem das espécies remanescentes realizada até o
presente momento.

Atualmente, essa ordem € representada por cerca de 330 espécies que
ocorrem em todos os continentes (com excecdo da Antartida) e nos ambientes
aquaticos: marinhos e de agua doce (International Union for Conservation of Nature -
IUCN, 2014). Sao encontradas cinco subordens: Cetacea, Suina, Tylopoda,
Ancodonta e Ruminantia (Hassanin et al., 2012).

As espécies atuais da subordem Cetacea sdo exclusivamente aquaticas,
representadas por baleias, golfinhos e botos (IUCN, 2014). Acredita-se que a
transicdo do ancestral dos cetadceos do ambiente terrestre para o ambiente marinho
foi acompanhada de uma adaptacgéo rapida e radical, dificultando o estabelecimento
da posicéao filogenética dessa linhagem na classe Mammalia (Arnasson et al., 2004).
As outras quatro subordens (Suina, Tylapoda, Ancodonta e Ruminatia) eram
reunidas na antiga ordem Artiodactyla, a qual foi considerada parafilética e
invalidada (Montgelard etal., 1997; Hassanin et al., 2012).

A subordem Suina relne o0s suideos e taiassuideos (suinos, catetos e
queixadas). A subordem Tylopoda inclui os camelideos (camelos e lhamas) e a
subordem Ancodonta abrange os hipopotamos. A subordem mais representativa é a
Ruminantia, abrangendo 59% dos géneros e 65% das espécies descritas, sendo
subdividida em cinco familias, Bovidae, Cervidae, Giraffidae, Moschidae, e
Tragulidae (Hassanin et al., 2012).

2.2. FAMILIA CERVIDAE

A familia Cervidae ¢é caracterizada pela sua grande diversidade e
inconsisténcias acerca das suas relacfes evolutivas em diferentes niveis (Gilbert et
al., 2006; Hassanin et al., 2012). A escolha de caracteres morfolégicos para a
classificacdo dentro dessa familia se mostrou muito precéria, devido a dificuldade de
identificar quando os mesmos sdo herdados de um ancestral comum ou se estéao
relacionados com adaptacdes ecologicas, ndo sendo filogeneticamente informativos
(homoplasia) (Webb, 2000; Pitra et al., 2004; Gilbert et al., 2006; Duarte et al., 2008;
Gonzalez et al., 2010).



Devido a essas dificuldades, diversos estudos utilizaram metodologias
moleculares para a resolugdo de incertezas taxonémicas envolvendo essa familia:
Gene 12S e 16S (RNAs ribossomais mitocondriais) (Miyamoto et al., 1990; Kraus;
Miyamoto, 1991), genes mitocondriais (Irwin et al., 1991; Douzery; Randi, 1997; Pitra
et al., 2004; Duarte et al., 2008; Hassanin et al., 2012; Wang; Yang, 2013), genes
nucleares (Cronin et al., 1996), genes mitocondriais e nucleares (Hassanin; Douzery,
2003; Gilbert et al., 2006). Apesar desses estudos, muitas lacunas taxonémicas
ainda sdo mantidas, principalmente devido a deficiente amostragem de taxons e o
uso de poucos marcadores moleculares (Gilbert et al., 2006).

Diversos autores ressaltam a necessidade do uso de mais marcadores
nucleares para a obtencdo de sinal filogenético consistente e, com isso, uma maior
compreensdo da histéria evolutiva dessa familia (Randi et al., 1998; Pitra et al.,
2004; Gilbert et al., 2006; Duarte et al., 2008; Hassanin et al., 2012). Entretanto,
poucos estudos utilizaram esses marcadores com sucesso para os cervideos, sendo
que os respectivos autores detectaram poucos sitios informativos para esses genes,
obtendo nds incongruentes com os marcadores mitocondriais e baixos suportes
estatisticos na resolucdo de muitos clados (Hassanin; Douzery, 2003; Gilbert et al.,
2006). Kraus e Miyamoto (1991) atribuem as dificuldades de resolucédo taxonémica
dos Pecora (classificacdo taxondmica acima de familia que engloba a familia
Cernvidae), a rapida radiacdo em um curto periodo de tempo no fim do Oligoceno e
inicio do Mioceno.

Até o presente momento foram descritas 55 espécies de cervideos (IUCN,
2014), classificadas por meio de analises moleculares e de comportamento, em
duas subfamilias: Cervinae e Capreolinae (Gilbert et al., 2006; Cap et al., 2008;
Hassanin et al., 2012). Segundo a classificacdo de Gilbert et al. (2006), a qual
abrangeu a maior amostragem taxonémica da familia até o presente momento, a
subfamilia Cervinae contém as tribos Cervini e Muntiacini; e a subfamilia Capreolini
inclui as tribos Alceini, Capreolini e Odocoileini.

As tribos Cervini e Odocoileini sdo monofiléticas (Gilbert et al., 2006).
Entretanto, os géneros alocados nas mesmas apresentam 0s principais problemas
taxondmicos dentro dessa familia (Gilbert et al., 2006; Hassanin et al., 2012). A tribo

Cervini ocorre basicamente na regido da Eurasia, com excecdo da espécie Cervus



elaphus e suas subespécies, que sdo encontradas no norte da Africa e América do
Norte (IUCN, 2014). E estimada que a divergéncia dessa tribo ocorreu ha cerca de 5
Myr. Atualmente, ainda s&o encontradas lacunas na sua filogenia envolvendo os
géneros Cervus, Rucervus, e Rusa, sendo considerados polifiléticos e/ou
parafiléticos (Gilbert et al., 2006; Hassanin et al.,2012).

A tribo Odocoileini iniciou sua radiacdo no Norte do continente Americano no
inicio do Plioceno (5 Myr), e com o soerguimento do istmo do Panama ha cerca de
2,5-3,0 Myr, pode migrar para o hemisfério sul desse continente (Webb, 2000;
Duarte et al., 2008). Ao menos oito formas ancestrais ocuparam a América do sul e
o grande sucesso de ocupacdo e diversificacdo dentro desse continente
provavelmente esta relacionado a auséncia de outros ruminantes nessa regiao
(Webb, 2000; Duarte et al., 2008).

As espécies neotropicais estdo incluidas na tribo Odocoileini e séo
destacadas devido a ampla variedade morfolégica e de habitats ocupados, além de
diversos problemas e controvérsias taxonémicas (Gilbert et al., 2006). A polifilia foi
detectada para alguns géneros, ressaltando a necessidade de uma classificacao
acurada e revisdo da nomenclatura. Os géneros que apresentaram polifiletismo em
andlises anteriores foram: Mazama (Smith et al., 1986; Gilbert et al., 2006; Duarte et
al., 2008; Hassanin et al.,, 2012), Hippocamelus (Duarte et al., 2008) Odocoileus
(Hassanin et al., 2012) e Pudu (Hassanin et al., 2012). No caso do género Pudu, 0s
proprios autores advertem a possibilidade de erros de identificagdo da amostra de
Pudu mephistophiles com a espécie Mazama rufina, por compartilharem o mesmo
nome popular “venado chonta”, o que validaria novamente a monofilia do género
Pudu (Hassaninetal., 2012).



2.3. GENERO MAZAMA

O género Mazama juntamente com o género Pudu agrupam todas as
espécies de cervideos neotropicais de pequeno porte e chifres simples, adaptadas
para a movimentacdo em ambientes de florestas densas e vegetacOes fechadas
(Eisenberg, 2000; Merino et al., 2005).

Atualmente a IUCN (2014) reconhece 10 espécies de Mazama: M. temama, M
gouazoubira, M. rufina, M. chunyi, M. nana, M. americana, M. bricenii, M.
nemorivaga, M. bororo e M. pandora. Esse género é considerado um dos casos
mais impressionantes (Gilbert et al., 2006) e surpreendentes de convergéncia
morfologica entre os mamiferos (Duarte et al., 2008), permanecendo muitas duvidas
acerca das relag6es evolutivas entre as espécies descritas até o presente momento.

A polifilia desse género foi indicada inicialmente em analises morfologicas e
moleculares utilizando isoenzimas com as espécies M. gouazoubira e M. americana
(Smith et al., 1986). Apenas cerca de 20 anos depois a filogenia desse género foi
avaliada novamente utilizando marcadores mitocondriais e nucleares (Gilbert et al.,
2006; Duarte et al., 2008; Hassanin et al., 2012). A polifilia foi confirmada em todas
essas andlises moleculares. A monofilia desse género foi indicada apenas com
estudos de morfometria craniométrica (Merino et al., 2005). Entretanto, os resultados
encontrados foram discrepantes com o0s outros estudos moleculares realizados,
reforcando as dificuldades de utilizacdo de morfometria para essa tribo.

Até o presente momento, o estudo que abrangeu a maior amostragem dessa
tribo foi realizado por Duarte et al. (2008), no qual utilizaram o gene mitocondrial do
citocromo b para analisar as espécies de todos os géneros de cervideos sul-
americanos, com o intuito de esclarecer a sistematica e a histéria evolutiva dos
mesmos.

Nesse estudo foram incluidas mais espécies do género Mazama que 0s
estudos anteriores, e 0s resultados encontrados foram similares aqueles de Smith et
al. (1986) e Gilbert et al. (2006). As andlises realizadas dividiram esse grupo de
cervideos em dois clados (chamados de vermelho e cinza, de acordo com a
pelagem das espécies incluidas). O clado cinza incluiu Mazama gouazoubira (veado

catingueiro), M. nemorivaga (veado-roxo), Blastoceros dichotomus (cervo-do-



Pantanal), Hippocamelus bisulcus (cervo Andino), Hippocamelus antisensis (Taruka)
e Ozotoceros bezoarticus (veado-campeiro). O clado vermelho incluiu M. bororo
(veado-borord), M. nana (veado-de-mao-curta), M. americana (veado-mateiro), M.
temama (veado-da-montanha), além do género Odocoileus (veado-de-cauda-

branca) (Figura 1).
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Figural. Relacédo filogenética dos cervideos da América, utilizando o gene Citocromo b (Retirado de
Duarte et al., 2008).



Os resultados encontrados por Duarte et al. (2008) indicaram que o grupo de
veados vermelhos se diferenciou rapidamente durante o Pleistoceno no refugio
glacial. A grande diferenciacdo e isolamento genético encontrados entre o0s
individuos desse grupo se deve principalmente a baixa plasticidade ecologica e
dificuldade de movimentacdo entre esses reflgios (Duarte et al., 2008). Os
resultados desse mesmo estudo também indicam a separagcédo dos veados cinza (M.
gouazoubira e M. nemorivaga) do género Mazama. O fato dos veados cinza do
género Mazama nao terem sido reunidos como um grupo monofilético indica a

possivel separacéo dessas duas espécies em géneros distintos (Duarte et al., 2008).

2.4.VEADOS CINZA: M. gouazoubira E M. nemorivaga

A separagdo entre M. gouazoubira e M. nemorivaga foi considerada
controversa até recentemente. Entretanto, analises morfologicas com as espécies do
género Mazama indicaram que as mesmas representavam duas espécies distintas
(Rossi, 2000). Estudos cariotipicos indicaram que a principal diferenca entre essas
duas espécies estd na morfologia do cromossomo X (Resende, 2012).

A espécie Mazama gouazoubira Fisher (1814) conhecida popularmente como
veado-catingueiro foi descrita anteriormente com mais de vinte distintas
denominagdes cientificas (sinonimias) (Rossi, 2000; Black-Décima et al.; 2010). A
distribuicdo geogréfica dessa espécie € ampla, incluindo regides da Argentina e da
Bolivia, todo o territério do Uruguai e do Paraguai, e, no Brasil, ndo ocorre apenas
na regiao Amazonica (Figura 2) (Pinder; Leeuwenberg, 1997; Black-Décima et al.,
2010).

Devido a sua extensa distribuicdo podem ser observadas inimeras variacdes
regionais, ecologicas e individuais de coloracdo (Rossi, 2000; Black-Décima et al.,
2010). Variacdes de tamanho também sao observadas, seguindo um gradiente de
padrao latitudinal, sendo os catingueiros provenientes do sul de maior porte que
aqueles originarios do nordeste (Duarte; Jorge, 1998; Black-Décima et al., 2010).

A grande diferenciacdo entre os individuos dessa espécie levou a descricao
de seis subespécies de veado catingueiro. Rossi (2000), a partir de analises

craniométricas nessas subespécies, considerou essas varia¢cdes como individuais ou



geograficas, descartando a classificacdo de subespécies descritas anteriormente.
Duarte et al. (2008) detectaram uma alta diversidade haplotipica para M.

gouazoubira, provavelmente devido a sua plasticidade, além da expansao

demografica e geografica na América do Sul.
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Figura 2. A espécie M. gouazoubira A e B - fotografias de machos adultos da espécie Mazama
gouazoubira; C —distribuicdo geografica com base nos registros de observacédo (Figuras retiradas de:
Black-Décima et al., 2010)

Na regido Amazénica ndo ocorre o veado catingueiro, sendo que a espécie M.
nemorivaga (Cuvier 1817) se distribui por toda essa regido, incluindo Brasil, Guiana
Francesa, Suriname, Guiana, Venezuela, Colémbia, Ilha de Sdo José (Panama),
Equador, Peru e provavelmente Bolivia (Figura 3) (Rossi et al., 2010). Atualmente,
existem duvidas a respeito da ocorréncia em algumas dessas regides, devido a
fragmentacdo e mudancas em alguns hébitats. Ja foram relatadas cerca de dezoito
sinonimias para essa espécie e outras treze que ainda apresentam identificacfes
duvidosas (Rossi et al., 2010).

A espécie M. nemorivaga apresenta grande plasticidade ecoldgica, permitindo
a sua movimentacao por diferentes paisagens (Duarte et al., 2008). S&o encontradas
descricdes de sete subespécies de M. nemorivaga. Contudo, as mesmas utilizaram
como base dados morfolégicos, permanecendo controversas. Rossi (2000) analisou

a espécie M. rondoni descrita no Brasil, ndo identificando diferengas morfologicas



significativas com relacdo a espécie tipo, rejeitando essa classificagdo e incluindo
todos os morfotipos em M. nemorivaga.

As amostras utilizadas por Duarte et al. (2008) dessa espécie eram
provenientes do Para e de Rondbnia, ocorrendo uma separacao entre as mesmas.
Devido a ocorréncia de regides de endemismo no bioma da Amazénia (Silva et al.,
2005), essa separacao pode indicar diferenciacdes genéticas significativas entre

essas linhagens.
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Figura 3. A espécie M. nemorivaga. A e B — Fotografia de um macho adulto e de uma fémea adulta
da espécie Mazama nemorivaga (respectivamente); C - Pontos de coleta e observacgéo, indicando a

sua provavel distribuicdo (Figuras retiradas de: Rossi et al. 2010).

Andlises mais detalhadas, com maior nimero de amostras e diferentes
metodologias de andlise sdo necessarias, devido a convergéncia de caracteres
morfolégicos e classificacdes taxondmicas controversas dentro desse grupo. Nesse
contexto, as analises moleculares se mostram ideais para esclarecer essas relacdes

evolutivas.
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2.5. CONCEITOS DE ESPECIE

Um grande desafio para a conservacdo e gestdo da biodiversidade é a
parcela significativa de espécies que ainda permanecem desconhecidas ou nao
descritas (Wilson, 2003). Além disso, apesar do termo “espécie” representar uma
das unidades mais importantes para a biologia, sua definicdo ainda é controversa
(Hausdorf, 2011). Mayden (1997) listou vinte e quatro conceitos de espécies
diferentes, e ainda mais sete definicbes alternativas. Apesar das divergéncias
relativas ao conceito, a maioria dos biélogos acredita no “fenébmeno espécie” que é
representado pelas descontinuidades morfologicas, genéticas e ecolégicas da
diversidade biolégica contemporanea (Niemiller et al., 2011).

A descricdo da maioria das espécies foi feita utilizando o conceito morfolégico
ou tipoldgico, uma vez que foram precedentes ao conceito biolégico de espécies
(Mayden, 1997). Em um estudo avaliando as consequéncias do uso de diferentes
conceitos de espécies, foi verificado um aumento de 48% de espécies reconhecidas
e uma consequente diminuicdo no tamanho populacional e distribuicdo geografica
das mesmas, dependendo do conceito utilizado (Agapow et al., 2004).

O conceito de espécie também envolve a definicdo do que é especiacao,
além do que seria uma espécie (Hausdorf, 2011). Os mecanismos de especiacdo
ainda sdo amplamente discutidos. O paradigma que esse processo € lento e envolve
0 acumulo de mutacfes que levam a incompatibilidade genética tem sido substituido
por uma Visdo mais complexa, que abrange mecanismos de especiacao
impulsionados por divergéncias ecologicas (Johannesson, 2001). Novos estudos
relacionados com a especiacdo tem dado suporte para a sua ocorréncia em
simpatria e para o papel da selecdo natural nesse processo (Johannesson, 2001,
Via, 2001; Schluter, 2001).

A especiagdo pode ocorrer apesar de hibridizagdo e introgresséo entre
diferentes espécies. Esses eventos ja foram detectados em plantas e animais (cerca
de 25% e 10% das espécies, respectivamente), sendo que a maioria desses
fenbmenos ocorre principalmente em espécies mais recentes (Mallet, 2005). As
espécies podem permanecer com isolamento reprodutivo incompleto apés milhdes

de anos da sua formacgdo (Mallet, 2005). A maioria dos conceitos de espécie ndo
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considera o intercambio genético entre diferentes espécies, se tornando inadequado
nesses casos (Hausdorf, 2011).

Como a especiacdo nem sempre € acompanhada de mudancgas morfolégicas,
0 numero de espécies tende a ser maior do que o descrito atualmente (Bickford et
al.,, 2007). Nas ultimas décadas, os estudos envolvendo espécies cripticas teve um
crescimento exponencial, principalmente devido ao aumento do uso de metodologias
moleculares (Bickford et al., 2007; Beheregaray; Caccone, 2007; Brown et al., 2007).

A resolucdo do status taxondmico e relacbes evolutivas entre 0s taxa sao
necessarias para a realizacdo de agbOes conservacionistas, controle bioldgico,
estudos ecologicos e comportamentais (Beheregaray; Caccone, 2007; Bickford et
al., 2007; Hausdorf, 2011). As lacunas no conhecimento das relagfes filogenéticas
podem levar a negligéncia de espécies ameacadas, hibridizacdo ndo natural e ma
alocacéo de recursos financeiros (Frankham et al., 2006).

No presente estudo sera utilizado o conceito filogenético de espécie, no qual
as espécies sdo consideradas populacdes diferenciadas das outras por ao menos
um caracter derivado herdado, e podem ser representadas por clados monofiléticos
(Mayden, 1997; Isaac et al., 2004; Mallet, 2005). O conceito filogenético de espécies
€ amplamente utilizado atualmente, porém alguns autores recomendam cautela na
descricdo de novas espécies Utilizando esse conceito, principalmente quando
possuem poucos dados genéticos ou morfolégicos das mesmas (Zachos et al.,
2013). Contudo, Groves (2013) destaca que esse é um dos Unicos conceitos de
espécie que poderiam ser testados, como qualquer hipétese cientifica deveria ser.

Com o intuito de contornar o problema de definicdo de espécie e sugerir uma
unidade operacional funcional para a conservacgéo, ou seja, unidades de manejo, foi
criado em 1985 durante o encontro da “Zoological Society of Philadelphia”, o
conceito de Unidades Evolutivas Significativas - ESUs (Evolutionarily Significant
Units) (Ryder 1986). Segundo Ryder (1986) o mesmo representa populacdes com
variagcoes adaptativas significativas, identificadas por meio de diferentes tipos de
andlises e conjuntos de dados. Este termo foi introduzido com o objetivo de substituir
a nomenclatura de subespécies (Ryder 1986), segundo Moritz (1994) esse conceito
€ complementar, e ndo substituto do conceito de espécie. O reconhecimento da

diversidade genética intraespecfifica na legislacdo de protecdo/conservacao da
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biodiversidade de muitos paises tornou o conceito de ESU muito utilizado pelos

pesquisadores (Moritz, 1994).
2.6. ANALISES FILOGENETICAS

Estudos envolvendo a identificacdo de espécies, assim como a inferéncia das
suas respectivas histdrias evolutivas aumentaram nos ultimos anos, principalmente
devido a crescente facilidade em gerar dados moleculares (Niemiller et al., 2011).
Independente do mecanismo de especiacao que ocorreu e da definicdo utilizada, as
divergéncias entre as espécies devem refletir na maioria dos locos (Cummings et al.,
2008). Muitos autores concluiram que a construcdo de arvores filogenéticas
referentes a dados genéticos, € mais simples e apropriada que as abordagens
anteriores (Liu, 2006).

Para a construcdo de filogenias utilizando dados biolégicos, o método de
parcimdnia foi o0 modelo inicialmente utilizado (Nylander et al., 2004). A ideia geral
do método da parciménia foi introduzida por Cavalli-Sforza e Edwards (1967). Esse
método € simples, sendo considerada a arvore mais parcimoniosa aquela que
apresentar o menor numero de passos evolutivos para explicar o padrdo observado
(Liu, 2006).

Devido a necessidade de mais modelos evolutivos para englobar os
mecanismos de mutacdo e outros processos genéticos, métodos estatisticos mais
complexos, como a Méaxima Verossimilhanca e a Inferéncia Bayesiana, foram
adaptados para realizacdo dessas analises (Liu, 2006; Edwards et al., 2007). Além
disso, esses métodos avaliam a probabilidade dos dados para um conjunto de
topologias de arvores e comprimentos dos ramos, com o intuito de inferir arvores
com maior acuracia (Knowles; Kubatko, 2010).

Quando as analises séo feitas utilizando sequéncias de apenas um gene, 0
método é chamado de reconstrucdo de arvore filogenética do gene (ou arvore do
gene), enquanto que a concatenacdo de sequéncias de dois ou mais genes é
chamada de éarvore filogenética da espécie (ou arvore da espécie), assumindo que

esses genes representam a historia evolutiva da mesma (Liu, 2006).
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Entretanto, estudos envolvendo espécies proximamente relacionadas tem
demonstrado que diferencas entre as arvores dos genes e as das espécies sdo bem
comuns (Maddison, 1997; Templeton, 2001; Funk; Omland, 2003). Uma possivel
solucdo para esse problema é o aumento do numero de locos utilizados, com o
intuito de que o sinal filogenético de varios locos sobreponha o ruido criado por
eventos estocasticos que enviesam as analises (Rokas et al, 2003).

O fato que a maior parte das arvores dos genes sdo incongruentes com a
arvore ‘real’ da espécie representa uma adverténcia quanto ao uso de apenas um
loco, assim como a concatenacao simples de varios locos e ao uso da ferramenta de
“‘majority-rule” (50% +1) que infere a arvore filogenética com base na topologia
inferida pela maioria dos genes (Leaché, 2009).

O principal motivo dessas discrepancias € que as arvores de espécie e de
genes estao sujeitas a diferentes processos evolutivos (Knowles; Kubatko, 2010). A
estrutura da arvore das espécies é determinada pela especiacdo, extincdo e em
alguns casos, hibridizacdo, enquanto que a estrutura das arvores de genes refletem
a proliferacdo e perda de linhagens de espécies, além de taxas de mutacéo,
coalescéncia de linhagens de genes dentro de linhagens de espécies e alguns
efeitos de migracéo entre linhagens de espécies (Knowles; Kubatko, 2010).

As arvores dos genes podem ser influenciadas por eventos como:
transferéncia genética horizontal, hibridizacdo, duplicacdo génica, retencdo de
polimorfismo ancestral, fluxo génico ou divergéncia (classificacdo ou sorteamento)
incompleta das linhagens — “incomplete lineage sorting” (Broughton; Harrison, 2003;
Cummings et al., 2008; Nosil et al. 2009). Essas incongruéncias sao potencializadas
no caso de especiacfes mais recentes e populacées com tamanhos efetivos
maiores (Maddison; Knowles, 2006). Entender esses processos evolutivos e seus
efeitos sobre a relacdo entre arvores de genes e de espécies €, portanto, um
problema de fundamental importancia para o desenvolvimento de métodos eficientes
de estimativa das filogenias das espécies (Knowles; Kubatko, 2010).

Apesar desses problemas terem sido detectados desde o final da década de
80 (Pamilo; Nei, 1988; Maddison, 1997), métodos que permitissem maior
flexibilidade e adequacdo de modelos as historias evolutivas foram desenvolvidos
recentemente (Liu, 2006; Maddison; Knowles, 2006; Edwards et al., 2007).
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Segundo Maddison; Knowles (2006), para reconstruir as arvores dos genes,
deve-se considerar o processo de substituicdo dos nucleotideos, enguanto que, para
reconstruir arvores de espécies devemos considerar, além disso, 0s processos que
ocorrem com as linhagens de genes dentro de populacdes. A classificacdo das
linhagens (lineage sorting) € o processo envolvido para que cada linhagem de gene
se torne fixa dentro de uma espécie e diferenciada de outras espécies, de forma que
todos os alelos da mesma sejam ligados a um Unico alelo ancestral (Heckman et al.,
2007). Caso essa fixacdo dos alelos ainda nao tenha ocorrido, (classificacédo
incompleta das linhagens), esse processo pode ser modelado matematicamente
pelo processo de coalescéncia (Kingman, 1982). Os resultados incongruentes entre
as arvores de genes séao reflexos de tempos de coalescéncia incongruentes (Wiley;
Lieberman, 2011).

A teoria da coalescéncia tem como base modelos matematicos que inferem a
distribuicAo esperada de tempo para encontrar um ancestral comum em uma
amostra da populacdo (Kuhner, 2008). Segundo Felsenstein (2004) pode-se fazer
uma analogia da coalescéncia com uma caixa contendo k insetos: 0os mesmos
caminhariam dentro dela aleatoriamente e, quando colidissem, um comeria 0 outro
instantaneamente. A cada vez que iSSO ocorresse eles comecariam a correr mais
rapido e o nimero de insetos cairia de k para k - 1, k - 2 e assim por diante, até
finalmente restar apenas um inseto na caixa. O numero de pares de besouros que
podem colidir € k (k-1)/2. A caixa representa a populagédo, os besouros representam
os alelos amostrados e cada vez que um come 0 outro representaria um evento de
coalescéncia. Assim sendo, é possivel perceber que quanto maior a caixa (tamanho
da populacdo) o processo de coalescéncia também serd retardado (Felsenstein,
2004).

A teoria da coalescéncia permite relacionar os padrdes de ancestralidade
comum dentro de uma amostra com a estrutura da populacédo em geral, inferindo os
pontos de ascendéncia em comum entre os alelos amostrados (Kuhner, 2008). A
formula utilizada é © / [k(k - 1)], onde a letra K representa 0 nimero de coOpias de
genes (alelos) e © é o produto do tamanho efetivo da populagdo e da taxa de

mutacao.
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Uma das falhas dos métodos filogenéticos tradicionais, utilizando a
concatenacdo dos genes, € que nao é possivel estimar parametros importantes para
a histéria evolutiva da espécie, como o tamanho da populacdo e o tempo de
especiacao (Liu; Pearl, 2007). A coalescéncia integra genética de populacdes com
métodos filogenéticos, utilizando andlises com varios locos e acomodando a
classificagdo das linhagens (Leaché, 2009). Devido a essas caracteristicas as
andlises de coalescéncia, envolvendo a genealogia nas analises, tem se tornado

popular e tem auxiliado a desvendar historias populacionais complexas.

2.7. GENES NUCLEARES X GENES MITOCONDRIAIS

A utilizacdo de diferentes marcadores moleculares (DNA nuclear e
mitocondrial) possibilita a obtengé@o de sinais filogenéticos mais consistentes. O DNA
mitocondrial apresenta caracteristicas desejaveis para estudos filogenéticos, como
alto polimorfismo, taxa de mutagcdo mais alta que o DNA nuclear, heranca
uniparental (geralmente materna) e baixas taxas de recombinacdo (Avise, 2000).
Entretanto, a ocorréncia de heteroplasmia, pseudogenes mitocondriais e taxa
evolutiva variavel, dificultam a utilizacdo desses genes (Zhang; Hewitt, 1996; Avise,
2000; Williams; Knowlton, 2001; Maté et al., 2007; Dubey et al., 2009).

As copias do DNA mitocondrial integradas no genoma nuclear, sdo chamadas
de pseudogenes (ou nuclear mitochondrial pseudogenes - Numt). Esses Numts
apresentam mutacoes diferenciadas do genoma mitocondrial e a co-amplificacdo
dos mesmos com o gene de interesse dificulta a realizacdo das analises
filogenéticas (Bensasson et al. 2001).

E denominado heteroplasmia quando ocorre mais de um tipo de haplétipo
mitocondrial em um organismo, gerado(s) por recombinacdes, mutacbes em
pequenas escalas ou transmissdo de genoma mitocondrial biparental (Kmiec et al.
2006). A heteroplasmia pode ser representada por diferentes nimeros de repeticdes
ou pontos de substituicdo (SNP — Single NucleotidePolymorphism) (Budowle et al.
2003). O nivel relativo dos diferentes hapl6tipos em um mesmo individuo pode ser

variavel entre os diferentes tecidos do mesmo (Budowle et al. 2003).
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O tempo de coalescéncia dos genes nucleares é quatro vezes maior que 0
tempo de coalescéncia dos genes mitocondriais (Birky 1991). Além disso, a sua
heranca € biparental (com excecdo dos genes ligados ao cromossomo YY),
permitindo inferir a genealogia dos genes em um contexto mais amplo. As maiores
dificuldades de utilizacdo desse tipo de marcador sdo: analisar os haplotipos
separadamente (no caso de heterozigotos) e encontrar regides polimorficas
informativas em grupos mais recentes (Avise, 2000).

No presente estudo, foi proposto esclarecer algumas lacunas da
sistematica dos veados cinza do género Mazama. Para tanto, foram utilizados os
marcadores mitocondriais Citocromo b (Cytb) e Citocromo oxidase subunidade |
(COQl), combinados com os marcadores nucleares Interleucina 16 (IL16) e Fator de
Crescimento de Mastécitos (MGF), com o intuito de realizar analises mais robustas.
Além disso, foi incluida a maior amostragem dessas espécies até o presente
momento, buscando esclarecer relagcbes evolutivas e possiveis padrbes

biogeogréaficos presentes nas mesmas.
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3. OBJETIVOS

- Analisar a sistematica molecular dos veados cinza (Mazama gouazoubira e
M. nemorivaga) e a validade de sua possivel separacdo do género Mazama.
- Caracterizar os padrdes de diversificacéo filogeograficos de M. gouazoubira

e M. nemorivaga.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. AMOSTRAGEM E EXTRAGAO DE DNA

No presente estudo foram analisadas 46 amostras de animais distribuidos pelo
Brasil (e uma proveniente do Paraguai), sendo 36 amostras de M. gouazoubira e 11
de M. nemorivaga (Figura 4). Além destas, também foram amostradas as especies
Blastoceros dichotomus (Cervo do Pantanal), Ozotoceros bezoarticus (veado
Campeiro) representantes do clado cinza, e M. americana (veado Mateiro) e M. nana
(veado-de-méao-curta) como representantes do clado vermelho, estas dltimas foram
incluidas nas analises como grupo externo (Tabela 1). As amostras utilizadas se
encontram estocadas no banco de amostras do Nucleo de Pesquisa e Conservacao
de Cervideos (NUPECCE), sendo provenientes de capturas, apreensdes e de
criadores particulares e publicos (periodo de coleta de 1994 a 2013).

Para a extracdo de DNA das amostras de sangue foi utilizado o protocolo de
Sambrook et al. (1989) com algumas modificacdes, e para as amostras de pelo o

protocolo de Fenol-cloroféormio (Sambrook et al., 1989).
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Figura 4. Mapa do Brasil com a representacédo da localidade das amostras de
M. gouazoubira e M. nemorivaga coletadas que foram utilizadas no presente estudo.
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Tabela 1. Espécies analisadas, localidade e nimero de amostras coletadas.

Espécie Localidade de Coleta Numero de amostras
M. gouazoubira Goias - BR 4
M. gouazoubira Mato Grosso do Sul - BR 16
M. gouazoubira Mato Grosso — BR 1
M. gouazoubira Minas Gerais — BR 1
M. gouazoubira Bahia — BR 1
M. gouazoubira Espirito Santo - BR 1
M. gouazoubira Sé&o Paulo - BR 4
M. gouazoubira Rio Grande Sul - BR 3
M. gouazoubira Parand — BR 2
M. gouazoubira Santa Catarina — BR 2
M. gouazoubira Hernandarias — PY 1
M. nemorivaga Rondbénia—-BR 6
M. nemorivaga Pard - BR 2
M. nemorivaga Acre — BR 1
M. nemorivaga Amapa - BR 2
O. bezoarticus Mato Grosso do Sul - BR 1
M. americana Mato Grosso — BR 1
M. nana Parand — BR 1
B. dichotomus S&o Paulo - BR 1
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4.2. AMPLIFICACAO, EDICAO DAS SEQUENCIAS E ALINHAMENTO

Os fragmentos de DNA foram amplificados utilizando uma reacao padréo, com
modificacdes para alguns iniciadores: 300uM de dNTPs, 1,5mM de MgCI, Tampéo
1x (200mM Tris-HCI pH8,4; 500mM KCI), 1U de Taq Polimerase Platinum
(Invitrogen), 15-20 pmol do iniciador direto, 15-20 pmol do iniciador reverso, 50-100
ng de DNA, em um volume final de 30 pyL. O programa de amplificacdo utilizado foi:
ciclo inicial de 5 min a 94° para a desnaturacdo do DNA; 35 ciclos de: 94° por 1 min,
temperatura de hibridizacdo especifica de cada par de iniciadores (Tabela 2) 45-75
seg, 72° por 1 min, com uma extenséo final de 72° por 30 min.

Inicialmente, para o DNA mitocondrial, foram incluidos os genes Citocromo b
(Cytb) e Citocromo Oxidase subunidade Il (COIIl), previamente utilizados para o
género Mazama (Gilbert et al.,, 2006, Duarte et al., 2008). Entretanto, foram
observados problemas de sobreposicdo dos picos nos eletroferogramas de COIl,
inviabilizando as analises. Dessa forma, esse gene foi descartado. Posteriormente
foi incluido o gene Citocromo Oxidase subunidade | (COIl) (Tabela 2).

Com relagédo ao genoma nuclear, apenas o gene a-Lactoalbumina — intron 2
(LAC) havia sido utilizado com sucesso, apresentando polimorfismo para o género
Mazama (Gilbert et al., 2006). Além deste, foram utilizados os genes Interleucina 16
(IL16) e Fator de Crescimento de Mastocitos (MGF), que ja haviam sido amplificados
para outros Cetartiodactyla (Rezaei et al. 2010; Matthee et al., 2001).

Outros genes nucleares que haviam sido utilizados com sucesso para outras
espécies dessa ordem foram testados (com diversas condi¢des de PCR), como o
gue codifica a proteina Proteolipidica (PLP), do Horménio da Paratiredide (PTH) e
da proteina ceruloplasmina (CP). Além destes, foram avaliados oito marcadores
universais, desenvolvidos e testados em 26 espécies de diversas ordens de
mamfiferos (Lyons et al. 1997). Foram escolhidos os marcadores que apresentaram
amplificacdo positiva para a espécie de veado testada (Elaphurus davidianus),
sendo eles, IL1a, CD8A, GBA, NGFB, NID, OBS, MBP, GNA11.

Para 0s genes encontrados em cromossomos sexuais, foi testada a
amplificacdo do éxon cinco do gene da amelogenina (AMELY), o qual € amplificado

nos cromossomos X e Y, com este Ultimo geralmente apresentando uma delecao
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detectavel em gel de agarose. O gene ZFY (Zinc Finger), que esta relacionado com
o desenvolvimento dos testiculos e € encontrado apenas no cromossomo Y, também
foi testado. Ambos haviam sido utilizados previamente em estudos de filogenia com
a antiga ordem Artiodactyla.

Os fragmentos foram visualizados em gel de agarose 2%, para a verificacdo de
possiveis bandas inespecificas. Para a purificacdo das amostras, foi utilizado o
protocolo com PEG (Polyethylene Glycol) e glicogénio azul (Sambrook, 1989), para
a visualizacdo do produto de PCR e evitar a perda desse material. As amostras
purificadas foram sequenciadas em sequenciador automatico 3730XL Applied

Byosystems.

A qualidade das sequéncias obtidas foi analisada utilizando o programa
PHRED, contido nos pacotes do programa CodonCode Aligner verséao 4.0.4 (licenca
gentilmente cedida por CodonCode Corporation). O CodonCode também foi utilizado
para unir e editar as sequéncias diretas e reversas de cada amostra. Para o0s
heterozigotos dos genes nucleares foi utilizada uma funcdo deste programa que
extrai as sobreposicdes dos cromatogramas causados por “concorréncia”’ de Indels
de heterozigotos, utilizando um algoritmo para criar pseudoalelos. Para os picos
duplos dos heterozigotos foi utilizado o codigo da [UPAC (International Union of Pure
and Applied Chemistry). Todos os eletroferogramas foram inspecionados e as

possiveis ambiguidades corrigidas manualmente.

A caracterizacdo do polimorfismo dos genes foi feita no programa DNASP V5
(Librado & Rozas, 2009). Foram calculados: diversidade haplotipica, numero de

mutacdes e sitios informativos (mutacfes presentes em ao menos dois individuos).

Posteriormente as sequéncias foram alinhadas no programa MUSCLE (Edgar,
2004), contido no MEGAG6 (Tamura et al., 2013). As sequéncias alinhadas foram
submetidas ao programa Modeltest (Posada; Crandall, 1998), com o objetivo de
inferir qual o modelo evolutivo que melhor se adequa para cada gene analisado,
sendo utilizado o critério AIC (Akaike Information Criterion). Para todos os genes

submetidos, o modelo HKY + G foi selecionado como o mais indicado.

22



€

A owossowol) dTAdVO
900¢ ‘[e 1° Js1ouepid 0G9-09 0L¢ TNV
— Jea|onN dTAdVO

d-d1d
/66T '[e 19 suok oC9 1eajonN LS0T dld
4-d’d

d-HLld
/66T '[e 19 suok 0SS 1eajonN 0T€ H1ld
4-Hld

*[-QIvV1-P
.09 Tes|onN d-qv1-o o qre--o
4-aivi-o

opnisa ayuasald ou opeyuasag
x ‘€002 AldznoQ | uluesseH

28971
‘ v.E1
002 12nbidoy : uluesseH .09 [eLIpUO20IN 620 08S [[e}e]

N

86T1¢ OOH
06¥TOO1
: _ . ITHA
900¢ ‘Ie 1o BAOUBA| .766T [ 19 J9W|0- .09 [elIPUOIOHN DTHA 899 10D
ITAA

PTIA

YOTHIN
‘e 19 unyl o eLIPU0D0)| A
G661 ‘[e 19 UMy 0s [eup HA SOTIN OETT QinD

oedeziplqiy ojuswbe.y sopezljin (gd) oluawbeuy sopelsal

Selopeidiul sop siliod ap einreladwa] op oedezieoso saJopeldiu] op oyuewe | sauao

'Se10UQJa)aJ SeAIl0adsal sens se 9 ‘0pnisa ajuasald ou Sope)sa) SalopedJewl SOp Seallsiialoeie) g Blaqe.l



ve

d-dgan
/66T '[e 19 SuoAT -G9-0S Jes|onN - dgiN
4-dgn
g-etl
/66T ‘[e 18 suoA oS TesjonN 0S9¥ et
4-etl
d-v8aod B
/66T ‘[e 18 suoA Kele TesjonN 008¥ v8ad
4-v8aD
d-aiN
/66T '[e 19 suok +G9-05 TesjonN 00TT¥ aiN
4-AIN
d-vgo
‘e 1@ suoA °
1667 | 1 /S JeB[oNN S - vdgo
d-g49N
/66T ‘[e 18 suoAT LG TesjonN 0ST 949N
4-g49N
d-49IN
/66T ‘[e 18 suoA -85 Tea|onN 0S8 49N
4-49IN
d-9Tl
0TOZ ‘[e 10 19ezay -GG TeajonN z6¢ otT I
4-9T7l
d-do
/66T ‘[e 18 suoA +G9-05 TeajonN €921 do
4-dD
h A owossowol) AdZ
Z00Z NIM3H | uosmeT] 0G9-05 026 AdZ

— Jeg|oNN

= 4= V4




G¢

Y-TTVND ~
/66T '[e 19 SUoAT -G9-0G JeajonN 0097 TIVYND
4-TIVYND
¥-s90 _
/66T 'e 19 SUOAT -G9-0G JeaanN 008+ sg0

4-S4d0




4.3. CLONAGEM

Devido a sobreposicdo de picos detectada para o gene COIl, dez
produtos de PCR do mesmo foram clonados para a verificagdo da existéncia de
pseudogenes. Foi selecionada ao menos uma amostra das espécies: O.
virginianus, B. dichotomus, O. bezoarticus, M. americana, M. nana, M.
gouazoubira, M.nemorivaga. Foi feita a comparacdo das distancias genéticas
par-a-par, entre os alelos obtidos dos clones utilizando o programa MEGAG.

Além destes, foram clonados dez fragmentos de individuos
heterozigotos para o gene MGF visando a comparagdo com os pseudoalelos
gerados pelo CodonCode.

As clonagens foram realizadas no Laboratério de Genética de
Bactérias e Biotecnologia Aplicada, departamento de Biologia Aplicada a
Agropecuaria (Unesp — FCAV). Os produtos selecionados para a clonagem
foram ligados ao vetor pTZ57R/T utilizando o kit InsTAclone™ PCR Cloning Kit
(Fermentas), seguindo as especificagcbes do fabricante. Foram utilizadas as
células competentes de Escherichia coli da linhagem DH10B. Foram
selecionadas quatro colonias de cada amostra e posteriormente as mesmas

foram enviadas para sequenciamento.

4.4. ANALISES FILOGENETICAS
4.4.1. CONSTRUCAO DAS ARVORES DOS GENES

As andlises de Maxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana
foram utilizadas para inferir as arvores dos genes. Para a realizacdo destas
andlises o conjunto de dados foi separado em genes mitocondriais (COIl + Cytb)
e nucleares (MGF + IL16).

A analise de Maxima Verossimilhanca (Maximum Likelihood) foi
realizada utilizando o programa MEGAG6, com a busca heuristica “Subtree-
Pruning-Regrafting” (SPR) extensiva. O Bootstrap foi calculado para a analise
de suporte estatistico, incluindo 5000 pseudo-réplicas. Essa analise também foi
realizada para as sequéncias obtidas para o gene COIl para a realizacdo de

comparacgao das topologias obtidas.
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A Inferéncia Bayesiana foi realizada com o programa Mrbayes verséo
3.1.2 (Huelsenbeck; Ronquist, 2001), utilizando 10.000.000 geracdes (ou até o
desvio padrédo das frequéncias estarem abaixo de 0,01), com amostragem das
arvores a cada 10 geracfes e burn in de 25%. Para estimar a distribuicdo da
probabilidade posterior foi utilizado a Metropolis-Coupled MCMC (Markov Chain
Monte Carlo), também implementada no programa MrBayes. Todas as arvores
obtidas foram editadas com auxiio do programa Fig Tree
(http://tree.bio.ed.ac.uk/).

4.4.2. CONSTRUCAO DA ARVORE DE ESPECIES

A arvore de espécies e as datacdes das divergéncias, utilizando o método
de coalescéncia foram realizadas utilizando o método *BEAST - Bayesian
Inference of Species Trees from Multilocus Data (Heled; Drummond, 2010).
Esse método se encontra implementado no pacote de programas BEAST e é
utiizado para estimar as distribuicdes posteriores das arvores de espécies
juntamente com as arvores dos genes em uma Unica analise Bayesiana com
MCMC.

Para a realizacdo dessa analise foram incluidos os quatro genes
sequenciados (nucleares e mitocondriais), com 0 modelo evolutivo selecionado
para os mesmo (HKY + G). Para a datacéo foi selecionado o relégio molecular
relaxado com distribuicdo néo relacionada e log normal, utilizando o modelo de
Yule. Os eventos de calibracdo selecionados foram com base nas datacdes de
Duarte et al. (2008). O primeiro evento foi a separacdo entre as espécies do
clado vermelho M. americana e M. nana ha cerca de 1,8 Myr (grupo
monofilético), o segundo foi a separacdo entre os clados vermelho/cinza ha
cerca de 5 Myr, incluindo todas as espécies analisadas no presente estudo.

A andlise foi realizada utlizando 400 milhdes de geracdes, com
amostragens a cada 40 mil arvores e um descarte por burn-in de 50%. As
arvores resultantes foram condensadas no programa TreeAnotator e a arvore

consenso resultante foi visualizada no programa FigTree.
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5.RESULTADOS
5.1. PROBLEMAS NA AMPLIFICACAO/SEQUENCIAMENTO DOS GENES
SELECIONADOS

Para o presente estudo foram testados trés marcadores mitocondriais,
dois genes nucleares ligados aos cromossomos sexuais e doze genes
nucleares presentes em cromossomos autossémicos. Entretanto, alguns deles
apresentaram  problemas de amplificacdo, bandas inespecificas,
sequenciamento com muitos artefatos e pseudogenes no presente estudo,

impossibilitando o uso dos mesmos (Tabela 3).

Tabela 3. Genes nucleares e mitocondriais que apresentaram problemas

impossibilitando a sua amplificacdo/utilizacdo nas analises.

Genes Problemas detectados
COill Presenca de pseudogene
MBP, NID,
Nao foi possivel a amplificacao
OBS,GNA11
CP, AMEL, ZFY Muitas bandas inespecificas na amplificacéo
PTH Amplificagcdo para apenas cerca de 30% das amostras
NGFB, GBA Amplificacédo de fragmento pequeno (100-150pb)
PLP, CD8a, IL1a Amplificacdo positiva/ eletroferogramas com artefatos
LAC Presenca de INDEL no inicio/final da sequéncia

As proximas secdes descrevem detalhadamente o0s problemas
encontrados para cada gene, os quais tiveram que ser descartados das

analises realizadas no presente estudo.
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5.1.1. GENE COll

Para o gene COIl, foi detectada a presenca de INDEL de 1 a 15 bases
pelo programa CodonCode em cerca de 90% dos eletroferogramas obtidos
(Figura 5). Apesar de o programa ter detectado o INDEL, néo foi possivel gerar
pseudoalelos com qualidade, impossibilitando a inclusdo dos mesmos para as

andlises seguintes com as sequéncias dos clones.
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Figura 5A — Eletroferograma do gene COIl evidenciando a sobreposicdo de “picos” em 2

pontos dessa amostra (indicados pela seta). 5B — Eletroferograma do gene COIl demonstrando

a queda de qualidade do sequenciamento a partir da base 330.

Foram sequenciados quatro clones de cada individuo e posteriormente
calculadas as distancias genéticas par-a-par entre 0s mesmos. Foram
detectados diferentes haplétipos para M. nemorivaga (0,002), B. dichotomus
(0,002), O. virginianus (0,002-0,041) e M. gouazoubira (0,013-0,087). Além
disso, foi feita a analise de Maxima Verossimilhanca com os haplétipos obtidos
(Figura 6).
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5.1.2. GENES PLP, IL1A, CD8A,PTHE CP

Fragmentos desses genes nucleares foram testados como candidatos a
serem utilizados nas andlises filogenéticas. Entretanto, diversos problemas
foram observados nas padronizagdes iniciais de amplificacdo desses genes.

Os genes IL1a e CD8A apresentaram eletroferogramas dos fragmentos
sequenciados sem qualidade, impossibilitando a leitura dos nucleotideos pelo
programa CodonCode e, consequentemente, a inutilizacdo dos mesmos. No
entanto, ndo foram detectadas bandas inespecificas em gel, dificultando a
resolucéo desse problema.

Para os genes PLP e CP foram testadas diferentes condi¢cdes de PCR,
devido a presenca de diversas bandas inespecificas nas amplificacdes. O gene
PTH apresentou sucesso de amplificacdo para cerca de 30% das amostras.
Foram testadas condicbes de PCR menos restringentes com o intuito de

amplificar as amostras remanescentes, todavia nao foi obtido sucesso.

5.1.3. GENES NGFB, GBA, MBP, NID, OBS E GNA11

As regides dos genes NGFB e GBA apresentaram amplificacao positiva,
visualizada em gel de agarose. Entretanto, os fragmentos obtidos com a
utilizacdo dos seus respectivos iniciadores sdo pequenos (entre 100 e 150pb),
tornando-os invidveis para seqlenciamento e as analises seguintes, visto que o
aproveitamento desses amplificados € baixo.

Apesar das inumeras tentativas de padronizacdo das condi¢cdes de
amplificacdo, ndo foi possivel amplificar os fragmentos dos genes MBP, NID,
OBS e GNA11.

5.1.4. GENE a-LACTOALBUMINA

O gene da a-Lactoalbumina (LAC) apresentou amplificacdo positiva, mas
foi possivel visualizar em gel de agarose 2% diferentes tamanhos de alelos
(presenca de INDEL), gerando sequéncias de baixa qualidade. Com o intuito de
minimizar esse problema, foi redesenhado um iniciador apds essa regido de

INDEL. Apesar do novo iniciador e do sequenciamento nos sentidos direto e
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reverso, nao foi possivel obter eletroferogramas de qualidade para a maioria
das amostras. Gilbert et al. (2006) j& havia reportado a presenca de INDELs na
posicao 70 e 218 (3 e 9 nucleotideos, respectivamente) para C. elaphus. Devido
a presenca de INDELs no inicio e final das sequéncias, a qualidade das
mesmas foi muito baixa, impossibilitando a geracdo de pseudoalelos pelo

programa CodonCode. Esse gene foi descartado das analises.

5.1.5. GENES LIGADOS AOS CROMOSSOMOS SEXUAIS

Para os genes ligados ao cromossomo Y, AMELY e ZFY, foram
utilizados os mesmos iniciadores e as mesmas condi¢cbes de PCR que haviam
sido utilizadas com sucesso de amplificagéo para o género Capra (Pidancier et
al. 2006).

Foram detectadas bandas inespecificas. Devido a isso, foram testadas
diferentes condicbes de PCR. Mesmo com as modificacdes, foram mantidas as
bandas inespecificas visualizadas em gel de agarose. Dessa forma, esses

genes foram removidos do presente estudo.

5.2. GENES UTILIZADOS NAS ANALISES

Para o genoma mitocondrial foram amplificados com sucesso, 0s genes
Cytb e COI e para o genoma nuclear foram utilizados os genes MGF e IL16.
Apenas o0 gene COIl apresentou problemas nos eletroferogramas obtidos
inicialmente (baixa qualidade na determinacdo da sequéncia). Todavia, a troca
dos iniciadores utilizados permitiu a resolucdo desse problema e o uso do
mesmo nas analises filogenéticas realizadas.

O gene nuclear MGF apresentou INDELS de 1 a 2 bases em quinze
individuos e o gene IL16 apresentou INDELS de 3 a 5 bases em seis individuos
dos 51 (incluindo grupo externo) incluidos nas analises. As distancias genéticas
entre os fragmentos obtidos com a clonagem e os pseudogenes gerados pelo
programa CodonCode foram superiores em relacdo as distancias entre 0s
pseudoalelos. Esse resultado indica que os pseudoalelos (os quais foram

utilizados para as andlises) sdo gerados apenas com as bases de qualidade
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5.3. ANALISES FILOGENETICAS

As andlises de Maxima Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana
utiizando genes nucleares apresentaram baixa resolu¢do e suporte estatistico,
com altos niveis de polimorfismo compartilhado entre espécies distintas (Figura
7). Todos os individuos heterozigotos tiveram seus dois alelos agrupados no
mesmo clado, devido a isso, foi utiizado apenas um deles nas analises
posteriores, com intuito de melhor visualizagdo dos resultados obtidos.

Os resultados obtidos com essas andlises utlizando o0s genes
mitocondriais foram congruentes com a &rvore das espécies (utilizando a
andlise de Coalescéncia), excetuando alguns clados intra-especificos de
M.gouazoubira e M. nemorivaga (Figuras 8 e 9).

A datacao das divergéncias foi feita utilizando a andlise de coalescéncia,
e indicou que ap0s a entrada de ao menos trés espécies ancestrais pelo Istmo
do Panama, houve intensa diversificacdo no final do Plioceno e inicio do
Pleistoceno. A Tabela 5 apresenta as datagdes com base nas divergéncias da

arvore das espécies (Figura 9).
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Tabela 5. Estimativas de tempos de divergéncias com os respectivos intervalos

de confiangca (95% High Posterior Density) entre as linhagens analisadas no

presente estudo.

No6s

Divergéncia Myr (95% HPD)

© 0O N oo 0o~ WDN P

e
= O

4,25 (3,91-6,29)
3,85 (2,97-5,4)
3,23 (2,5-5,1)
2,68 (1,92-4,5)
1,95 (1,04-2,53)
1,65 (0,94-2,23)
1,62 (1,28-3,44)
1,38 (0,77-1,84)
1,25 (0,73-2,1)
1,23 (0,73-1,79)
1,04 (0,64-1,49)
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6. DISCUSSAO

6.1. HETEROPLASMIA X PSEUDOGENES

As principais causas de ocorréncia da sobreposicdo de picos de
fluorescéncia nos eletroferogramas, dificultando e/ou impossibilitando a
utilizacdo de alguns marcadores mitocondriais, s&do: pseudogenes ou
heteroplasmia (excetuando a contaminagéo).

Os eletroferogramas obtidos para o gene COIl apresentavam esse
artefato em varias sequéncias analisadas. Para a familia Cervidae ndo foram
encontrados estudos que relatassem a presenca de heteroplasmia ou de
pseudogenes decorrentes da transferéncia do DNA mitocondrial para 0 genoma
nuclear (Numts).

A ocorréncia da heteroplasmia € caracterizada pela diferenca entre
os haplétipos em uma Unica base, podendo ocorrer também em diferencas em
duas ou trés bases (fato que ocorre com menor frequéncia) (Budowle et al.,
2003). A presenca de diferentes haplotipos (com INDELS de até 15pb) indica a
presenca de pseudoalelos do tipo Numt para essas espécies. Apesar de ter
sido detectado em espécies de diferentes clados (M. gouazoubira e O.
virginianus), aparentemente seriam decorrentes de eventos independentes,
uma vez que os haploétipos obtidos foram agrupados no clado da espécie
respectiva. A inferéncia de uma topologia incorreta € uma das principais
consequéncias da presenca de pseudogenes ancestrais (Bensasson et al.,

2001), devido a isso esse gene nao foi utilizado no presente estudo.

6.2. ANALISES FILOGENETICAS — GENERO MAZAMA

Compreender as relagdes histdricas entre os organismos vivos € um dos
principais objetivos das pesquisas da biologia. Os complexos de espécies que
passaram por uma radiacao rapida e recente representam os maiores desafios
na sistematica molecular, uma vez que as relacdes entre as linhagens podem

ser obscurecidas pela retencdo do polimorfismo ancestral (Maddison, 1997). O
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género Mazama é constituido por cervideos sul-americanos caracterizados pela
rapida diversificacdo, convergéncia morfolégica e lacunas na sua sistematica.

No presente estudo o seu polifiletismo foi confirmado em todas as
analises realizadas, corroborando com os resultados de estudos anteriores
(Smith et al., 1986; Gilbert et al., 2006; Duarte et al., 2008; Hassanin et al.,
2012). Todavia, foram detectadas varias incongruéncias entre as analises
filogenéticas (Inferéncia Bayesiana e Maxima Verossimilhangca) para os genes
nucleares com relagdo as outras (genes mitocondriais e andlise de
coalescéncia). As analises utilizando genes nucleares mostraram pouca
resolucdo e ineficiéncia para distinguir espécies morfoldégicas, genética e
ecologicamente distintas, como B. dichotomus e O. bezoarticus do restante.

Os genes nucleares sdo mais susceptiveis a manter o polimorfismo
ancestral (devido a taxa de mutacdo mais lenta) e a introgresséo e hibridizacao
causadas por um contato secundario, levando a genealogias incongruentes.
Broughton e Harrison (2003) realizaram analises moleculares com trés espécies
de grilos distintas e detectaram um alto grau de polimorfismo compartilhado
entre as mesmas para 0s genes nucleares. Fisher-Reid e Wiens (2011)
realizaram uma revisao de filogenias de diferentes vertebrados e detectaram
discordancias entre 0os genes nucleares e mitocondriais em cerca de 30-70%
dos nés por clado. Segundo Broughton e Harrison (2003), apenas uma pequena
fracdo do genoma necessita estar diferenciada para que ocorra a especiagao.

As mesmas analises utilizando genes mitocondriais mostraram resolucéo
e suporte estatisticos elevados, apesar disso, devido a heranga uniparental
(materna), esses resultados podem ser considerados enviesados. A filopatria de
fémeas para a familia Cervidae foi descrita anteriormente para espécies de
cervideos como, Odocoileus hemionus (Culinghan et al., 2011), O. virginianus
(Purdue et al., 2000) e Rangifer tarandus (C6té et al., 2002), o que poderia
elevar as divergéncias genéticas detectadas nas analises filogenéticas.

A andlise de coalescéncia tem sido considerada vantajosa em relacdo as
outras para minimizar as incongruéncias entre as arvores dos genes e a arvore
das espécies (Knowles; Kubatko, 2010). A topologia inferida foi semelhante a
topologia gerada com os genes mitocondriais, sendo detectados dois clados, o
vermelho e o cinza (seguindo classificacdo anterior realizada por Duarte et al.

2008). O grupo de veados vermelhos foi representado pelas espécies M.
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americana e M. nana, o qual foi utiizado como grupo externo; enquanto que o
grupo de veados cinza incluiu M. nemorivaga, M. gouazoubira, B. dichotomus e
O. bezoarticus. A espécie M. americana foi a primeira a ser descrita nesse
género, devido a isso o clado vermelho deve manter a nomenclatura Mazama,
enquanto que as espécies M. gouazoubira e M. nemorivaga necessitam de uma
revisdo taxonbmica. Para a realizacdo dessa revisdo seria necessaria a
amostragem dos espécimes de museu descritos como holotipos (ou paratipos),

e preferencialmente das sinonimias descritas para cada espécie.

6.3. SISTEMATICA DE M. gouazoubira E M. nemorivaga

As analises filogenéticas com os genes mitocondriais e a arvore das
espécies indicaram que as classificacdes de M. gouazoubira e M. nemorivaga
representam dois complexos de espécies cripticas. A espécie M. americana foi
identificada em estudos anteriores também como um complexo de espécies
cripticas (com ao menos duas espécies distintas), apresentando grande
diversidade cariotipica e molecular (D uarte et al. 2008; Abril et al. 2010; Cursino
etal. 2014).

Niemiller et al. (2011) analisaram a acuracia da delimitacdo de espécies
utilizando a analise de coalescéncia com varios locos. Os resultados obtidos
indicaram que o aumento do numero de individuos amostrados, pode inflar o
numero de espécies delimitadas, enquanto que o aumento de locos utilizados
diminui 0 niumero de espécies delimitadas. Os autores sugerem essas analises
como formas importantes de desenvolver hipoteses filogenéticas, taxondémicas
e biogeogréficas, e que as mesmas devem ser testadas envolvendo outros tipos
de analises.

Rossi (2000) detectou, por meio de andlises morfolégicas, uma grande
variacao individual para M. gouazoubira, entretanto a existéncia de apenas uma
espécie. Os resultados obtidos no presente estudo indicaram uma
diversificacdo rapida, recente (iniciada ha cerca de 1,65 Myr) e com simpatria
em diversas areas de distribuicdo. A grande diversidade haplotipica detectada,
corrobora com a hipotese de uma explosao demografica recente.

A datacdo das andlises filogenéticas indicou que a diversificacdo das

linhagens ocorreu no periodo final do Plioceno/inicio do Pleistoceno. Segundo
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Rull (2011), a grande diversidade das espécies neotropicais remanescentes
esta correlacionada com um complexo de acontecimentos ecolégicos e
evolutivos iniciados por eventos tectonicos e reorganizacfes paleogeograficas
durante o Neogeno. As mudancas climaticas ocorridas no Pleistoceno
auxiliaram a manutencao dessa grande biodiversidade (Rull, 2008).

Os clados de M. gouazoubira denominados A-C, D e E, foram
recuperados nas analises com 0s genes mitocondriais (Maxima
Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana) e na andlise de coalescéncia com
todos os genes. Todos os clados (com excecdo do D) apresentaram uma ampla
distribuicdo envolvendo diferentes estados.

O clado D apresentou ocorréncia apenas no Pantanal, local que foi
detectado quatro dos cinco clados, representando uma &rea de alta diversidade
genética. Essa diversidade detectada para o Pantanal pode indicar que no
passado essa regido representou um centro de dispersao para essa espécie. A
presenca de um clado endémico corrobora com essa hipotese, entretanto, Junk
et al. (2006) destacam a baixa quantidade de espécies endémicas descritas no
Pantanal. Segundo os mesmos autores, os fluxos de inundagBes que essa
regido apresenta levam as espécies a se moverem frequentemente, levando ao
intercambio genético com as regides vizinhas.

O Pantanal também pode representar uma regidao a qual foi invadida
pelas populagbes vizinhas, pertencentes a diferentes clados, levando a essa
alta diversidade genética detectada. Todavia, a presenca de um clado exclusivo
para essa regido € incongruente com essa hipdtese. E necessaria uma
amostragem mais ampla, principalmente nas regides menos amostradas e
vizinhas ao Pantanal, para a obtencdo de um padréo filogeografico mais claro.

Apesar da monofilia desses clados e alto suporte estatistico dos
mesmos, analises complementares ecoldgicas, comportamentais, cariotipicas e
reprodutivas devem ser realizadas para testar se essas linhagens podem ser
consideradas diferentes ESUs (divergéncias intraespecfificas) ou diferentes
espécies. Estudos reprodutivos envolvendo individuos com diferentes cariétipos
de M. americana confirmaram a existéncia de isolamento reprodutivo pés-
zigbtico (subfertiidade ou esterilidade) apenas no caso de acasalamentos

hibridos (Cursino et al. 2014). Analises ecoldgicas podem esclarecer aspectos
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da especiagcdo em simpatria, geralmente relacionada com o isolamento
reprodutivo induzido pela selecao natural (Johannesson, 2001).

A espécie M. nemorivaga apresentou trés clados separados (andlise de
coalescéncia e com genes mitocondriais) com alto suporte estatistico e com
diversificacdo ha cerca de 1,62 Myr. Os clados foram alocados separadamente
por regides de endemismo da Amazodnia. Silva et al. (2005) dividiu a Amazonia
em ecorregides, com base na ocorréncia de endemismo de vertebrados
terrestres. De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, o clado
com as amostras do Amapa, clado Norte, acima do rio Amazonas, representa a
regidao endémica da Amazonia chamada de Guiana. O clado com as amostras
do Para, representando o clado Leste, englobaria as ecorregides de Tapajos,
Xingu e Belém. E o terceiro clado, o clado Oeste, incluiu amostras de Rondbnia
e do Acre representaria as ecorregioes de Rond6nia e Inambari.

Essa separacdo de M. nemorivaga em diferentes clados pode
representar a revalidacdo da espécie M. rondoni. Para a confirmacdo dessa
hipétese deve ser realizada uma revisdo taxondmica incluindo amostras de
museus descritas como M. rondoni.

Os estudos anteriores envolvendo genética molecular dos cervideos
neotropicais revelaram uma grande diversidade e necessidade de mais andlises
complementares para a delimitacdo correta das espécies (Duarte et al. 2008;
Abril et al. 2010; Cursino et al. 2014). A delimitacdo de espécies cripticas
envolve a diminuicdo do tamanho populacional e a area de distribuicdo, assim
como o aumento da wulnerabilidade das mesmas. Portanto, para a realizagéo
de medidas conservacionistas é emergencial o conhecimento mais refinado
dessas espécies de cervideos, envolvendo analises morfométricas, ecoldgicas

e reprodutivas.
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7. CONCLUSOES

- Em todas as analises realizadas no presente estudo, o género Mazama

foi polifilético, invalidando essa nhomenclatura para as espécies M. gouazoubira

e M. nemorivaga.

- Mazama gouazoubira e M. nemorivaga foram alocados em clados
separados, corroborando com os resultados anteriores que indicam a
separacdo dessas espécies em dois géneros diferentes. E necessaria uma
revisdo taxondmica das mesmas incluindo espécimes de Museus (holétipos e

paratipos).

- A espécie M. gouazoubira foi subdividida em cinco clados, também com
alto suporte estatistico, porém ndo apresentou separacdes biogeograficas, com
0S mesmos ocorrendo em simpatria. Analises complementares devem ser
realizadas para a confirmacdo da existéncia de um complexo de espécies

cripticas e uma revisao sistematica/taxonémica mais acurada.

- A espécie M. nemorivaga apresentou trés clados separados com alto
suporte estatistico, incluidos em regides de endemismos da Amazbnia. A
revalidacdo da espécie M. rondoni deve ser avaliada, realizando analises que

incluem amostras descritas para essa espéecie.
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