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FILOGENIA E DELIMITACAO MOLECULAR DE ESPECIES DO GENERO
Mazama RAFINESQUE, 1817 (CETARTIODACTYLA:CERVIDAE)

RESUMO - O veado-mateiro (Mazama americana Erxleben, 1777) representa
um complexo de espécies cripticas cujo carater polifilético e diferencas
cromossbmicas ja foram demonstrados. Dependendo do grau de divergéncia,
essas diferencas sdo uma barreira reprodutiva que levam ao isolamento e
reforcam a necessidade de revisao taxondmica do grupo. Assim, foi proposta a
revalidacdo da espécie Mazama rufa llliger 1811 para Mata Atlantica. A
resolucdo da incerteza taxondmica que ainda cerca o complexo é vital na
avaliacdo e conservacdo do grupo, posto que varias lacunas amostrais e
espécies em potencial carecem de avalicdo. Nesse sentido, o presente trabalho
buscou avaliar as relacfes filogenéticas entre as variantes cromossémicas do
complexo M. americana e delimitar potenciais novas espécies a partir de dados
moleculares. Também foi testada a validade da espécie M. rufa e inferidos
aspectos de sua distribuicdo e estado de conservagdo. Um conjunto de
espécimes com informacgao cromossdmica (citotipo) e outro, de amostras fecais
coletadas na natureza, foram sequenciados para parte dos genes mitocondriais
Cytb, D-loop e ND5. Foram realizadas andlises filogenéticas por meio de
inferéncia Bayesiana e Maéaxima Verossimilhanca e aplicados métodos
coalescentes de delimitacdo molecular de espécie (GMYC e PTP) para
identificar unidades taxon6micas operacionais moleculares (MOTUSs). A hip6tese
filogenética mostrou relacdo de monofilia reciproca entre todos os cit6tipos, com
excecao do citétipo Carajas. As espécies M. americana (sensu strictu) e M. rufa
foram consideradas como espécies irmés e validas. Ja os citétipos Juina e
Rondbnia representam duas potenciais espécies distintas de M. americana. A
espécie M. rufa € composta pelos citétipos Parana e Carajas, apresenta ampla
distribuicdo, do sul do Brasil até a faixa sul-sudeste da Amazobnia, e
potencialmente ndo deve ser classificada como ameacada de extingdo. Ficou
demonstrado que até a menor diferenca cromossémica (uma fusdo em tandem)
pode implicar em espécies distintas, dependendo do tempo de divergéncia.

Palavras-chave: Cervidae, Odocoileini, DNA fecal, molecular operational
taxonomic units, taxonomia integrativa, biodiversidade.



MOLECULAR PHYLOGENY AND SPECIES DELIMITATION IN Mazama
RAFINESQUE, 1817 (CETARTIODACTYLA:CERVIDAE)

ABSTRACT - The red brocket deer (Mazama americana Erxleben, 1777)) is
considered cryptic species complex whose polyphyletic state and chromosomal
differences have been already demonstrated. These chromossomal differences
act as a reproductive barrier that can lead to isolation, depending on the level of
divergence, thus, reinforce the need for taxonomic revision. In this sense a
species revalidation has just been proposed for Mazama rufa llliger 1811 in the
Atlantic Forest. The resolution of the remaning taxonomic uncertainty is vital in
this taxa assessment and conservation, once there is several sampling gaps and
other potential species to be evaluated. Therefore, the present work sought to
evaluate the phylogenetic relationships between the chromosomal variants and
to delimit potential new species for the M. americana complex from molecular
data. The validity of M. rufa was tested and aspects of its distribution and
conservation status were also inferred. A set of specimens with chromosomal
information (cytotype) and another set of fecal samples collected in nature were
sequenced for part of the mitochondrial regions Cytb, D-loop and ND5. Bayesian
inference and Maximum Likelihood phylogenetic analyzes were performed and
coalescent methods of molecular species delimitation (GMYC and PTP) were
applied to identify molecular operational taxonomic units (MOTUs). The
phylogenetic hypothesis demonstrated a reciprocal monophiletic relationship
between all cytotypes, with the exception of Carajas. The red brocket deers M.
americana (sensu strictu) and M. rufa were recovered as sisters and valid
species. On the other hand, Juina and Rondénia cytotypes should represent two
distinct species from M. americana. The M. rufa species is composed of Parana
and Carajas cytotypes, has a wide distribution from the south of Brazil up to the
south-southeast of the Amazon Forest, and potentially will not be categorized as
threatened with extinction. The results demonstrated that even the minimal
chromosomal difference (a tandem fusion) can imply different species, depending
on other factors as the time since divergence.

Keywords: Cervidae, Odocoileini, fecal DNA, molecular operational taxonomic
units, integrative taxonomy, biodiversity.



1. INTRODUCAO

A taxonomia € a base do processo de avaliacdo e planejamento de
conservacdo da biodiversidade, pautada basicamente ao nivel de espécie
(Mace, 2004). Ferramentas como as listas de espécies ameacadas de extincao
da IUCN (International Union for Conservation of Nature) e de regulamentacéo
do comércio internacional de fauna da CITES (Convention on International Trade
in Endangered Species of Wild Fauna and Flora) demonstram a dependéncia em
relacdo a nomenclatura taxonémica. Dessa forma, a definicdo de espécies
influencia diretamente questdes de comunicacdo, manejo e implicacdes legais
relacionadas a conservacado (Zachos, 2018).

Negligenciar a existéncia de linhagens evolutivas distintas pode ocasionar
problemas em programas de manejo em cativeiro, translocacdes que resultam
em introgressdes nao naturais e depressdo exogamica, e casos de nao
adaptacdo a infeccbes parasitarias locais (Gippoliti et al., 2018). Porém,
dependendo da abordagem utilizada, podemos ter arranjos taxondmicos com
caracteristica mais aglutinadora (lumper) ou divisora (spliter) em numero de
espécies. Ambas podem ser igualmente nocivas a conservacao (Zachos, 2018).
Dada essa problematica, a taxonomia de ungulados, em particular dos
cervideos, é cheia de lacunas, sendo essencial a promocédo de trabalhos que
aumentem a amostragem e a coleta de vouchers (Gutiérrez et al., 2017; Gippoliti
et al., 2018; Zachos, 2018; Heckberg, 2020).

Na familia Cervidae, o género neotropical Mazama Rafinesque 1817 é o
mais diversificado, apresentando uma classificagdo controversa, e cuja reviséo
taxondmica deve abranger a descricdo de novas espécies (Heckberg 2020;
Rincoén et al., 2020). O género é composto pelos veados florestais, animais de
médio porte (10-65 kg), com chifres em forma de espeto, habito solitario e
evasivo (Weber e Gonzalez, 2003; Merino e Rossi, 2010). A convergéncia
morfoldgica das espécies classificadas como Mazama dificultou o entendimento
evolutivo do grupo, cujo carater polifilético ja foi amplamente indicado (Gilbert et
al., 2006; Duarte et al., 2008; Hassanin et al., 2012; Gutiérrez et al 2017;
Heckberg, 2020). O género Mazama ficara restrito as espécies ligadas a



Mazama americana (Erxleben, 1777), que é a espécie tipo do género e dois
novos géneros devem ser propostos (Duarte et al., 2008; Gutiérrez et al., 2017,
Heckberg, 2020).

No tocante a espécie Mazama americana, conhecida como veado-
mateiro, observa-se que € uma das espécies de maior incerteza taxondmica do
género, sendo considerada como um complexo de espécies cripticas (Duarte et
al., 2008). Por esse motivo, ela ndo pode ter seu estado de ameaca avaliado,
sendo classificada como Dados Deficientes pela IUCN (Duarte e Vogliotti, 2016).
Foi demonstrado que M. americana ndo se trata de um grupo monofilético e
apresenta uma grande diversidade cariotipica (Duarte et al., 2008; Abril et al.,
2010; Gutiérrez et al., 2017; Heckberg, 2020). Duas espécies atuais do género
(Mazama bororo Duarte, 1996 e M. temama (Kerr, 1972)) ja foram separadas do
complexo M. americana devido a diferencas cromossomicas extremas (Jorge e
Benirschke, 1977; Duarte e Jorge, 2003). Além dessas, uma terceira espécie,
Mazama rufa (llliger, 1811), foi recentemente revalidada pelo mesmo motivo
(Luduvério, 2018).

A vista disso, vale ressaltar que a taxonomia de Mazama & historicamente
baseada em dados morfolégicos e revisdes discordantes (Allen, 1915; Cabrera,
1960; Czernay, 1987). A quantidade de espécies de Mazama “vermelhos” (que
seriam do genéro Mazama propriamente) variou bastante conforme as principais
revisbes: 11 espécies (com oito subespécies) por Allen (1915); duas espécies
(com seis subespécies) por Cabrera (1960); quatro espécies (com seis
subespécies) por Czernay (1987); e, por fim, Merino e Rossi (2010)
consideraram a validade de seis espécies. A contabilizacdo em si ndo se alterou,
mas Mazama bricenii Thomas, 1908 foi considerada sinénimo junior de Mazama
rufina (Bourcier e Pucheran, 1852) por Gutiérrez et al (2015) e Mazama rufa foi
revalidada por Luduvério (2018). Apesar de figurar como espécie valida, M.
americana sempre foi dividida em subespécies, variando de trés a seis,
dependendo do trabalho (Allen, 1915; Cabrera, 1960; Czernay, 1987).

As revisbes baseadas em dados morfologicos, no entanto, apresentam
limitagGes, pois esses caracteres sdo pouco informativos para recuperar as
relacdes filogenéticas em Cervidae (Heckberg 2020) e n&o revelam a

diversidade do género Mazama (Rossi, 2000; Duarte et al., 2008). Se, por um



lado ha convergéncia morfolégica-evolutiva entre linhagens distintas do género
(Duarte et al., 2008; Cassini e Toledo, 2020), ha, por outro, retencdo de um
padrdao morfolégico que nao permite diferenciar as linhagens genéticas do
complexo M. americana (Rincén et al., 2020).

Isto posto, a avaliagéo feita por Duarte e Jorge (1996), ao descrever
variantes cromossémicas no Brasil, revelaram a diversidade criptica de Mazama
americana. Dentre as variantes, foram identificadas duas linhagens distintas e
descritos citétipos com estruturacdo geografica (Abril et al., 2010). Uma das
linhagens investigadas ocorre no oeste da Amazébnia (estado de Rondobnia e
Mato Grosso) e apresenta baixo numero cromossémico (2n=42-45). Ela é
composta pelos citétipos chamados Rondoénia (RO; 2n=42/43; NF=46) e Juina
(JU; 2n=44/45; NF=48). Em contrapartida, a outra linhagem ocorre na regido
leste da Amazénia (estado do Para e Maranh&o) e na Mata Atlantica, tendo alto
namero cromossémico (2n= 49-53). Essa € composta pelos citétipos Parana
(PR; 2n=52/53; NF=56), Carajas (CA; 2n=50/51; NF=54), Santarém (SA,
2n=50/51; NF=56) e Jari (JA; 2n=48/49; NF=56) (Abril et al., 2010).

Estudos de reproducdo em cativeiro mostraram infertilidade total, ou alto
grau de subfertilidade, da progénie hibrida entre as linhagens de alto e baixo
namero diploide devido as falhas na gametogénese de fémeas e machos
(Cursino et al.,, 2014; Salviano et al., 2017). Também foi observada
subfertilidade, em menor grau, entre os citétipos com menor divergéncia dentro
das linhagens: RO x JU e PR x CA (Cursino et al., 2014; Salviano et al., 2017).
A divergéncia cromossémica extrema entre as linhagens (27 cromossomos)
representaria uma barreira reprodutiva pés-zig6tica que indicaria a presenca de
pelo menos duas espécies em M. americana. No entanto, é levantada a hipotese
de que a subfertilidade observada nas linhagens de menor divergéncia (=2
cromossomos) também resultaria em isolamento, podendo, assim, cada citotipo
corresponder a uma espécie distinta (Abril et al., 2010; Cursino et al., 2014
Salviano et al 2017; Carranza et al 2018).

As informacdes citogenéticas apresentadas convergem com os dados de
filogenia molecular, indicando que o complexo Mazama americana ndo é
monofilético (Duarte et al., 2008; Heckberg et al., 2016; Gutiérrez et al. 2017;
Heckberg, 2020; Rincodn et al., 2020). As duas linhagens cromossomicas se



subdividem em clados distintos, em meio a outras espécies, sendo que a
linhagem de alto numero diploide € posicionada em um clado préprio e a de baixo
namero diploide é recuperada como grupo irmédo de Mazama nana (Hensel,
1872) e M. bororo (Abril et al., 2010; Rincon et al., 2020). No entanto, a monofilia
reciproca entre citétipos mais proximos (PR e CA/ JU e RO) nao foi propriamente
testada (Abril et al., 2010; Luduvério, 2018; Rincon et al., 2020).

O processo de revisdo taxondmica de Mazama americana avangou com
a coleta, caracterizacdo e designacdo de um neétipo, uma vez que nao existe
hol6tipo da espécie (Rincon et al, 2020). O animal coletado na Guiana Francesa,
localidade tipo, apresentou um cariotipo com 2n=45 e NF=50. Apesar do baixo
namero cromossémico, os rearranjos observados (duas fus6es em tandem, duas
fusBes céntricas e uma inversao periférica) teriam derivado esse cariotipo a partir
de um cariétipo ancestral semelhante ao citotipo Parana (2n=52/53; NF=56).
Ademais, a andlise de filogenia molecular também apontou para uma relacao de
grupo irméo entre os animais da Guiana Francesa e a linhagem de alto nimero
dipldide (PR/CA). Assim, Rincon e colaboradores (2020) concluiram que a
diferenca cromossbmica observada indicaria que nenhuma variante com
ocorréncia no Brasil corresponde a M. amerciana (sensu strictu), sendo

necessaria uma revisao de seu estado taxonémico.

Posto que a sinonimia de M. americana é extensa, Luduveério (2018)
iniciou sua avaliagéo a partir do sindnimo Cervus rufus llliger 1811, o primeiro
disponivel na linha cronologica. Essa espécie foi descrita originalmente por
Azara (1802), que descreveu os dois veados que ocorriam no Paraguai:
guazupita e guazubira. Coube a llliger (1811) nomear os animais dentro da
nomenclatura Linneana, deliberando Cervus rufus ao veado guazupita, o “veado
vermelho”. Tal espécie foi originalmente descrita como representante do género
Cervus Linnaeus, 1758, porém foi transferida posteriormente ao género
Mazama, configurando o binbmio Mazama rufa (Lydekker, 1898). A espécie era
considerada um taxon valido até a revisao feita por Alllen (1915), depois foi
considerada subespécie ou sindbnimo de M. americana (Cabrera, 1960; Czernay,
1987; Rossi, 2000; Varela et al. 2010). Visto que o M. rufa nunca teve um holétipo
designado, foi, entdo, mais uma vez coletado, caracterizado e indicado um

neotipo para a espécie proximo a regiao de descri¢cdo original (Luduvério, 2018).



Foi proposta a revalidacdo da espécie, que apresentou o padrdo cromossoémico
do citotipo Parana (2n=52/NF 56) e teria a ocorréncia na Mata Atlantica. A nova
localidade tipo indicada foi o municipio de Foz do Iguacu, Brasil, na regido
florestal do Parque Nacional do Iguacu. O grupo de espécimes do citotipo Parana
foi recuperado como monofilético em relacdo a um grupo de animais da Guiana

Francesa (Luduvério, 2018).

Importante apontar que os dois conjuntos representam 0s extremos norte
e sul da distribuicdo de M. americana (sensu lato), ndo tendo sido incluida
nenhuma populacdo intermediaria na analise e nenhum outro citotipo, o que
poderia ter impacto nos resultados (Luduvério, 2018). Dado que ndo € bem
resolvida a relacédo filogenética entre os citétipos PR e CA, nem se o grau de
divergéncia cromossbmica entre eles € suficiente para considera-los espécies
distintas, se faz necesséaria maior investigagéo sobre M. rufa.

Visto que certo consenso foi alcangcado sobre a definicdo de espécie como
linhagens evolutivas independentes (De Queiroz, 2007), o limiar de corte em
meio ao continuo processo de divergéncia representa o atual desafio da
taxonomia para definicdo de espécies (Fujita et al., 2012). Nessa busca, a
compreensao do processo evolutivo do grupo estudado tem se mostrado
essencial para a definicdo taxon6mica, visto que informacfes como tempo de
divergéncia, fatores de isolamento e aspectos ecoldgicos sdo importantes para
compor a discussao (Padial et al., 2010). A proposta de taxonomia integrativa
reside justamente na andlise de diversos conjuntos de dados para reunir mais
evidéncias que suportem as propostas taxondmicas (Padial et al., 2010; Fujita et
al., 2012).

Recentemente, os métodos coalescentes de delimitacdo de espécie (e.g.
GMYC, PTP, BPP) tém contribuido na identificacdo de linhagens evolutivas
significativas e definicdes de espécies (Esselstyn et al., 2012; Larson et al., 2016;
Machado et al., 2017). Tal abordagem traz um arcabouco estatistico que propde
um limiar, diminuindo a subjetividade inevitavel envolvida no processo (Pons et
al., 2006). A identificacdo de unidades moleculares que representem espécies
em potencial, também chamadas de molecular operational taxonomic units
(MOTUSs) (Floyd et al., 2002), surge como um teste de hipotese perante outros

conjuntos de dados, contribuindo em uma analise integrativa (Fujita et al., 2012).



Perante as varias lacunas apresentadas e a necessidade de investigar
com maior profundidade os dados moleculares em Mazama, o presente trabalho
se propds a: (1) avancar na compreensdo das relacdes filogenéticas entre as
variantes genéticas que compdem Mazama americana, com foco na relacao
entre citotipos de menor divergéncia cromossdmica; (2) delimitar potenciais
espécies de Mazama a partir de dados moleculares, avaliando as hipéteses
existentes em uma abordagem de taxonomia integrativa; (3) testar a validade
taxondmica de M. rufa e inferir sua distribuicdo. Para avancar sobre esses
objetivos foi analisado um conjunto maior de espécimes com informacao
cromossOmica e regides mais informativas do DNA mitocondrial. O uso de
amostragem genética ndo invasiva, através da coleta de fezes na natureza,
permitiu incluir nesse contexto populagdes de veado-mateiro da regiao central
do Brasil (Pantanal e Cerrado) que nunca foram amostradas e analisadas

anteriormente.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A Familia Cervidae

A familia Cervidae faz parte da ordem Cetartiodactyla e dentre as mais de
300 espécies da ordem, Cervidae é a segunda mais diversa, com 55 espécies e
18 géneros, atras apenas de Bovidae (Zurano et al., 2019). Os cervideos
apresentam uma grande amplitude morfoldgica, que pode variar de 6 a 600 kg,
e ocorrem naturalmente por toda Europa, Asia e América, em uma variedade de
ambientes e altitudes (Merino e Rossi, 2010). Originalmente os cervideos
integravam a ordem Artiodactyla, no entanto, a parafilia dessa ordem foi
demonstrada por estudos moleculares que evidenciaram a relacdo de grupo
irmao entre a familia Hippopotamidae e a ordem Cetacea (Graur e Higgs, 1994;
Montgelard et al., 1997). A fusdo das duas ordens em Cetardiodactyla ja &

amplamente aceita (Hassanin et al., 2012; Zurano et al., 2019).

Posto que os cervideos sao artiodactilos ruminantes, é possivel destacar

algumas adaptacdes morfoloégicas que favoreceram a vida cursorial e a



herbivoria no grupo. Os artiodactilos possuem os digitos recobertos com cascos
corneos e se apoiam na ponta do terceiro e quarto digitos, sendo o primeiro
ausente e o segundo e quinto reduzidos em Cervidae (Putman, 1988). Vérias
adaptacdes nos membros resultaram na adaptacdo para uma estrutura
fortalecida e &gil, como ossos proximais (fémur e Umero) curtos e robustos,
ossos distais (tibia, fibula, radio e ulna) alongados e ossos metapodiais
alongados e modificados, formando um terceiro segmento dos membros
(Putman, 1988). Por serem ruminantes, 0s cervideos possuem estémago
dividido em quatro cAmaras (riumem, reticulo, omaso e abomaso), sendo as trés
primeiras com funcao fermentativa, somente possivel pela relacdo de simbiose
com microorganismos. Essa caracteristica viabiliza a digestdo da celulose, que
compOe a parede celular dos vegetais, e representa uma vantagem adaptativa
na obtencdo de energia e nutrientes em relacdo aos demais herbivoros.
(Putman, 1988).

Dentre as principais caracteristicas diagnosticas da familia Cervidae,
pode-se citar os caracteres do cranio: dois forames lacrimais, uma fossa lacrimal,
uma vacuidade pré-orbital, denticdo braquiodonte e a presenca de chifres nos
machos (Figura 1) (Merino e Rossi, 2010; Heckberg, 2020).

A presenca de chifres apenas nos machos apresenta duas excecoes:
Rangifer tarandus (Linnaeus, 1758), em que as fémeas também possuem
chifres, e Hidropotes inermis Swinhoe, 1870, em que ambos o0s sexos nao
possuem chifre, mas caninos alongados (Putman, 1988). Trés morfotipos de
chifres podem ser observados na familia segundo Heckberg (2020): (1) chifres
simples, em forma de espeto ou com uma bifurcacdo saindo do eixo principal,
encontrados nos géneros Mazama Rafinesque, 1817, Pudu Gray, 1852,
Hippocamelus Leuckart, 1816, Muntiacus Rafinesque, 1815 e Elaphodus Milne-
Edwards, 1871; (2) chifres com exatas trés pontas, em que as bifurca¢cdes podem
variar no angulo e comprimento em relacdo ao eixo principal, observados nos
géneros Ozotoceros Ameghino, 1891, Capreolus Gray, 1821 e Axis Smith, 1828;
e (3) chifres ramificados, com multiplas pontas e bifurcacdes, podendo ser
palmado, encontrados em diversos géneros como Blastocerus Gray, 1850,
Cervus Linnaeus, 1758, Dama Frisch, 1775, Odocoileus Rafinesque, 1832 e
Alces Gray, 1821.



B lacrimal foramina
lacrimal fossa

preorbital vacuity

Figura 1. Principais caracteres diagnosticos no cranio de Cervidae
(Cetartiodactyla), com a excecéo dos chifres, que s6 ocorrem nos
machos. Nessa figura de Heckberg (2020), observa-se a fotografia
(A) e o desenho esquematico (B) de um cranio de uma fémea de
cervo-do-pantanal (Blastocerus dichotomus (lliiger 1815)).

Os chifres dos cervideos se originaram apenas uma vez na historia
evolutiva do grupo, sendo as formas ancestrais simples ou com pequena
bifurcacao saindo da base do chifre. Posteriormente, do final do Mioceno adiante,
os chifres se tornaram maiores, mais complexos e com um espaco maior entre
a base e a primeira bifurcacdo (Heckberg, 2020). Os chifres simples em Mazama
e Pudu e sua auséncia total em Hidropotes inermis sdo considerados uma
condigéo derivada (Gilbert et al., 2006; Heckberg, 2020).

Estudos moleculares datam a origem de Cetardiodactyla para a transi¢ao
do Cretacio para o Paleoceno, com estimativas para cerca de 67 mya (milhdes
de anos atras) (Zurano et al., 2019). A diversificacédo dos artiodactilos e a origem



da subordem Ruminantia ocorrem no Eoceno, favorecidas pela expansado e

diversificacao das areas de campo aberto (Zurano et al., 2019; Heckberg, 2020).

A origem de Cervidae € datada para 13 mya (Zurano et al., 2019), sendo
que a maior parte da diversificacdo das atuais subfamilias e tribos de Cervidae
(e Bovidae também) ocorreu da metade para o fim do Mioceno (Hernandéz-
Fernandez e Vrba, 2005). Os principais fatores seriam a expansao das areas de
campo, a formacao de corredores biogegraficos que permitiram sua expansao
da Eurdsia para outros continentes e a irradiacdo contemporénea de grandes
carnivoros (Felidae, Canidae), seus principais predadores (Hassanin et al.,
2012).

Na transicdo Mioceno-Plioceno, por volta de 5 mya, os cervideos
expandiram sua distribuicdo para a América do Norte e, a cerca de 2,5 mya, para
a América do Sul. Essa expansdo ocorreu a partir da formacdo do istmo do
Panama, na conexdo do grande intercambio de fauna americana (Merino e
Rossi, 2010). Tal como a disperséo e irradiacdo dos bovideos na Africa, os
cervideos experimentaram intensa irradiacdo adaptativa com a colonizacdo da
América do Sul, sendo o0 sucesso de sua adaptacédo relacionado a auséncia de
outros ruminantes na regido (Webb, 2000; Gonzalez et al., 2010; Hassanin et al.,
2012). Provavelmente, a diversificacdo da tribo Odocoileini se iniciou antes do
intercambio americano, quando pelo menos duas linhagens ja eram detectadas
na América do Norte no Plioceno (Gilbert et al., 2006; Webb, 2000). Dados
moleculares apontam que oito linhagens ancestrais das espécies neotropicais
poderiam ter participado do intercambio, migrando para América do Sul (Duarte
et al., 2008). Ademais, Escobedo-Morales et al (2016) levantam a hipétese de
que uma segunda dispersdo sentido norte, ap6s a diversificacdo ao sul,
estabeleceu a espécie Mazama temama (Kerr, 1972) na América Central e

México.

A subdivisédo da familia Cervidae ja foi controversa (Merino e Rossi, 2010),
porém atualmente € consenso sua subdivisdo em duas subfamilias, Capreolinae
e Cervinae, que sédo suportadas tanto por evidéncias morfolégicas, quanto
genéticas (Gilbert et al., 2006; Heckberg et al., 2016; Zurano et al., 2019;
Heckberg, 2020). Capreolinae € composta por espécies que possuem apenas a

parte distal dos metacarpos laterais (2° e 5° digitos), condi¢do telemetacarpal,
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enquanto Cervinae é composta por espécies que possuem apenas a parte
proximal dos metacarpos laterais (condicdo plesiometacarpal) (Gilbert et al.,
2006).

A subfamilia Cervinae é composta pelas tribos Cervini e Muntiacini,
enquanto a subfamilia Capreolinae € subdividida nas tribos Alceini, Capreolini,
Odocoileini e Rangiferini (Heckberg et al., 2016). O estado da arte das
subdivisGes da familia foi resumido por Heckberg et al. (2016), cuja ilustracéo foi

adaptada na Figura 2.

A relacéo filogenética entre as tribos de Cervinae é de monofilia reciproca,
porém em Capreolinae € menos compreendida. Enquanto alguns estudos
apontam uma politomia entre Capreolini, Alceini e a dupla irma Odocoileini-
Rangiferini (Heckberg et al., 2016; Gutiérrez et al., 2017), outros apontam a
relacéo de grupo irmao entre Capreolini e Alceini, que por sua vez seriam grupo
irmao de Odocoilenini e Rangiferini (Hassanin et al., 2012; Zurano et al., 2019;
Heckberg, 2020). Apesar de muitos trabalhos na ultima década, a reconstituicao
filogenética na subfamilia Capreolinae apresenta uma série de lacunas e alguns
géneros e espécies tem sua validade questionada (Heckberg et al., 2016;
Gutiérrez et al., 2017; Zurano et al., 2019; Heckberg, 2020).
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Familia Cervidae
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Figura 2. Organizacédo atual de Cervidae (Cetartiodactyla) em duas subfamilias
(Capreolinae e Cervinae) e seis tribos (Cervini, Muntiacini, Alceini,
Capreolini, Odocoileini e Rangiferini) com suas origens, atuais
distribuicdes e géneros. Desenho da porcgéo distal de parte do membro
de um cervideo demonstrando a diferenca morfologica que caracteriza
as duas subfamilias do taxon. Figura adaptada de Heckberg et al

(2016).
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2.2. Cervideos Neotropicais e 0 GEnero Mazama

A regido Neotropical é uma das oito grandes provincias biogeograficas do
planeta, com distribuicdo desde a regido meridional do México, passando por
toda América Central e cobrindo toda a parte continental da América do Sul
(Udvardy, 1975). Todos os cervideos da regido Neotropical sdo da tribo
Odocoileini, sendo que sua expansao pelo continente sul-americano é a Unica
presenca de Cervidae no hemisfério sul (Heckberg et al., 2016). A regido
Neotropical representa o hotspot da diversidade da familia, cuja diversidade é a
maior entre os ungulados da regido (Weber e Gonzalez, 2003; Gonzalez et al.,
2010).

A divisdo filogenética de Odocoileini reconhece dois clados bem
suportados (Duarte et al., 2008; Heckber et al., 2016; Gutiérrez et al., 2017). Tal
subdivisdo foi identificada por Duarte et al. (2008) como clados “vermelho” e
“cinza”, remetendo a caracterizacdo de Mazama em dois grupos proposta na
edificante revisao taxondmica de Allen (1915). Ja Heckberg et al. (2016) definiu
essa subdivisdo como duas subtribos, nomeando-as de Odocoileina (“clado
vermelho”) e Blastocerina (“clado cinza”). Essa seria uma denominagdo mais
adequada, menos propensa a confuséo, posto que existem muitas exce¢des em
relacdo a coloracdo da pelagem nas espécies envolvidas em cada grupo
(Gutiérrez et al., 2017).

Considerando a classificacdo supra genérica de Heckberg et al. (2016) e
a lista de géneros e espécies de Merino e Rossi (2010), temos 18 espécies para
a tribo Odocoilenini, sendo 17 ocupantes da regido Neotropical. A Unica espécie
da tribo que ndo ocorre na regido neotropical € Odocoileus hemionus
(Rafinesque, 1817). Atualizando essa classificagdo com a revalidagdo da
espécie Mazama rufa (llliger, 1811) (Luduvério, 2018) e a indica¢cdo de Mazama
bricenii Thomas, 1908 como sinénimo junior de Mazama rufina (Bourcier e
Pucheran, 1852) por Gutiérrez et al. (2015), mantém-se 17 espécies de

Odocoileini para regido, seguindo a organizacao abaixo:
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Ordem Cetartiodacytla
Subordem Ruminantia
Familia Cervidae
Subfamilia Capreolinae
Tribo Odocoileini

Subtribo Odocoileina

Odocoileus hemionus (Rafinesque, 1817) — regido Neoartica
Odocoileus virginianus (Zimmermann, 1780)

Mazama americana (Erxleben, 1777)

Mazama temama (Kerr, 1792)

Mazama rufa (llliger 1811)

Mazama rufina (Bourcier e Pucheran, 1852)

Mazama nana (Hensel, 1872)

Mazama pandora Merriam, 1901

Mazama bororo Duarte, 1996

Subtribo Blastocerina

Ozotoceros bezoarticus (Linnaeus, 1758)
Blastocerus dichotomus (llliger, 1815)
Hippocamelus bisulcus (Molina, 1784)
Hippocamelus antisensis (d’Orbigny, 1834)
Mazama gouazoubira (Fischer, 1814)
Mazama nemorivaga (Cuvier, 1817)
Mazama chunyi Hershkovitz, 1959

Pudu puda (Molina, 1782)

Pudu mephistopheles (De Winton, 1896) - posicdo incerta entre as
subtribos (Heckber, 2020)

A literatura evidencia a condi¢cdo nao monofilética do género Mazama,
assim como questiona a monofilia de Odocoileus e Pudu, o que deve resultar na
descricdo de novos géneros para Odocoileini (Gilbert et al., 2006; Duarte et al.,
2008; Gutiérrez et al., 2017; Zurano et al., 2019; Heckberg, 2020). A vista disso,
0 género Mazama representa o maior desafio a compreenséo da diversidade em
Odocoileini. A convergéncia morfologica-evolutiva do género (Figura 3)
confundiu a organizagdo taxonémica por muito tempo, visto que a diversidade

genética do grupo revelou uma polifilia (Figura 4) (Duarte et al., 2008).

A revisao do grupo € iminente e dois novos géneros devem ser propostos,
um para M. nemorivaga, e o outro para a linhagem de M. gouazoubira e M.
chunyi (Gilbert et al., 2006; Duarte et al., 2008; Hassanin et al., 2012; Gutiérrez
et al 2017). O género Mazama ficara restrito as espécies ligadas a Mazama

americana (Erxleben, 1777), espécie tipo do género (Duarte et al., 2008;
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Gutierrez et al.,, 2017; Heckberg, 2020). Os possiveis nomes Nanelaphus
Fitzinger, 1873 e Passalites Gloger, 1841 estariam disponiveis para 0S novos
géneros, porém uma avaliagdo mais cuidadosa seria necessaria para

confirmacé&o de suas indica¢des (Gutiérrez et al., 2017).

Ademais, existem também questionamentos quanto a validade de
algumas espécies (e.g. Mazama bricenii Thomas, 1908) e séo identificados
complexos de espécies cripticas para Mazama americana e Mazama
nemorivaga (Duarte et al., 2008; Fiorillo et al., 2013; Gutiérrez et al., 2015;
Gutiérrez et al.,, 2017; Rincon et al., 2020). A perspectiva € de que novas
espécies serdo descritas ou revalidas para a regido Neotropical (Duarte et al.,
2008; Gutiérrez et al., 2017; Rincdn et al., 2020), processo que ja se iniciou com

a proposta de revalidacdo de Mazama rufa (Luduvério, 2018).

Figura 3. Espécimes adultos de cinco espécies do género Mazama Rafinesque,
1817 que ocorrem no territorio brasileiro: (A) veado-catingueiro (M.
gouazoubira (Fischer, 1814)), (B) veado-roxo (M. nemorivaga (Cuvier,
1817)), (C) veado-mateiro ( complexo M. americana (Erxleben, 1777),
(D) veado-da-méo-curta (M. nana (Hensel, 1872) e (E) veado-mateiro-
boror6 (M. bororo Duarte, 1996). A parede ao fundo marca a escala de
altura marcada em centimetros, fotos de J.M.B. Duarte.
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Figura 4. Relacbes filogenéticas de cervideos neotropicais (Odocoileini:
Capreolinae: Cervidae) inferidas a partir de uma matriz de 934 pb do
gene mitocondrial cytb. O suporte dos clados é apresentado através
de valores de bootstrap e probabilidade posterior (>50%). Os clados
vermelho e cinza sao, respectivamente, homdlogos as subtribos
Odocoileina e Blastocerina sensu Heckberg et al. (2016). Figura
publicada por Duarte et al. (2008).
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A diversidade de Mazama néo pode ser compreendida sem observar sua
caracterizacdo cromossOmica. A evolucdo cromossdmica em Cervidae € um
caso especial dentre os mamiferos, visto a frequéncia de rearranjos
cromossémicos e a diversidade e amplitude cariotipica da familia (Fontana e
Rubini, 1990; Abril et al.,, 2010). A hipotese aceita é a de que fusbes
cromossOmicas (fusdes céntricas e em tanden) resultaram na diminuicdo do
namero dipléide ao longo da evolucado, a partir de um cariétipo ancestral de
2n=70 (Fontana e Rubini, 1990). O perfil desse cariétipo ancestral seria de 68
Cromossomos autossdmicos acrocéntricos, um cromossomo X acrocéntrico
grande e um cromossomo Y metacéntrico pequeno. A diversidade
cromossOmica na familia varia conforme o grupo, posto que algumas espécies
nao apresentam variacdo alguma (e.g. Ozotoceros bezoarticus, 2n=68;
Blastocerus dichotomus, 2n=66) e outras tem alta variabilidade, como os
géneros Mazama (2n=34-70; Figura 5) e Muntiacus (2n=6-46) (Fontana e Rubini,
1990; Abril et al., 2010). Ademais, algumas espécies (e. g. Mazama americana
e Mazama nemorivaga) possuem sistema sexual multiplo, em que séo
observados trés cromossdmos sexuais (X, Y1, Y2) nos machos (Abril et al. 2010;
Fiorillo et al., 2013).
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Figura 5. Variagdo cariotipica no género Mazama Rafinesque, 1817
(Cervidae:Capreolinae:Odocoileini) exemplificada por: (A) um
car6tipo de Mazama gouazoubira (Fisher 1814) com padrao
2n=70/NF=70 (Fonte: Abril et al., 2010) e (B) um caridtipo de
Mazama bororo Duarte 1996 com padrao 2n=34/NF=46 (Fonte:
JMB Duarte).

Também séo observadas variabilidades cromossémicas intra-especifica,
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manutencdo do polimorfismo cromossdémico populacional: rearranjos sao
gerados continuamente a partir de mutacdes neutras e se fixam perante a alta
endogamia de uma populacéo, que pode ter sido geograficamente isolada, ou,
alternativamente, seriam resultados de hibridizacdo entre diferentes taxons,
formando uma populacéo hibrida (Herzog e Harrignton, 1991). A hibridizagédo
entre taxons, no entanto, ndo parece ser 0 caso no género Mazama, posto que
foi descartada na analise citogenética dos trés veados vermelhos (M. bororo, M.
americana, M. nana) por Duarte e Jorge (2003). S&o relatados polimorfismos
cromossdmicos intra-especificos para M. nana (2n=36-39 e FN=58) (Abril e
Duarte, 2008) e para Mazama nemorivaga (2n=66-68/69 e NF=70) (Fiorillo et al.,
2013). No entanto, o complexo M. americana é o que apresenta a maior
amplitude do género (2n=42/43-52/53 e NF=46-56) (Abril et al., 2010).

Tal como os dados moleculares, a divergéncia cromossdmica nao
encontra correspondéncia morfoldgica, cuja semelhanca pode ser observada em
uma comparacao entre um espécime de M. rufa e outro do complexo M.

americana (Figura 6):
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Figura 6. Duas fémeas de veado-mateiro com seus respectivos cariotipos: (A)
Mazama rufa (llliger, 1811), proveniente da Mata Atlantica, com
cariétipo (B) 2n=52/NF=56 e (C) espécime do complexo Mazama
americana (Erxleben, 1777), proveniente do oeste amazodnico, com
cariétipo (D) 2n=42/NF=46. Figura publicada por Duarte et al. (2008),
quando ambos ainda eram considerados complexo M. americana.
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No estudo de Duarte e Jorge (2003), os autores chegam a indicar
diferencas nas medidas corporais de um grupo restrito de espécimes de Mazama
vermelhos. No entanto, estudos morfoldgicos do cranio, a partir de diferentes
metodologias, falharam em reconstituir as relagdes filogenéticas e discriminar
todas as espécies do género (Rossi, 2000; Merino et al., 2005; Duarte et al.,
2008; Cassini e Toledo, 2020; Rincon et al., 2020; mas veja Gonzéalez et al.,
2018). Essa constatacao é compativel com as evidéncias de que as estruturas
cranio-mandibulares estariam ligadas a dieta desses herbivoros (Cassini e
Toledo, 2020) que no caso é igualmente sobreposta. A segregacao de nicho
entre as espécies de Mazama ndo ocorreria pela diferenca nos habitos
alimentares mas pela segregacéo do espaco (Geist, 2000).

O conhecimento sobre a distribuicdo e segregacao espacial das espécies
de Mazama no Brasil tem avancado (Duarte et al., 2017; Oliveira et al., 2019;
Oliveira et al., 2020). Por outro lado, a descoberta da espécie amazoénica M.
nemorivaga na Mata Atlantica do Espirito Santo demonstra como as informacdes
ainda séo incipientes (Oliveira et al., 2020). De forma geral, pode-se observar
um padrédo alopatrico de distribuicdo em duplas de espécies com aspectos
morfoldgicos e ecolégicos semelhantes, como em M. amerinca /M. bororo e M.
gouazoubira /M. nemorivaga (Figura 7).

No entanto, € observado que a espécie M. nana tem distribuicdo
simpatrica com suas congéneres M. americana e M. bororo, ocorrendo inclusive
em sintopia com elas em algumas localidades (Duarte et al., 2017; Oliveira et al.,
2019). Estudos apontam que a espécie segrega 0 espaco em uma escala
ambiental fina em relacdo a M. americana (Vogliotti, 2008), como ja previa Geist
(2000). Enquanto M. americana ocorre em areas florestais de dossel fechado e
sub-bosque menos denso, M. nana ocorre em areas de maior densidade vegetal
e é mais plastico, posto que ocorre também em areas alteradas e até florestas
com alta densidade de bambu (Vogliotti, 2008; Oliveira et al., 2019).

Por outro lado, a ocorréncia simpatrica de espécies “cinzas” e “vermelhas”
€ explicada pela particdo do nicho no eixo temporal. Enquanto as espécies de
Blastocerina (M. nemorivaga e M. gouzoubira) sdo diurnas, as espécies de
Odocoileina (M. bororo, M. nana, M. americana) em sua maioria Sdo noturnas
(Oliveria et al., 2015).
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Figura 7. Distribuicdo geografica considerada pela IUCN para as cinco espécies
de Mazama Rafinesque, 1817 (Cervidae:Capreolinae:Odocoileini) que
ocorrem no Brasil.

A convergéncia morfolégica-evolutiva das trés linhagens que compdem o
género Mazama é relacionada a adaptacdo ao ambiente florestal (Duarte et al.,
2008; Rincon et al. 2020). Tal padrao ficou conhecido como a sindrome de
Duiker (ou “slinker -furtivo- syndrome”), que sado pequenos bovideos das
florestas tropicais da Africa e também apresentam as mesmas caracteristicas
gerais (Geist, 2000). Os cervideos do género Muntiacus, pequenos cervideos
das florestas do sudeste asiatico, assim como o género sul-americano Pudu,

também fazem parte desse grupo (Barrete, 1987).

Sindromes adaptativas sdo um conjunto de modificacdes intrinsicamente
relacionadas, em que nédo é possivel desassociar caracteristicas morfolégicas e
fisiologicas de estratégias de defesa, alimentacdo, reproducdo, organizacao
social, uso do espago e outros aspectos ecolégicos (Geist, 2000). O grupo dos

pequenos ruminantes florestais pode ser definido, em termos gerais, como de
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tamanho corporeo pequeno, com baixo dimorfismo sexual, hébito solitario,
sedentario, territorialista, a maioria com atividade noturna, sistema poliginico e
de dieta concentrada em itens de alto teor caldrico e nutritivo (Barrete, 1987;
Putman, 1988; Geist, 2000). Apesar da generalizacdo, varias caracteristicas
particulares desviam as espécies dessa expectativa comum, posto que sdo

altamente adaptadas aos seus ambientes especificos (Barrete, 1987).

A relacdo das espécies de Mazama com ambientes florestais esta
diretamente ligada a sua conservacao. As duas espécies endémicas da Mata
Atlantica, M. bororo e M. nana, sdo classificadas como ameagadas de extingéo
pela IUCN na categoria vulneravel (IUCN, 2020). A intensa exploracdo do bioma,
gue teve cerca de 88% de sua ocorréncia natural devastada (Ribeiro et al., 2009),
diminuiu a extensdo de ocorréncia e o contingente populacional das duas
espécies (Duarte et al., 2015; Vogliotti et al., 2016). No total das dez espécies do
género atualmente avaliadas pela IUCN, duas séo classificadas como pouco
preocupante, seis sao classificadas como vulneraveis e duas séo classificadas
como dados deficientes (IUCN, 2020). Uma das espécies avaliadas como dados
deficientes foi M. americana, dado a incerteza taxonémica que a envolve (Duarte
e Vogliotti, 2016).

2.3. O complexo M. americana (Erxleben, 1777) e M. rufa (llliger, 1811)

A espécie Mazama americana (Erxleben, 1777) € conhecida
popularmente no Brasil como veado-mateiro, mas dependendo da regido
também é chamado de veado-canela-preta, veado-pardo ou veado-vermelho. A
espécie é a maior do género, varia de 30-60 kg e de 58-80 cm de altura. A
coloracdo do corpo é marrom-avermelhada, o pescoco e face séo acinzentados
e as regides ventral, submandibular, partes internas das coxas e cauda séo
brancas, pode ter a parte distal dos membros preta (Varela., 2010) (Figura 8). A
espécie tem importancia cinegética para comunidades rurais e povos indigenas
e compOe a dieta dos carnivoros de topo de cadeia do continente (Hurtado-
Gonzéles e Bodmer, 2004; Weckel et al., 2006).



Figura 8. O veado-mateiro (complexo Mazama americana (Erxleben, 1777))
(Cervidae:Capreolinae:Odocoileini) em vida livre representado por
uma fémea registrada na regido do Xingu-MT, a esquerda, e um
macho flagrado por armadilha fotografica no interior de Séo Paulo, a

direita (foto gentilmente cedida por Paula Akkawi de Freitas).

)

-

O veado-mateiro hoje é considerado um complexo de espécies cripticas
(Duarte et al., 2008; Rincon et al. 2020). Esse conceito pode ter diferentes
conotacdes, mas a definicdo mais adequada seria a de um conjunto de duas ou
mais espécies que sao, ao menos superficialmente, de morfologia indistinguivel
e gue erroneamente sao classificadas sob apenas um nome (Bickford, et al
2006). Duas espécies do género (M. temama e M. bororo), que anteriormente
compunham o taxon, ja foram descritas em vista da variagdo cromossdmica
extrema em relacéo aos espécimes de M. americana (Jorge e Benirschke, 1977;
Duarte e Jorge, 2003). A recente proposta de revalidacdo de M. rufa também &
baseada na citogenética (Luduvério, 2018) e Rincén et al. (2020) indica que

novas espécies ainda precisam ser descritas para o complexo M. americana

A localidade tipo de Mazama americana (Erxleben, 1777) é Caiena, na
Guiana Francesa, onde ela foi descrita pela primeira vez como Moschus
americanus Erxleben, 1777 (Thomas, 1913; Allen, 1915). Apesar de atualmente
nao ter nenhuma subespécie valida (Varela et al., 2010), M. americana sempre
foi subdividida, variando de trés a seis subespécies a depender do trabalho
(Allen, 1915; Cabrera, 1960; Czernay, 1987). ApOs diversas descricbes e
algumas revisdes, atualmente séo listados 21 nomes em sua sinonimia (Varela
et al., 2010).
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A suspeita de que a Mazama americana, na verdade, poderia representar
um conjunto de espécies se iniciou com a deteccdo do poliformismo
cromossdmico em suas populacdes (Duarte e Jorge, 1996). A descricdo
abrangente de Duarte (1998) demonstrou a variagdo nos numeros diploide
(2n=42-53) e fundamental (NF=48-57) da espécie. Esse polimorfismo se
apresentou diferente conforme a regido de origem dos animais, sendo inferido
que seria um polimorfismo entre populacbes cromossoémicas, definidas como
diferentes cit6tipos. Na ocasido foram descritos sete cit6tipos: Acre (2n=46/47),
Rio Negro (2n=44), Manaus (2n=43-44), Carajas (2n=50/51), Rondonia
(2n=42/43), Jari (2n=48/49) e Parana (2n=52/53) (Duarte et al. 1998).

Posteriormente, Abril et al. (2010) avaliou a evolucdo cromossémica do
grupo e definiu seis citotipos: Ronddénia (RO) com 2n=42/43 e NF=46, Juina (JU)
com 2n=44/45 e NF=48, Jari (JA) com 2n=48/49 e NF=56, Santarém (SA) com
2n=50/51 e NF=56, Carajas (CA) 2n=50/51 e NF=54 e Parana com 2n=52/53 e
NF=56. Os ciétipos foram identificados como pertencentes a duas linhagens
evolutivas diferentes, uma de alto (Parana, Santarém, Jari, Carajas) e outra de

baixo namero dipléide (Juina e Ronddénia (Figura 9).
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Figura 9.- Hipotese de evolugdo cromossémica com 0s principais citotipos do
complexo Mazama americana (Cervidae:Capreolinae:Odocoileini) e
suas localizagdes de referéncia no Brasil. Imagem modificada de Abril
et al. (2010) e Cursino et al. (2014).



23

As duas linhagens cromossémicas também foram observadas como
clados reciprocamente monofiléticos na topologia gerada a partir de sequéncias
dos genes mitocondriais cytb e d-loop (Abril et al., 2010). No entanto, nessa
andlise ndo foram incluidas outras espécies que permitissem avaliar a condi¢éo
filogenética da espécie. Apesar de observada a polifilia da espécie por Duarte et
al (2008), apenas o polimorfismo do cytb ndo permitiu a separacédo das linhagens
de forma coerente com a caracterizacdo cromossOémica e a origem geografica.
Topologia semelhante foi observada em outros estudos de filogenia molecular
com o gene cytb, em que M. americana ficou dividida em dois clados, em meio
a Odocoileus, e com um dos clados composto também pelas espécies M. nana
e M. bororo (Heckberg et al., 2016; Gutiérrez et al., 2017; Heckberg, 2020). Em
Gutiérrez et al. (2017), um animal da Guiana Francesa, localidade tipo, se
posicionou no clado também composto pelas espécies M. nana e M. bororo
(Clado 1; Figura 10).
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Figura 10. Parte da hipotese filogenética inferida com uma matriz do gene cytb
para espécies de cervideos do novo mundo, tribos Odocoileini e
Rangiferini (Cervidae:Capreolinae). Destaque para a polifilia de
Mazama americana (Erxleben, 1777) que ficou dividida em dois
clados. Imagem publicada por Gutiérrez et al. (2017).
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O isolamento reprodutivo entre as linhagens de M. americana foi testado
experimentalmente em cativeiro. Foram realizados cruzamentos entre parentais
de linhagens cromossémicas diferentes (alto 2n x baixo 2n) e também entre
citétipos distintos dentro da mesma linhagem (PR x CA/ RO x JU) (Cursino et al.,
2014; Salviano et al., 2017). O estudo de aspectos reprodutivos mostrou
infertilidade total ou alto grau de subfertilidade da progénie hibrida entre as
linhagens evolutivas distintas e subfertilidade em menor grau nos hibridos entre
citétipos préoximos (Cursino et al., 2014; Salviano et al., 2017). Em vista dos
resultados, foi levantada a hipotese de que as duas linhagens evolutivas seriam
espécies distintas, e que potencialmente cada citétipo poderia também
representar uma espécie (Abril. et al., 2010; Cursino et al., 2014; Salviano et al.,
2017).

A descricdo de novas espécies a partir desse ponto dependia da
designacdo de um neétipo, frente a inexisténcia de um hol6tipo, em que sua
caracterizacao citogenética e molecular seriam cruciais. Para tanto, foi coletado
um animal na Guiana Francesa e descrito 0 neé6tipo de Mazama americana
(Rincon et al., 2020). Ele apresentou um caridtipo totalmente diferente dos
citotipos observados até entdo, com 2n=45 e NF=50. Apesar do baixo namero
cromossOmico, o cariétipo observado seria uma derivagao do citétipo Parana e,
portanto, integrante da linhagem evolutiva de alto numero dipléide. Essa
derivacdo se daria a partir de cinco rearranjos: duas fusbes em tandem, duas
fusdes céntricas e uma inversao pericéntrica.

A analise filogenética de Rincon et al (2020) também permitiu posicionar
0 nedtipo no clado da linhagem evolutiva de alto namero dipléide. Os animais da
Guiana Francesa foram recuperados como grupo irméo do clado composto pelos
citotipos Parand e Carajds. Ja a linhagem evolutiva de baixo nuamero
cromossomico (RO e JU) foi recuperada como grupo irmdo de Mazama bororo
(Rincon et al., 2020). Frente a esses resultados, foi proposto que nenhuma
variante cromossomica do Brasil seria de fato Mazama americana (Rincon. et al.
2020).

A revisao taxondmica do complexo Mazama americana se iniciou, entao,
com a avaliacdo do sinbnimo mais antigo disponivel em sua sinonimia, 0 nome
Cervus rufus llliger 1811, proveniente do Paraguai. Mais uma vez, a falta de um

holétipo fez com que fosse necessario designar um neotipo para ancorar 0 nome
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avaliado e compara-lo com o neétipo e 0s espécimes ja caracterizados. A partir
da coleta de um animal proveniente da regido de fronteira do Brasil com
Paraguai, foi realizada a caracterizacdo de informacBes morfoldgicas,
citogenéticas e moleculares (Luduvério, 2018). O animal apresentou o padrédo
cromossémico igual ao do citétipo Parana (2n=52/NF 56) e um grupo de
espécimes desse citétipo foi recuperado como monofilético em relacdo a um
grupo da Guiana Francesa, incluido o neo6tipo. Assim, foi proposta a revalidacéo

da espécie Mazama rufa (llliger 1811).

2.4. Uma palavra sobre a nomenclatura taxonémica do grupo

Se faz importante fazer um resumo da nomenclatura taxonémica ligada
as duas espécies. Segundo a revisao de Allen (1915), a primeira descricao
inteligivel dos pequenos cervideos florestais sul-americanos vem de um
manuscrito de Azara de 1801, mas a publicacdo completa de fato ocorreu em
1802 (Azara, 1802). Nela Azara descreve com grande detalhamento e acuracia
as duas espécies de veados florestais do Paraguai: uma grande e vermelha, de
hébitos noturnos (Gouazoupita) e outra menor, marrom e de habito crepuscular
e menos evasivo (Gouazoubira) (Allen, 1915). Os nomes e descri¢des informais
de Azara se tornaram a base da nomenclatura da dupla e seus apontamentos
basearam a descricdo formal de llliger (1815), que as nomeou Cervus rufus

(espécie vermelha) e Cervus simplicicornis (espécie marrom).

Logo em sequéncia, Frederic Cuvier também designou o nome Cervus
rufus Cuvier 1817, para um veado vermelho proveniente de Caiena, Guiana
Francesa, sem mencao a espécie de llliger (Allen, 1915). Na ocasiao € descrita
também a espécie de veado marrom da Guiana, nomeada de Cervus
nemorivagus Cuvier 1817. A utilizagéo de Cervus rufus Cuvier 1817 se perpetua
em varios trabalhos, mas Allen (1915) destaca que se trata de um sinénimo, a
antecedéncia é de llliger, e claramente o nome Cervus rufus ndo pode ser
aplicado para a descricdo do animal vermelho da Guiana (Allen, 1915). Por fim,
a transferéncia da espécie do género Cervus Linnaeus 1758 para Mazama
Rafinesque 1817 é realizada por Lydekker (1898), posto que o género Mazama
ja vinha sendo amplamente aceito, constituindo, assim, o binbmio Mazama rufa
(llliger, 1815).
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Importante citar que llliger torna publico seu trabalho na Academia de
Ciéncias de Berlim em 1811 (Allen, 1915). A publicacdo de 1815 deixa claro que
os trabalhos ali descritos foram apresentados entre 1804 e 1811. Esse fato é
relevante pois Fisher (1814) também descreve formalmente os veados de Azara
do Paraguai (Cervus gouazoupita e Cervus gouazoubira). No entanto, a
apresentacao anterior daria prioridade a llliger em relacdo a Fisher, visto a
mportancia cientifica das comunicacfes orais e publicas na época. Posto essa
problemética, Luduvério considerou o ano de 1811 na revalidagdo de Mazama
rufa (llliger, 1811).

Ademais, em relacdo ao veado vermelho da Guiana Francesa, coube a
revisdo de Thomas (1913) relacionar nome Moschus americanus Erxleben,
1777, o mais antigo nome que havia sido designado para um veado-mateiro, ao
veado florestal vermelho de Caiena. Assim, o nome foi adaptado para Mazama
americana (Erxleben, 1777) e ficou definida sua localidade tipo como Caiena, na
Guiana Francesa (Thomas, 1913). Vale ressaltar, a titulo de correcdo historica,
gue o resgate de Moschus americanus Erxleben, 1777 da literatura antiga foi
realizada por Osgood (1912). No entanto, o autor atribuiu esse epipeto a espécie
marrom da Guiana Francesa, originalmente Cervus nemorivagus Cuvier 1817.
Thomas (1913) aponta que essa atribui¢céo foi um claro erro e que o correto seria
relacionar Moschus americanus Erxleben, 1777 a maior espécie de veado

florestal da regido, a espécie vermelha.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras de Referéncia

Foi selecionado um conjunto de amostras de referéncia composto por
espécimes do género Mazama com verificagdo morfolégica do animal e
avaliacdo do padrdao cromossomico. Todos esses espécimes fazem parte do
banco de animais e amostras coletados pelo Nucleo de Pesquisa e Conservacao
de Cervideos (NUPECCE) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de
Jaboticabal, Universidade Estadual Paulista (FCAV, UNESP). Os animais foram
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acessados através de criadouros publicos e privados, a maioria com origem na
natureza, e também animais coletados diretamente em vida livre. As matrizes
biolodgicas para o DNA variaram entre amostras de tecido (pele, baco), pelo e
anel leucocitario de sangue total coletado. Todos os espécimes contam com
esse material armazenado em alcool absoluto (tecido morto) e nitrogénio liquido
(tecido vivo) e alguns possuem ainda o voucher completo (cranio, pés cranio,
pele e tecidos) depositado na colecédo, destacadamente os espécimes tipo.

As localidades de origem dos animais s6 podem ser estimadas, posto que
muitas amostras carecem de qualquer referéncia segura de sua origem na
natureza. Foram selecionadas 21 amostras de espécimes do complexo Mazama
americana (sensu lato), incluindo o nedtipo sugerido para M. americana (sensu
strictu) e para a recém revalidada M. rufa. O conjunto foi composto por
representantes dos principais citétipos descritos para o complexo do veado-
mateiro (Ronddnia, Juina, Parana e Carajas) e contém espécimes de M. bororo,
M. nana e M. temama (Tabela 1; Figura 11). Os citétipos Jari e Santarém (Abril
et al.,, 2010), e outros animais variantes, ndo foram incluidos dado o baixo
namero de representantes observados e ocorréncia geografica incerta.

Por fim, o conjunto final de amostras de referéncia contou ainda com
dados obtidos no GenBank para formacao da matriz de sequéncias. Assim, foi
adicionada outra amostra de Mazama americana proveniente da Guiana
Francesa (portanto sem informagdo cromossomica), duas sequéncias de
Odocoileus virginianus (Zimmermann, 1780) e quatro sequéncias de outras
espécies da familia Cervidae: Ozotoceros bezoarticus (Linnaeus, 1758),
Rangifer tarandus (Linnaeus, 1758), Alces alces (Linnaeus, 1758), Capreolus
pygargus Pallas, 1777; totalizando 35 animais (Tabela 1).
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Tabela 1. Espécimes e sequéncias utilizados na matriz de referéncia para
filogenética do género Mazama Rafinesque,
namero diploide,

1817
NF=

namero fundamental. A origem das sequencias € identificada pelos
trabalhos de origem ou pelo nimero de acesso no GenBank.

Espécie voucher Citétipo 2n NF Matriz Origem das Sequéncias
Nupecce Cytb D-loop ND5
M. americana T021 Rond6nia 43 46 ingroup DQ789216 GU305930 atual
M. americana T206 Rondbnia 43 46 ingroup atual atual atual
M. americana T248 Juina 44 48 ingroup atual GU305935 atual
M. americana T251 Juina 45 48 ingroup atual GU305933 atual
M. americana T253 Juina 43 48 ingroup atual GU305937 atual
M. americana T104 Parana 53 56 ingroup atual atual atual
M. americana T110 Parana 53 56 ingroup DQ789201 atual atual
M. americana T179 Parana 53 56 ingroup atual atual atual
M. americana T205 Parana 53 56 ingroup DQ789215 atual atual
M. americana T255 Parana 52 56 ingroup atual GU305927 atual
M. americana T256 Parana 52 56 ingroup atual GU305924 atual
M. americana T257 Parana 52 56 ingroup atual GU305925 atual
M. rufa T385* Paran&a 52 56 ingroup Lug%\izno’ Lu%t(;)\iesno, Lu%t(;)\iesno,
M. americana TO39 Carajas 50 54 ingroup DQ789223 atual atual
M. americana T043 Carajas 49 54  ingroup atual atual atual
M. americana T167 Carajas 49 54  ingroup atual atual atual
M. americana T232 Carajas 49 54 ingroup atual atual atual
M. americana T274 Carajas 50 54 ingroup atual GU305928 atual
M. americana T296 Carajas 50 54 ingroup atual atual atual
M. americana T311 Carajas 51 54 ingroup atual atual atual
M. americana T358* G. Francesa 45 50 ingroup Rlncz%nzce)t el Rmcz%nzgt el Rmcz%nzgt 2l
M. americana . . . ingroup  JN632656 JN632656 JN632656
M. nana TO02 40 62 ingroup DQ789214 atual atual
M. nana TO53 39 54 ingroup DQ789227 atual atual
M. nana T185 38 60 ingroup DQ789210 atual atual
M. bororo T064 32 46 ingroup DQ789228 atual atual
M. bororo TO71* 34 46 ingroup DQ789231 atual atual
. Sandoval, Sandoval, Sandoval,
M. temama T363 46 70 ingroup 2019 2019 2019
M. temama T366* 44 70 ingroup Sa;gi)gal, Saggi);/al, Saggi);/al,
O. virginiaunus ingroup KM612278 KM612278 KM612278
O. virginiaunus ingroup HQ332445 HQ332445 HQ332445
O. bezoarticus outgroup JN632681 JN632681 JN632681
;ﬁ‘;ﬁgg outgroup KM506758 KM506758 KM506758
Alces alces outgroup  JN632595 JN632595 JN632595
CepiEells outgroup NCO025271 NCO025271 NC025271
pygargus

*Espécimes tipo com voucher de referéncia completo depositado em colecao.



29

Distribuicdo Geografica
] Mazama americana

Espécimes Tipo
* M. americana

ﬂ{ M. rufa

Citétipos
@ Cargjas
* Parana
A Juina
@ Rondbnia

Biomas do Brasil

| Cerrado
Caatinga

[ Mata Atlantica

I Amazénia

Bl Pampa

Bl Pantanal

0 500 1.000
L 9 |IKm

Figura 11. Regides de origem consideradas para as amostras de referéncia que
possuem indicacdo de origem geogréfica. Estdo representados o0s
principais citotipos brasileiros do complexo Mazama americana
(Erxleben, 1777), juntamente com o ponto de coleta dos neoétipos da
espécie na Guiana Francesa e de Mazama rufa (llliger, 1811) no sul
do Brasil. Mapa temético com os biomas brasileiros segundo
classificacdo do IBGE e distribuicdo geogréfica considerada pela
IUCN.

3.2 Amostragem Fecal

O trabalho de amostragem fecal foi concentrado nos dominios
fitogeograficos do Cerrado e Pantanal. Tais regifes de estudo foram delimitadas
perante a completa auséncia de informacdo genética da espécie alvo em tais
formacdes, preenchendo, dessa forma, o vazio amostral entre as regiées que ja
possuiram material avaliado. Excepcionalmente, localidades da Mata Atlantica e
da Amazobnia também foram incluidas. Em todas as éareas de coleta, a
amostragem deu énfase as formacgOes florestais desses biomas (mata ciliar,
mata de galeria, cerradao, floresta estacional), devido a relagéo intrinseca do
veado-mateiro (Mazama americana) com tais formacoes.

Portanto, a coleta foi definida para um conjunto de 20 localidades com
base na indicagdo de possivel presenca da espécie apontada por planos de
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manejo, pela presenca de habitat florestal ou por parceiros locais que
compartilharam dados de levantamento de fauna. Em adicdo aos locais de coleta
do presente projeto, foram utilizadas amostras fecais de coletas anteriores que
compdem o banco do Nucleo de Pesquisa e Conservacdo de Cervideos
(NUPECCE) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal,
Universidade Estadual Paulista (FCAV, UNESP). Esse material abrange
principalmente a regido da Mata Atlantica e dele foram selecionadas 10 areas de

estudo com amostras confirmadas de veado-mateiro (Tabela 2; Figura 12).

Tabela 2. Areas de estudo onde foi realizada amostragem fecal (incluidas areas
gue compde o banco de dados do Nucleo de Pesquisa e Conservacgéo
de Cervideos). Siglas: Id= identificacdo da area de estudo, PN=Parque
Nacional, EE=Estacédo Ecoldgica, PE= Parque Estadual, FN= Floresta
Nacional, REBIO= Reserva Bioldgica, Pl= Unidade de Conservacao
de Protecdo Integral, US= Unidade de Conservacdo de Uso
Sustentavel, RPPN=Reserva Particular do Patriménio Natural,
Particular= Propriedade Privada, UF=Unidade da Federacéo.

Classificacéo

Id Local Coleta < Bioma UF
da Area
1 PN do Iguacu atual Pl Mata Atlantica PR
2 EE Caetetus atual Pl Mata Atlantica SP
3 PN da Serra da Bodoquena atual Pl Cerrado MS
4 RPPN Cisalpina atual RPPN Cerrado MS
5 Fazenda Xaraés atual Particular Pantanal MS
6 PN das Emas atual Pl Cerrado GO
7 RPPN Sesc Pantanal atual RPPN Pantanal MT
8 Fazenda Rio Negro atual Particular Cer/Amazbnia MT
9 PE da Mata Atlantica atual Pl Cer/M. Atlantica GO
10 FN Silvania atual us Cerrado GO
11 PE Altamiro M. Pacheco atual Pl Cerrado GO
12 PE da Serra Azul atual Pl Cerrado MT
13 PN Cavernas do Peruacu atual Pl Cer/M. Atlantica MG
14 PN das Sempre-Vivas atual Pl Cerrado MG
15 EE Serra das Araras atual Pl Cerrado MT
16 PE do Araguaia atual PI Cerrado GO
17 Fazenda Riachuelo atual Particular Cer/Amazobnia PA
18 FN Carajas atual us Amazébnia PA
19 Fazenda Guaporé atual Particular Amazénia RO
20 PN Mapinguari atual usS Amazébnia AM
21 REBIO Perobas banco Pl Mata Atlantica PR
22 EE Mata Preta banco Pl Mata Atlantica SC
23 PE Turvo banco Pl Mata Atlantica RS
24 PN Araucarias banco Pl Mata Atlantica SC
25 Fazenda Cajuru banco Particular Mata Atlantica SP
26 Fazenda Barreiro Rico banco Particular Mata Atlantica SP
27 PE Lagoa Azul banco PI Mata Atlantica PR
28 PE Morro do Diabo banco Pl Mata Atlantica PR
29 EE Caiua banco Pl Mata Atlantica SP

30 PE Rio Doce banco PI Mata Atlantica MG
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2 EE Caetetus 12 PE da Serra Azul 22 EE Mata Preta
3 PN da Serra da Bodoquena 13 PN Cavernas do Peruagu 23 PE Turvo
4 RPPN Cisalpina 14 PN das Sempre-Vivas 24 PN Araucérias
5 Fazenda Xaraés 15 EE Serra das Araras 25 Fazenda Cajuru
6 PN das Emas 16 PE do Araguaia 26  Fazenda Barreiro Rico
7 RPPN Sesc Pantanal 17 Fazenda Riachuelo 27 PE Lagoa Azul
8 Fazenda Rio Negro 18 FN Carajas 28 PE Morro do Diabo
9 PE da Mata Atlantica 19 Fazenda Guaporé 29 EE Caiua
10 FN Silvania 20 PN Mapinguari 30 PE Rio Doce

Figura 12. Areas de estudo com coleta fecal realizada no presente projeto (em
vermelho) e oriundas do banco de amostras fecais Nucleo de
Pesquisa e Conservacdo de Cervideos (em amarelo). Figuras em
preto representam as localidades de referéncia para cada cit6tipo. As
estrelas representam as localidades de coleta do neétipo da espécie
Mazama americana (Erxleben, 1777) na Guiana Francesa (estrela
vermelha) e de Mazama rufa (llliger, 1811), no sul do Brasil (estrela
preta).

3.3. Coleta de Fezes em Campo

O trabalho de coleta fecal procurou priorizar amostras espacialmente
distantes e foram contabilizados 107 dias efetivos de trabalho de coleta em
campo. Vale ressaltar que toda coleta dentro de Unidades de Conservagéao foi

devidamente autorizada pelos 6rgaos de gestdo competentes conforme
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autorizagbes SISBIO n°59818; SMA-SP/COTEC n° 260108 — 005.112/2017;
SECIMA-GO n°014/2019; SEMA-MT n°004/2018.

A coleta contou com o auxilio de cées de trabalho de faro treinados para
0 encontro de fezes de todas as espécies de cervideos brasileiros (Figura 13A).
Os trajetos em campo foram percorridos pelo pesquisador acompanhado de um
céo, que trabalha solto e se movimenta em um raio maximo de 20 m ao redor do
condutor (Figura 13B). No que diz respeito ao seu treinamento, o cao foi
habituado & presenca de outros animais, como medida de impedir a interagdo
com a fauna nativa durante o trabalho em campo. Concomitante ao trabalho, foi
mantido rigido controle sanitario sobre o animal para evitar a introducdo de
enfermidades nas areas de estudo e preservar sua prépria saude. Tal controle
foi feito entre cada expedi¢céo, quando o cdo retornava para avaliagdo veterinaria
no Hospital Veterinario da FCAV, UNESP campus de Jaboticabal.

Figura 13. (A) Céao de trabalho de faro (cadela Nicks, sem raca definida) para
encontro de fezes de cervideos, equipada com coleira rastreadora e
com seu brinquedo de recompensa. (B) Trabalho de busca de fezes
em campo (cadela Granada, sem raca definida), na qual o céo
trabalha solto em um raio ao redor do pesquisador. (C) Pilha fecal de
veado do género Mazama Rafinesque, 1817
(Odocoileini:Capreolinae: Cervidae) coletada no Pantanal Sul-
Matogrossense.
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As amostras fecais foram classificadas visualmente como “fresca” (com
muco, cor original e auséncia de fungo) ou “velha” (sem muco, escurecidas e/ou
guebradicas, algumas com fungo). O local de coleta de cada amostra fecal
(Figura 13C) teve sua coordenada geografica anotada para posterior
georreferenciamento. As amostras foram coletadas sem o contato com as maos
e armazenadas em tubos plasticos de centrifuga com tampa de rosca (Falcom
50 mL). Etanol absoluto foi adicionado aos tubos para a preservacao do DNA
contido nas fezes, mantendo sempre uma propor¢cdo minima de 1 volume de

fezes para 4 de alcool (aproximadamente 40 mL de etanol).

3.4 Extragdo, Amplificacdo e Sequenciamento das Amostras de
Referéncia

A extracdo de DNA foi realizada pelo protocolo de fenol-cloroférmio
(Sambrook et al., 1989), para amostras de anel leucocitario do sangue, e através
do kit de extracdo Wizard® SV Genomic DNA Purification System (Promega),
para amostras de pelo e tecido.

Foram sequenciados parte dos genes mitocondriais Citocromo-b (Cytb;
995 pb), NADH desidrogenase subunidade 5 (ND5, 1180 pb) e parte da regido
controladora D-loop (453 pb) através de cinco fragmentos amplificados pelos
iniciadores indicados na Tabela 3, sendo duas regifes do Cytb, duas do ND5 e
uma do D-loop. As reacBes de PCR foram padronizadas para um volume final
de 30ul (27ul de mix e 3ul de DNA aproximadamente com 50ng/ul), contendo 1x
de tampédo e 1 U de Taq DNA polimerase (ambos Platinum™, Thermo Fisher
Scientific), 1,8 mM de MgClz, 3,6 mM de dNTP, 1 mg/ml de BSA, 0,5 pM de cada
iniciador. As reacbes foram realizadas num termociclador Bio-Rad C1000
Touch™ Thermal Cycler, sob as seguintes condi¢cfes: um passo inicial de 94 °
C durante 2 min seguido de 36 ciclos de (1) 94 ° C durante 1 min, (2) 55 ° C
durante 30 segundos, (3) 72 ° C durante 30 segundos e, ao final, uma extenséo
a 72 ° C durante 10 min.

A obtencdo dos fragmentos de interesse foi confirmada por meio da
visualizacdo do produto da PCR por eletroforese em gel de agarose a 2%. Os
fragmentos amplificados foram purificados através do kit Wizard® SV Gel and
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PCR Clean-Up System (Promega) e enviados para sequenciamento. O DNA foi
sequenciado nos dois sentidos em um sequenciador automatico ABI 3730 XL
através de servico prestado pelo Centro de Recursos Biologicos e Biologia
Gendmica (CREBIO) da FCAV, UNESP. As sequéncias “foward” e “reverse” de
cada amostra foram exportadas para o aplicativo BioEdit 7.2.6 (Hall, 1999), onde
seus eletroferogramas foram revisados visualmente. Ao final, foi realizada a

montagem de uma sequéncia consenso para cada amostra.

Tabela 3. Caracteristicas dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para
amplificacdo de DNA mitocondrial de amostras do género Mazama
Rafinesque, 1817 (Odocoileini:Capreolinae: Cervidae).

Gene Tamanho Identificacéo Iniciador (5'-3") Fonte
Fragmento
Cytb 480pb L14724 CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG Irwin et al.
H15149 AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA (199 1)
Cytb 660pb FARH TCCAATAGTAATAAAGGGGTGTTCA Duarte et al.
FARL CCATGAGGACAAATATCATTCTGAT (2008)
D-loop 660pb Thr- L15926 CAATTCCCCGGTCTTGTAAACC Vila et al.,
DL-H16340 CCTGAAGTAGGAACCAGATG ( 1999)
ND5 690pb Leu 11775 GGTGCAACTCCAAATAAAAG Caparroz et al.
ND5 12477 TTTTCCRGTTGCAGCTARTG (20 15)
ND5 690pb ND5 12326 TCTAGCAATAGCATGATTYC Caparroz et al.
ND5 12988 TGTTATTAGGAGGGCTCAGG (2015)

3.5 Extracdo, Amplificacdo e Sequenciamento das Amostras Fecais

O DNA fecal das amostras coletadas foi extraido utilizando o kit de
extragdo QlAamp Fast DNA Stool MiniKit (QIAGEN) segundo o protocolo
descrito pelo fabricante. Os procedimentos laboratoriais contaram com o uso de
controle branco sistematicamente em todas as etapas de extracdo e
amplificacdo para deteccdo de contaminacdes cruzadas e o processamento
ocorreu em laboratorio exclusivo para amostras de DNA de baixa qualidade.

Primeiramente, as amostras de fezes foram triadas geneticamente para
excluir das proximas etapas de caracterizagdo outras espécies de cervideos que
ocorrem nas regides de coleta, potencialmente em simpatria com o complexo
Mazama americana. Essa etapa & necessaria visto que néo é seguro distinguir
as espécies de cervideos brasileiros através da morfologia/morfometria das
fezes (Costa et al 2017). Nesse sentido, vale ressaltar que as areas de estudo

onde foram realizadas as coletas fecais possuem, também, a ocorréncia do
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veado-catingueiro (Mazama gouazoubira (Fisher, 1814)), veado-roxo (Mazama
nemorivaga (Cuvier, 1817)), veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus) e cervo-
do-pantanal (Blastocerus dichotomus (llliger, 1815)). A distingdo genética das
amostras do complexo Mazama americana em relacdo as demais espécies foi
possivel com a utilizacdo de uma regido do gene Cytb ja atestada para o mesmo
fim por Gonzalez et al. (2009) e Souza et al. (2013). A analise realizada esta
exemplificada no Apéndice A.

Dada a condi¢céo de maior degradacdo do DNA obtido nas fezes do que
em relacdo a outras matrizes bioldgicas (Beja-Pereira et al 2009), a amplificacéo
desse DNA foi realizada apenas para pequenos fragmentos. Para isso, foram
desenvolvidos iniciadores que amplificassem regides internas aos cinco
fragmentos amplificados para as amostras de referéncia. Destaca-se que 0s
iniciadores do Cytb puderam ser aproveitados de trabalhos anteriores com DNA
fecal, ja que sé@o conservados para as espécies de cervideos brasileiros, sendo
um par deles da propria regido utilizada para triagem inicial das espécies
(IDMAZ224-L e IDMAZ-H). Os demais foram desenvolvidos a partir da matriz de
amostras de referéncia, selecionando aqueles que coincidissem com regides
conservadas e que amplificassem regides polimorficas com no maximo 350 pb
para aplicacdo no DNA fecal (Tabela 4).

As matrizes de cada fragmento das amostras de referéncia foram
carregadas separadamente na plataforma PrimerQuest Tools para busca e
selecdo de sequéncias de iniciadores com base em critérios especificos. Para
tanto, alguns parametros foram personalizados na plataforma visando atender
as necessidades do trabalho. Foram definidos parametros para PCR em Geral
(General PCR — Primers only), como temperatura de anelamento (primer Tm;
minima 50, 6tima 55, maxima 60), composicao de bases GC (primer GC) de 40
a 60 %, tamanho dos iniciadores (primer size) de 17 a 22 nucleotideos e tamanho
do amplicon de 100 a 350 bp, com valor 6timo de 250 pb. Depois de selecionado
pares de iniciadores de interesse, eles foram testados para a presenca de
estruturas secundarias (formacdo de dimeros e harpins) no programa
GeneRunner 6.5.1 e perante sua especificidade através da ferramenta Primer-

BLAST do NCBI, comparando com as sequéncias de Cervidae no GenBank.
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Tabela 4. Caracteristicas dos oligonucleotideos iniciadores para amplificagédo de
DNA  fecal no género Mazama Rafinesque, 1817
(Odocaoileini:Capreolinae: Cervidae).

Tamanho

Regido Identificacao Iniciador (5'-3") Fonte
Fragmento
Cytb 224 pb IDMAZ224-L.  CATCCGACACAATAACAGCA (Gonzélez et al
IDMAZ-H TCCTACGAATGCTGTGGCTA 2009
Cytb 305 pb Cit305 F CCATCAGACGCAGACAAA Leandro,
Cit305 R GCGTTGTTTAGATGTGTGAAG 2019*
D-loop 305pb  D-loopb_Fec F TTGCACTCAACAGCCATATT atual
D-loopb_Fec R GACTGCATGGACTTGCTTAT
ND5 249 pb ND5a _Fec F  TCTCAAACTGACACTGACTTAC atual
ND5a Fec R  TGCATCTGTTCGTCCATATC
ND5 249 pb ND5b:Fec F  CCAACCCTACCTAGCATTTCTC atual

ND5b Fec R  TACGACGTATTGGCGGTTTC
*Relatorio Cientifico Final FAPESP processo 2017/26529-9.

A amplificacdo dos pequenos fragmentos a partir do DNA fecal foi
realizada para amostras identificadas como pertencentes ao complexo M.
americana e selecionadas perante sua distribuicdo. Todas as amostras
selecionadas passaram por um crivo de independéncia espacial visando evitar a
analise repetida de um mesmo individuo. Para tal fim, foi adotado a distancia
minima de 1 km entre amostras, valor baseado no comprimento de area de vida
disponivel para o género (Maffei e Tabber, 2003; Vogliotti, 2003; Peres, 2015).
Dessa forma fica assumida a premissa de que cada amostra fecal selecionada
para amplificacdo corresponde a um individuo diferente.

A reacao de PCR foi padronizada para um volume final de 30ul (25ul de
mix e 5ul de DNA), contendo 1x de tampéo e 1,5 U de Taqg DNA polimerase
(ambos Platinum™, Thermo Fisher Scientific); 2 mM de MgClz; 0,6 mM de dNTP;
1,3 mg/ml de BSA e 0,5 pM de cada iniciador. As reacdes foram realizadas num
termociclador Bio-Rad C1000 Touch™ Thermal Cycler em um protocolo touch
down que totalizou 45 ciclos sob as seguintes condi¢cfes: um passo inicial de 94
° C durante 2 min; seguido de 5 ciclos de 94°C-50 seg/ 58°C-50 seg/ 72°C-50
seg; 6 ciclos de 94°C-50 seg/ 57°C-45 seg/ 72°C-50 seg; 8 ciclos de 94°C-50
seg/ 56°C-40 seg/ 72°C-50 seg; 13 ciclos de 94°C-50 seg/ 55°C-30 seg/ 72°C-
50 seg; 13 ciclos de 94°C-50 seg/ 54°C-30 seg/ 72°C-50 seg e por fim uma
extensdo a 72 ° C durante 10 min.

Apbés a amplificacdo, o material seguiu 0os mesmos procedimentos

descritos no item anterior com a verificagdo em gel de agarose, purificagéo
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através de kit, envio para sequenciamento nos dois sentidos pelo
CREBIO/UNESP, revisdo detalhada dos eletroferogramas e montagem de

sequéncia consenso para cada amostra.

3.6. Caracterizacédo das Matrizes de DNA: alinhamento, polimorfismo,
modelo evolutivo e saturagéo

Primeiramente, as sequéncias consenso de cada fragmento e as
sequéncias obtidas no GenBank foram alinhadas no servidor on-line Mafft (Katoh
et al., 2017), com o alinhamento revisado e delimitado através do aplicativo
Bioedit 7.2.6. O programa MEGA X (Kumar et al. 2018) foi utilizado para traduzir
as sequéncias de DNA dos genes Cytb e ND5 em sequéncia de aminoacidos
para busca por stop codons prematuros. Esse procedimento indicaria possiveis
pseudogenes, e possibilitou o ajuste do alinhamento ao frame correto de cédons,
ideal para futuras analises de saturacao e particao.

Logo, as cinco matrizes alinhadas foram concatenadas em uma matriz
final de referéncia e outra final de DNA fecal através do aplicativo Mesquite 3.61
(Maddison e Maddison, 2019). A matriz de referéncia, proveniente de amostras
de DNA de qualidade, totalizou 2625 pb. A matriz de DNA fecal, proveniente da
amplificacdo do DNA das fezes, derivada dos pequenos fragmentos, totalizou
1104 pb. O trabalho de andlise explorou ainda, secundariamente, outras quatro
matrizes derivadas das amostras de referéncia para observar o polimorfismo e o
sinal filogenético dos diferentes genes e da matriz de DNA fecal. Para tanto,
foram utilizadas as trés matrizes de cada um dos genes (Cytb, 993 pb; D-loop,
453 pb; ND5, 1179 pb) e um recorte da matriz de referéncia para os pequenos
fragmentos que compde o delineamento de DNA fecal (1104 pb).

O polimorfismo de cada matriz foi caracterizado através do aplicativo
MEGA X, contabilizando os sitios variaveis (sitios com mutacdo em ao menos
um animal) e os sitios parcimoniosamente informativos (PICs; sitios com
mutacOes presentes em ao menos dois individuos). Foi considerado o melhor
modelo para o conjunto de dados de cada matriz aquele com menor valor de
AIC, dentre os 56 modelos evolutivos testados por meio do aplicativo jModelTest
2.1.4 (Darriba et al. 2012). Para avaliar a ocorréncia de saturagcdo em cada
matriz, foi estimado o indice de saturagao por substituicéo (Iss) pelo método de
Xia et al (2003) e Xia e Lemey (2009). O sinal de saturagéo é considerado fraco
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quando o Iss estimado é significativamente menor (p<0,05) que o de referéncia
(Iss.c). Para a analise de saturacdo, também foi observado o grafico de
correlacdo entre transversdes/transicdes em funcdo da distancia genética.
Ambas analises foram realizadas através do programa DAMBE 7.2 (Xia, 2018).
Para tanto, foram testadas as matrizes completas de referéncia e de DNA fecal,
assim como os trés genes individualmente para a matriz de referéncia. A
saturacdo foi testada para os genes Cyt-b e ND5, em especifico, perante a
particdo de suas matrizes de acordo com as posi¢cdes do cdédon. Uma particdo
continha a posicdo 1 e 2 e a outra a posi¢éo 3, dada a maior taxa de substituicdo

dessa.

3.7. Anédlise Filogenética Baseada em Caracteres Moleculares

As hipéteses filogenéticas foram inferidas para cada uma das matrizes
citadas de forma independente, mas seguindo o mesmo protocolo. Dessa forma,
as andlises filogenéticas foram executadas com o critério de inferéncia
bayesiana (IB) no pacote BEAST 1.10.4 para todas as matrizes. Adicionalmente,
a analise filogenética foi realizada através do algoritmo de maxima
verossimilhanca (MV) denominado Randomized Axelerated Maximum Likelihood
(RAXML) apenas para a matriz de referéncia completa. As analises tiveram como
ingroup todos os animais da sub-tribo Odocoileina, o clado vermelho da tribo
Odocoileini (no presente trabalho representada pelas espécies do género
Odocoileus Rafinesque, 1832 e Mazama Rafinesque, 1817). O outgroup foi
composto pelas quatro sequéncias de Ozotoceros bezoarticus (sub-tribo
Blastocerina, o clado cinza da tribo Odocoileini), Rangifer tarandus (grupo mais
externo dentro da tribo Odocoileini), Alces alces (tribo Alceini) e Capreolus
pygargus (tribo Capreolini).

Na andlise de IB, o modelo evolutivo selecionado e os parametros de
corrida foram implementados por meio do aplicativo BEAUti do pacote BEAST
para gerar o arquivo de entrada da analise, implementada através do servidor
on-line CIPRES Science Gateway (Miller et al., 2010). A analise de MCMC
(Monte Carlo Markov Chains) contou com 30 milhdes de geragbes para a matriz
de referéncia e seus recortes e 50 milhdes para a matriz de DNA fecal completa.
A analise teve a amostragem a cada mil geracdes, e foi realizada com trés

corridas distintas. Foram utilizados o modelo de reldgio lognormal uncorrelated
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relaxed clock, que ndo assume uma taxa de substituicdo constante, e o modelo
de arvore de especiacdo através de Yule process, que assume uma taxa
constante de especiacdo entre linhagens. Os dados das trés corridas
independentes foram combinados através do aplicativo Log Combiner do pacote
BEAST 1.8. Os dados das arvores geradas foram sumarizadas na melhor arvore,
sendo aplicado um burn-in de 30% e anotados os valores de suporte de
probabilidade posterior (PP) através do aplicativo Tree Annotator do pacote
BEAST 1.8. A convergéncia da analise foi verificada por intermédio do aplicativo
Tracer v.1.7, e foi considerada satisfatoria quando apresentou valores de ESS
(Estimated Sample Size) maiores que 200. As arvores finais foram visualizadas
e editadas pelo aplicativo FigTree 1.4. (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Por fim, a andlise de maxima verossimilhanca foi aplicada através da
andlise de RAXML (Stamatakis, 2014) apenas para a matriz de referéncia
completa, sendo implementada através do servidor on-line CIPRES Science
Gateway (Miller et al., 2010). Como parametros da analise foi utilizado o modelo
evolutivo GTR, Unico modelo disponivel para essa abordagem, e foram
realizadas 1000 réplicas de bootstrap (BTS) para o calculo de suporte dos nos,
adotando os valores padrdo para os demais parametros segundo Stamatakis
(2014).

3.8 Delimitac&o Molecular de Espécies da subtribo Odocoileina

Foi utilizado o método coalescente General Mixed Yule Coalescent
(GMYC) para identificacdo de molecular operational taxonomic units (MOTUS)
através do pacote SPLITS (SPecies LImits by Threshold Statistics; Monaghan et
al., 2009) no programa R (R Core Team, 2020). Tal abordagem avalia a taxa de
cladogénese ao longo de uma arvore ultramétrica gerada por IB, identificando
um limiar em que ha uma mudanca significativa dessa taxa. A mudanca indica a
transicéo do processo de cladogénese entre espécies para intra-espécie (Pons
et al., 2006; Fujita et al, 2012). Para essa analise, € necessario obter uma
hipotese filogenética com uma arvore ultramétrica e € recomendado apenas a
inclusédo do ingroup para a analise, visto que as sequéncias do outgroup podem
ter forte influéncia no resultado e enviesa-lo. A hipétese do modelo GMYC foi
testada com um e com multiplos limiares. Na analise, a probabilidade do modelo

GMYC e comparada perante a probabilidade de um modelo nulo, no qual apenas
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uma unidade é identificada (auséncia de unidades dentro do grupo analisado),
retornando um valor de significancia da analise comparativa (PONS et al., 2006).
A hipétese de que os modelos eram diferentes foi aceita quando apresentaram
p<0,05.

Ao final, para a matriz de referéncia completa, analisada também pelo
critério de maxima verossimilhanca, foi realizada a abordagem de delimitacéo
molecular “Poisson Tree Process” (PTP). Essa analise pode ser aplicada para
arvores ndo-ultramétricas, provenientes de analises de MV. Nessa abordagem,
€ avaliada a taxa de substituicho, em que cada MOTU identificada é
acompanhada de um valor probabilistico. A analise de PTP foi realizada

utilizando seu servidor on-line (http://species.hits.org/).

4. RESULTADOS

4.1. Coleta e Triagem de Amostras Fecais de Cervidae

O trabalho de campo resultou na coleta de 241 amostras fecais de
cervideos. Dentre o conjunto, 16% foram amostras frescas e o restante
apresentou amostras consideradas velhas, em diferentes graus de degradacéo
e com presenca de fungo. Ndo foi possivel correlacionar o sucesso de
amplificacéo a idade das amostras (resultado ndo apresentado).

O processo de triagem de espécies nao foi realizado para todas as
amostras, porém permitiu a identificacdo com sucesso de 147 delas (Tabela 5).
Dentre as identificacbes, destaca-se a deteccdo de Mazama americana (sensu
lato) em 14 areas de estudo das 20 coletadas. Do conjunto de amostras da
espécie (n=101), 48 foram independentes espacialmente e consideradas como
individuos distintos pela premissa espacial assumida. Seguindo o mesmo
protocolo, 51 amostras de veado-mateiro espacialmente independentes foram
triadas a partir do banco de fezes do Nucleo de Pesquisa e Conservacdo de
Cervideos para as 10 areas de estudo previamente selecionadas.

Desse modo, um conjunto de 99 amostras de 24 areas de estudo ficou
disponivel para a proxima etapa de sequenciamento e inferéncia filogenética

(Figura 14). Tendo como critério a sele¢cdo de pelo menos duas amostras de



41

cada é&rea de estudo, foram selecionadas 46 amostras para amplificacdo e
sequenciamento dos cinco fragmentos propostos para as analises
subsequentes. Areas de estudo vizinhas (22-24; 21-27; 28-29) foram

consideradas como a mesma localidade.

Tabela 5. Sumario do numero de amostras de diferentes espécies de cervideos
(Cervidae) encontradas nas &reas de estudo prospectadas. M.am =
complexo Mazama americana (Erxleben, 1777), M.go = Mazama
gouazoubira (Fischer, 1814), M.ne = Mazama nemorivaga (Cuvier,
1817), O.be= Ozotoceros bezoarticus (Linnaeus, 1758); PN= Parque
Nacional; RPPN= Reserva Particular do Patrimbénio Natural, PE=
Parque Estadual; EE = Estacdo Ecologica; FN = Floresta Nacional.

Amostras  Amostras

Id Local Coletadas Identificadas M.-am M.go O.be M.ne
1 PN do Iguacu 5 5 5 0 0 0
2 EE Caetetus 5 3 3 0 0 0
3 PN da Serra da Bodoquena 5 4 3 1 0 0
4 RPPN Cisalpina 11 3 3 0 0 0
5 Fazenda Xaraés 26 22 16 6 0 0
6 PN das Emas 11 10 6 1 3 0
7 Sesc Pantanal 41 36 36 0 0 0
8 Fazenda Rio Negro 10 4 2 0 0 2
9 PE da Mata Atlantica 5 3 0 3 0 0
10 FN Silvania 2 2 0 2 0 0
11 PE Altamiro M. Pacheco 1 1 0 1 0 0
12 PE da Serra Azul 11 4 0 4 0 0
13 PN Cavernas do Peruacu 6 5 0 5 0 0
14 PN das Sempre-Vivas 13 10 0 10 0 0
15 EE Serra das Araras 19 17 14 3 0 0
16 PE do Araguaia 13 3 3 0 0 0
17 Fazenda Riachuelo 11 4 3 0 0 1
18 FN Carajas 26 5 4 0 0 1
19 Fazenda Rio Guaporé 13 4 2 0 0 2
20 PN Mapinguari 6 2 1 0 0 1
TOTAL 240 147 101 36 3 7
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Distribuicdo Geografica
[] Mazama americana

Espécimes tipo
* M. americana
* M. rufa

“{ Citétipos
@ Carajas
A Juina

* Parana

@ Ronddnia

Triagem Odocoileina
® Detectado (n=24)
@ Nao Detectado (n=6)

Biomas do Brasil

Cerrado
Caatinga
Mata Atlantica
I Amazénia
Bl Pampa
Il Pantanal
1 PN do Iguagu 11 PE Altamiro M. Pacheco 21 REBIO Perobas
2 EE Caetetus 12 PE da Serra Azul 22 EE Mata Preta
3 PN da Serra da Bodoquena 13 PN Cavernas do Peruagu 23 PE Turvo
4 RPPN Cisalpina 14 PN das Sempre-Vivas 24 PN Araucarias
5 Fazenda Xaraés 15 EE Serra das Araras 25 Fazenda Cajuru
6 PN das Emas 16 PE do Araguaia 26  Fazenda Barreiro Rico
7 RPPN Sesc Pantanal 17 Fazenda Riachuelo 27 PE Lagoa Azul
8 Fazenda Rio Negro 18 FN Carajas 28 PE Morro do Diabo
9 PE da Mata Atlantica 19 Fazenda Guaporé 29 EE Caiua
10 FN Silvania 20 PN Mapinguari 30 PE Rio Doce

Figura 14. Distribuicdo das areas de estudo onde o veado-mateiro (complexo
Mazama americana) (Odocoileini:Capreolinae:Cervidae) foi detectado
(em verde) e localidades onde a espécie nao foi detectada (em
amarelo) perante as localidades de referéncia dos principais citotipos
descrito para a espécie, as localidades tipo de Mazama americana
(Erxleben, 1777) e Mazama rufa (llliger, 1811) e os biomas brasileiros
segundo dados do IBGE.

4.2. Amplificacéo, Sequenciamento e Caracterizacao das Matrizes de
Caracteres Moleculares

Todas as amostras de referéncia selecionadas foram sequenciadas com
sucesso, completando o conjunto de cinco fragmentos propostos. Assim, a
matriz de referéncia final foi composta por 35 animais e 2625 pb, dentre eles 798
sitios variados e 567 sitios parcimoniosamente informativos (35% no Cyt-b, 24%

no D-loop e 41% no ND5). A maior parte do polimorfismo se encontra na regido



43

ND5, porém proporcionalmente ao tamanho, a regido do D-loop é a mais
polimorfica. O modelo evolutivo selecionado para a matriz foi 0 GTR+I+G. e a
comparacdo desta matriz com suas quatro matrizes derivadas pode ser
observada na Tabela 6. A comparagédo da matriz de referéncia completa (2625
pb) com seu recorte do delineamento de DNA fecal (1104 pb) mostrou que
apesar de possuir 42% do tamanho, apresentou 46% dos sitios informativos e
52% dos PICs (Tabela 6).

As amostras fecais selecionadas apresentaram sucesso de amplificagéo
de 94,8% para os pequenos fragmentos planejados. No entanto, foram admitidas
apenas amostras com sequéncias de qualidade para todos os 5 fragmentos,
reduzindo de 46 amostras para 34 amostras de fato utilizadas. Dessas 34
amostras que cumpriram com as condi¢cdes de qualidade, foram excluidas as
que possuiam mesmo haplotipo (sequéncia mitocondrial idéntica) e fossem da
mesma localidade, resultando finalmente em 25 amostras fecais na matriz de
DNA fecal. Essa matriz também foi composta por 27 sequéncias de referéncia
que representaram haplotipos distintos. Por conseguinte, a matriz de DNA fecal
final totalizou 52 espécimes, apresentando polimorfismo proximo das demais,

tendo como modelo evolutivo selecionado o HKY+G (Tabela 6).

Tabela 6. Tamanho, polimorfismo e modelo evolutivo da matriz de sequéncias
de referéncia, das quatro matrizes derivadas dela (comparadas em
relacdo a ela) e da matriz de DNA fecal completa. PICs= “parsimony
informative characters”; pb= pares de base.

Matriz Eg&iﬁ%gg Tamanho  Sitios Variaveis PICs Modelo jModelTest

1 Referéncia 35 2625 798 567 GTR+I+G
Final

2 Cytb 35 993 (38%) 279 (35%) 197 (35%) GTR+I+G

3 D-loop 35 453 (17%) 188 (24%) 134 (23%) GTR+I+G

4 ND5 35 1179 (45%) 331 (41%) 236 (42%) GTR+|

5 gg‘@rgﬁgﬂ 35 1104 (42%) 370 (46%) 294 (52%) TIN+I+G

6 DNlﬁir']:a‘Tca' 52 1104 pb 326 e HKY+G

Ao final, todas as matrizes ndo apresentaram sinal de saturacéo

(Apéndice B). Os graficos de saturacdo mostraram uma propor¢cdo maior de
transicOes em relacdo as transversdes, como esperado em um nivel baixo de

saturacdo. No teste de Xia et al. (2003) e Xia e Lemey (2009) o indice de
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saturagcdo por substituicdo estimado foi significativamente menor que o de

referéncia para todas as matrizes testadas, outro indicativo de pouca saturacao.

4.3. Filogenia e Delimitacdo Molecular de Espécies da subtribo
Odocoileina

As matrizes derivadas da matriz de referéncia completa permitiram
observar o sinal filogenético de cada gene e do delineamento proposto para o
DNA fecal. Essa abordagem evidenciou uma menor resolugcdo do Cyt-b em
relacdo a matriz completa, enquanto D-loop e ND5 mostraram sinal semelhante
entre si e em relacdo ao conjunto total. Também foi possivel observar que ha
diminuicdo de suporte dos clados de divergéncia mais recente ao analisar o
delineamento do DNA fecal. Tais resultados podem ser vistos em detalhe no
Apéndice C.

As inferéncias filogenéticas obtidas a partir da matriz de referéncia
completa em ambas as abordagens de IB e MV indicaram topologias totalmente
convergentes e com todos os clados do ingroup bem suportados (PP > 0,9 e
BTS > 80; Figura 15). A maioria dos cit6tipos avaliados apresentou uma relacdo
de monofilia reciproca em relacdo aos demais (com excecdo de Carajas). A
analise de delimitacdo molecular de espécies apresentou o modelo GMYC
significativamente maior que o modelo nulo para o limiar Gnico (p=0,04),
enquanto para mdultiplos limiares o modelo GMYC nédo foi significativamente
maior (p=0,17). Dessa forma, o modelo de limiar Unico identificou oito MOTUs
(“molecular operational taxonomic units”) (Figura 16), quase todas coincidentes
com as espécies validas na literatura e com a caracterizacao citogenética de M.
americana (sensu lato).

A inferéncia filogenética e as MOTUs identificadas foram comparadas
perante a taxonomia atual do grupo baseada em Merino e Rossi (2010) e a
hipotese taxdbnomica proposta pela citogenética (Abril et al. 2010; Cursino et al.,
2014; Salviano et al., 2017) (Figura 15). Observando a topologia da arvore,
destaca-se a espécie Odocoileus virginianus. Sua posicdo mais externa no
ingroup da analise, externa ao género Mazama (clado 1), configura o ponto de

divergéncia ao analisar apenas o gene Cytb.
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Figura 15. Sumarizacdo dos resultados com a inferéncia filogenética e a delimitagédo de
espécies baseadas em dados moleculares da sub-tribo Odocoileina
(Odocaoileini: Capreolinae: Cervidae) em comparacdo com outros dados das
amostras de referéncia. (A) Arvore ultramétrica representando a hipétese
filogenética gerada por inferéncia bayesiana pelo aplicativo Beast e por
maxima verossimilhanca pelo algoritmo RAXML. Os valores de suporte dos
clados estdo representados pela probabilidade posterior acima (PP 0-1) e
bootstrap abaixo (BTS 0-100) da linha. Os numeros de | & VIl identificam
clados em destaque no texto. (B) Taxonomia atual do grupo. (C) HipGtese
taxondmica citogenética. (D) Molecular Operational Taxonomic Units obtidas
pelo método de coalescéncia GMYC por limiar Unico (p=0,04) e (E) pelo
método PTP, sendo cada MOTU representada por um bloco. Amostras
identificadas com T### representam vouchers do Nupecce e amostras ####
representam o final da identificacdo das sequéncias obtidas no GenBank, *
indica espécimes tipo. llustracdo do veado gentiimente cedida por Natélia
Aranha de Azevedo.
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Figura 16. Analise de delimitacdo molecular de espécies da subtribo Odocoileina
(Odocoileini:Capreolinae:Cervidae) pelo método GMYC para a matriz
de amostras de referéncia completa. O primeiro grafico mostra a
cladogénese em funcdo do tempo e o segundo mostras a hipotese
filogenética com as 8 MOTUs identificadas pela analise destacadas em
vermelho, ambos os graficos com o limiar unico significativo do modelo
GMYC em vermelho (P=0,04).

No género Mazama, a espécie M. temama se posicionou de forma externa
as demais, sendo recuperada como grupo monofilético e indicada como uma
MOTU pela andlise de delimitacdo. O restante do género (clado 1) € sub dividido

em dois clados com alto suporte, um que traz M. americana, M. nana e M. bororo
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(1) e outro apenas com linhagens de M. americana (IV), reforcando o carater
polifilético ja conhecido do complexo da espécie. No clado Ill, M. nana e M.
bororo foram recuperadas de forma monofilética, como grupos irmaos, e
indicadas cada uma como uma MOTU. O clado lll, ainda, foi composto por
amostras dos citotipos Juina e Rond6nia de M. americana, que também foram
recuperados de forma monofilética, como grupos irmaos, e indicados cada um
COmo potenciais especies.

O nedtipo de M. americana foi posicionado no grande clado IV e agrupado
com outra amostra da Guiana Francesa. O clado das duas (V) amostras foi
indicado como uma MOTU Unica, e deve representar a espécie M. americana
(sensu strictu). Esse clado da Guiana Francesa, por sua vez, é irmao do clado
(VI) que traz os citétipos de Carajas e Parana e representa a espécie Mazama
rufa. Os animais do citétipo Parana foram agrupados de forma monofilética e
bem suportada em relacdo aos animais do citotipo Carajas, o unico citétipo nédo
monofilético. Carajas ficou dividido em dois clados (VII e VIII), configurando o
primeiro como diretamente irm&o de Parana e o segundo como irm&o de ambos.
A andlise de delimitagcdo molecular de espécies indicou que os trés clados, dos
dois citotipos, compdem apenas uma MOTU. Essa unidade contém o nedtipo da
recém revalidada M. rufa, o que amplia a composi¢cdo da espécie para os dois
citétipos e ndo apenas o citotipo Parand como descrita originalmente.

A abordagem PTP recuperou 11 MOTUs, em que seis delas sao
coincidentes com o método GMYC. O suporte das unidades em geral foi baixo,
entre valores 0,56 e 0,92 de probabilidade. Além das unidades ja identificadas,
a andlise trouxe outras cinco: cada animal do cit6tipo Juina e cada animal de M.
temama foram identificados como unidades distintas. Essas unidades
apresentaram suporte intermediéario (0,74-0,81) e carecem de sentido biolégico,
0 gque sugere que a abordagem deve ser avaliada com cautela.

A filogenia obtida pela matriz de DNA fecal completa, inferida apenas por
IB, apresentou topologia congruente com a matriz de referéncia (Figura 17). A
arvore exibiu bom suporte, com valores de probabilidade posterior acima de 0,9
para a maioria dos clados, com excec¢édo dos clados de divergéncia mais recente.
A andlise de delimitacdo molecular de espécies apontou o0 modelo GMYC como
significativamente maior que o modelo nulo para o limiar anico (p=0,005; Figura
18). Ele retornou 10 MOTUs, em que, mais uma vez, quase todas convergem
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com as espécies validas e com a caracterizacdo citogenética em M. americana
(sensu lato). Por outro lado, para multiplos limiares o modelo GMYC nao foi
significativamente maior (p=0,054).

A arvore gerada e as MOTUs identificadas foram comparadas perante a
distribuicdo das amostras fecais e o cariotipo de cada amostra de referéncia
(Figura 17). A espécie Odocoileus virginianus foi posicionada como grupo irmao
de Mazama temama (). Porém, vale apontar que essa relacdo ndo apresenta
suporte satisfatério, de forma analoga a arvore que avaliou o delineamento fecal
apenas com amostras de referéncia (Apéndice C). Apenas as amostras do PE
do Rio Doce-MG (30) e da proximidade do rio Guaporé-RO (19) foram alocadas
no clado composto pela linhagem de baixo numero cromossémico de M.
americana (sensu lato) e as espécies M. nana e M. bororo (clado Il). A arvore
néo teve resolucao para definir o posicionamento das amostras do Rio Guaporé
(19), dado o baixo suporte que as unem com M. nana e M. bororo (IV).

E mais parcimonioso, do ponto de vista de distribuicdo geogréfica, que
elas fossem representantes da linhagem de M. americana que ocorre na regiao,
do que representantes de espécies da Mata Atlantica. Por sua vez, as amostras
do Rio Doce (30) foram posicionadas de forma bem suportada no clado
composto por M. nana e M. bororo (V), indicando que ndo se trata de M.
americana (sensu lato). Essa relagdo n&o havia sido resolvida apenas com a
sequéncia de Cytb na triagem das amostras fecais (Apéndice A). A principio, tais
amostras poderiam ser consideradas como M. bororo (VI), fazendo, inclusive,
sentido geografico. No entanto, as amostras do Rio Doce formaram um clado
bem suportado, irméo de M. bororo, que foi indicado como MOTU independente.

No clado Ill, apenas com amostras do complexo Mazama americana,
nenhuma amostra fecal foi agrupada com o clado (e com a MOTU) que possui 0
neotipo da espécie M. americana. De tal forma, reforcando a ideia de que a
ocorréncia da espécie no Brasil esta restrita ao extremo norte. Amostras de
referéncia do citotipo Carajas ficaram novamente divididas em dois clados, bem
suportados (0,92 e 1 de PP). O primeiro (VII), mais externo, permaneceu apenas
com amostras de referéncia, ndo sendo possivel afirmar sobre sua posicéo

geografica exata.
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Figura 17. Sumarizacdo da inferéncia filogenética e da delimitacdo de espécies
baseadas em dados moleculares na sub-tribo Odocoileina (Odocoileini:
Capreolinae: Cervidae) a partir da matriz de DNA fecal completa. (A) Mapa
de distribuicdo das areas de estudo; (B) Arvore ultramétrica representando
a hipétese filogenética gerada por inferéncia bayesiana pelo aplicativo Beast
em que os valores de suporte dos clados estdo representados pela
probabilidade posterior (PP= 0,9); (C) Citétipos de Mazama americana
(Erxleben, 1777) das amostras de referéncia (PR-Parana; CA-Carajas; JU-
Juina; RO-Rondobnia e GF- Guiana Francesa); (D) Identificacdo das areas
de amostragem fecal. (E) Molecular Operational Taxonomic Units obtidas
pelo método de coalescéncia GMYC por limiar tnico (p=0,005). Os niUmeros
de | & XIl identificam clados em destaque. Amostras identificadas com T###
representam vouchers das amostras de referéncia no Nupecce, F###
representam amostras fecais com seu numero identificador e amostras ####
representam o final da identificacdo das sequéncias obtidas no GenBank.
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Figura 18. Analise de delimitacdo molecular de espécies da subtribo Odocoileina
(Odocoileini:Capreolinae:Cervidae) pelo método GMYC para a matriz
de DNA fecal completa. O primeiro grafico mostra a cladogénese em
funcdo do tempo e o segundo mostras a hipotese filogenética com as
10 MOTUs identificadas pela analise destacadas em vermelho, ambos
os graficos com o limiar unico significativo do modelo GMYC em
vermelho (P=0,005).

Em relacdo a analise anterior, a novidade se apresenta com o clado de
Carajas gque foi indicado como MOTU exclusiva pelo GMYC. As amostras da
FLONA de Carajas (18) ndo se agruparam com ele, mas apenas com o clado

VIII, sugerindo pelo menos uma regido de ocorréncia natural desse citotipo.
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Ao final, a ultima MOTU identificada é formada por um clado bem
suportado (IX/ 1 PP) e representa a espécie recém proposta M. rufa. Os
resultados indicam que a espécie tem ampla distribuicdo (Figura 19), presente
ndo apenas na Mata Atlantica, mas também no Pantanal (5 e 7), Cerrado
(especialmente as margens do Rio Araguaia, 6 e 16) e até mesmo no limite sul
da Amazobnia (15, 8 e 17). Além do sub-clado VIII (da FLONA de Carajas), a
espécie seria composta pelo sub-clado X, que n&o apresentou suporte
adequado, e, dessa forma, ndo deixa clara suas relagdes filogenéticas. Dois sub-
clados ficam evidentes, o clado Xl (0,92), que representaria potencialmente o
citotipo Parana, e o clado Xll (0,99) composto apenas por amostras fecais
oriundas da regido do Pantanal e do sul da Amazénia (5 e 7; 8 e 17). Vale
destacar que o clado clado XIl ndo tem nenhuma amostra de referéncia
associada a ele e que haplétipos de ambos os clados (XI e Xll) ocorrem em

simpatria em duas localidades (5 e 17).

Mazama rufa
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Figura 19. Mapa de distribuicdo de Mazama rufa (llliger, 1811) tracado a partir
de um bufer de 100km do perimetro ligando as localizacbes de
ocorréncia confirmada geneticamente. Eco-reigbes mundiais definidas
por Olson et al. (2005) que estariam ligadas as espécies M. rufa e
Mazama americana (Erxleben, 1777).
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5.DISCUSSAO

5.1. Relagcdes Filogenéticas do complexo Mazama americana
(Erxleben, 1777)

Os resultados aqui observados reforcam que o status taxonémico atual de
M. americana deve ser revisado, como j& vinha sendo apontado em estudos
anteriores (Duarte et al., 2008; Abril et al., 2010; Heckberg et al., 2016; Gutiérrez
et al., 2017; Heckberg, 2020; Rincon et al., 2020). H4 uma convergéncia na
indicacdo de que as populacbes de veado-mateiro que ocorrem no Brasil ndo
fazem parte da espécie Mazama americana (sensu strictu) e que seus status
taxondmicos devem ser revisados (RINCON et al.,, 2020). O avanco da
amostragem (mais espécimes, maior cobertura espacial e mais genes) permitiu
avaliar a relacdo entre citoétipos de menor divergéncia e a espacializacdo
geografica das linhagens do veado-mateiro.

O estado polifilético de Mazama americana ja é discutido desde Duarte et
al. (2008), quando a espécie foi considerada um complexo de espécies cripticas.
Nessa investigacdo, a espécie foi dividida em dois clados que formavam uma
politomia juntamente com Odocoileus virginianus, sendo um desses clados
composto ainda por M. nana e M. bororo (DUARTE et al 2008). Diferentes
estudos observaram o mesmo padrédo, partindo das mesmas sequéncias de M.
nana, M. bororo e M. americana (sensu lato), mas com diversas outras
sequéncias da tribo Odocoileini compondo a matriz (Escobedo-Morales et al
2016; Heckberg et al., 2016; Gutiérrez et al. 2017; Heckberg, 2020). Gutiérrez et
al. (2017) discutiu a situacdo do complexo M. americana ao observar igual
padrao polifilético, com a espécie subdividida em dois clados (chamados 1 e 2).
O clado 1 ficou posicionado como irmao de M. nana e M. bororo e era composto
por uma amostra da Guiana Francesa (localidade tipo) e varias do Brasil,
considerado como a espécie M. americana (sensu strictu). O outro clado (clado
2) foi sugerido como potencial nova espécie e era composto por animais apenas
da Amazonia (Gutiérrez et al. 2017).

Ao contrario do que apontou Gutiérrez et al. (2017), sua divisédo de clados
nao representa a topologia de Abril et al. (2010), e ndo corresponde as linhagens

avaliadas por Cursino et al. (2014). Os clados do trabalho de Gutiérrez et al
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(2017) trazem, de maneira agregada, amostras das duas linhagens
cromossOmicas, de alto (citétipos Parand/Carajas) e de baixo (citotipos
Rondobnia e Juina) niamero diploide. No mesmo sentido, animais do citétipo
Rondo6nia (DQ789211/T018 e DQ789216/T021) estéo presentes nos dois clados
distintos. Topologia semelhante € observada em todos os trabalhos que
analisaram apenas o gene Citocromo-b (Duarte et al., 2008; Escobedo-Morales
et al 2016; Heckberg et al., 2016; Gutiérrez et al. 2017; Heckberg 2020).

A principal questao reside no fato de que o gene Citocromo-b sozinho nao
tem resolugéo para agrupar os espécimes de M. americana de forma coerente
com a regido de origem ou o citétipo. A separacdo filogenética das duas
principais linhagens cromossdmicas fica evidente quando o Cytb é analisado
com o D-loop (Abril et al., 2010; Rincon et al., 2020). Nessa matriz mais
informativa € demonstrado que cada linhagem cromossémica se encontra em
clados distintos e bem suportados (Abril et al., 2010; Rincén et al., 2020). Ainda
foi possivel observar, utilizando parte dos dois genes, que o clado composto pela
linhagem de baixo numero diploide, citétipos Rondénia (RO) e Juina(JU) é irméao
de M. bororo e que os animais da linhagem de alto numero diploide, cit6tipos
Parana (PR) e carajas (CA) compdem um clado junto com o neétipo da Guiana
Francesa (RINCON et al, 2020), exatamente como apontaram 0s presentes
resultados.

A monofilia reciproca entre os citétipos PR e CA e uma politomia
envolvendo amostras dos cittipos RO e JU é observada por um niumero menor
de amostras por Abril et al. (2010). A inferéncia da relacdo entre citétipos
proximos, utilizando o D-loop, néo foi possivel em outros trabalhos pela presenca
de apenas um individuo do citotipo Rondonia (Rincon et al., 2020) ou pela
auséncia de qualquer animal do citétipo Carajas (Luduvério, 2018). Em
contraponto, a amostragem atual permitiu avaliar a relagdo de monofilia
reciproca entre Réndonia e Juina e a condicao parafilética de Carajas em relacao
a Parana. Essa topologia, a rigor, refuta a proposta de Carajas como espécie
valida sob o conceito filogenético de espécie (Cracraft, 1983). No entanto, a falta
de monofilia reciproca, observada apenas a partir do DNAmt, pode ser um viés
oriundo da amostragem incompleta de linhagem (incomplete lineage sorting)

e/ou de hibridizagcéo antiga (Gutiérrez et al. 2017).
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Apesar do amplo uso do Cytb, cujo sinal filogenético é adequado para a
identificacdo de espécies de cervideos (Agnarsson E May-Collado., 2008;
Gonzalez et al., 2010), a incluséo do gene ND5 foi fundamental para melhorar a
reconstrucdo da histéria filogenética do grupo. Ele esta entre as regibes mais
varidveis no DNA mitocondrial, juntamente com o Dloop, (Caparroz et al 2015;
Ambriz-Morales et al 2016). Em contrapartida ao seu aspecto informativo, a
regido D-loop traz dificuldade para identificar regides conservadas para
construcéo de iniciadores. Nesse sentido, a construcédo de iniciadores para o
DNA fecal foi facilitada no gene ND5.

O avanco das inferéncias filogenéticas deve abordar analise de regides
nucleares a fim de avaliar as relacdes observadas sem o viés da heranca
uniparental, circunstancia que deve sanar duvidas em relacdo a ILS e
hibridizacao (Shaw, 2002; Dool et al., 2016). O uso de introns em mamiferos tem
se mostrado valido na composicdo de analises multilécus, em inferéncias
filogenéticas e métodos para delimitacédo de espécie (Castillo et al., 2005; Salicini
et al., 2011, Igea et al., 2015; Dool et al., 2016). Na mesma linha, um conjunto
de introns j& foi proposto para questées que envolvem espécies de divergéncia
recente, apontando alta taxa evolutiva (Igea et al 2010). Outro avanco a ser
pontuado é o uso de marcadores SNPs (single nucleotide polymorphism),
através de sequenciamento de nova geracdo. Tais abordagens tem auxiliado a
elucidacdo de aspectos taxondmicos e de genética da conservacdo (Mcmahon
et al. 2014; lvy et al. 2016) e devem representar 0s proOXimos passos no
entendimento da evolucéo dos cervideos neotropicais.

Embora ndo seja o foco principal da andlise aqui desenvolvida, vale
destacar que o presente resultado mostrou a relacdo de grupo irmao entre os
géneros Odocoileus e Mazama através da matriz de varios genes concatenados.
Analisando os recortes da mesma matriz apenas para o Cyt-b e também para
matriz menor de DNA fecal, foi observado que essa relagcdo ndo apresenta
resolucdo, o que implica a necessidade de grandes regides polimorficas para
aborda-la com propriedade. Esse ponto é importante, pois trabalhos anteriores
posicionam Odocoileus internamente a Mazama. Desse modo, seria exigido uma
revisdo do primeiro, 0 que culminaria em um grande impacto na literatura e na
nomenclatura de Cervidae (Heckberg et al 2016; Gutiérrez et al 2017; Heckberg,
2020).
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A inferéncia filogenética apresentada mostrou os dois géneros como
clados-irméos, mesmo incluindo na analise representantes de M. americana e a
espécie M. temama, que antes invalidavam essa relacdo (Duarte et al., 2008;
Escobedo-Morales et al 2016; Heckberg et al., 2016; Gutiérrez et al. 2017;
Heckberg, 2020). No entanto, € preciso ressaltar que nossa matriz ndo contou
com as espécies M. pandora (Merriam, 1901) e M. rufina (sensu Gutiérrez et al.
2015), que em razdo do seu posicionamento filogenético, sdo essenciais na
discusséo da validade do género Odocoileus.

Em relagdo ao posicionamento de M. americana, M. temama e o género
Odocoileus, a analise filogenética, utilizando dados moleculares e morfoldgicos,
realizada por Heckberg (2020), vem de encontro com nossos resultados.
Gutierrez et al. (2017) discutem com melhor propriedade essa questéo, pois,
apesar de s6 analisarem o gene Cyt-b, incluiram representantes de todas as
espécies de Mazama e uma ampla amostragem de Odocoileus. Assim, o
presente resultado reforca as observacdes de Heckberg (2020) e Gutierrez et al.
(2017) sobre ser necessario examinar ndo somente todas as espécies
envolvidas, mas avaliar uma regido maior de DNA (ou até mesmo o
mitogenoma), antes de proceder com uma revisdo de nomenclatura téo

importante.

5.2. Avanc¢os da Amostragem Genética N&o Invasiva

A amostragem fecal realizada permitiu avancar sobre lacunas geograficas
na medida que incluiu popula¢des do Cerrado e do Pantanal. O delineamento de
amplificagdo de pequenos fragmentos para o DNA fecal foi informativo, ndo
obstante a perda de sinal observada em relacao a matriz de referéncia original.
Tal questéo ja havia sido demonstrada por Heckberg et al. (2016) em uma matriz
de Cervidae, em que observaram maior influéncia da diminuicdo do tamanho da
sequéncia na analise filogenética do que a particdo dos dados ou outros
parametros da analise filogenética.

O DNA fecal revelou maior proximidade geografica e filogenética entre os
citotipos Parana e Carajas. O aumento da amostragem trouxe dez haploétipos
nao observados anteriormente e evidenciou um clado muito bem suportado, que
pode representar uma unidade genética intermediaria entre os citotipos PR e CA
(clado XII, azul na Figura 8). Esse clado tem ocorréncia no Pantanal, bacia do
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rio Paraguai, e no sul da Amazonia, as margens do rio Xingu e do rio Araguaia.
Tais regifes sao conectadas diretamente com as localidades de referéncia dos
citotipos Parana (PN do Iguacu) e Carajas (FLONA de Carajas). Em uma analise
preliminar desses resultados, entende-se que as regides de ocorréncia dos
citétipos ndo sdo espacialmente ou ambientalmente isoladas, como postularam
Abril et al. (2010). Desse modo, o aumento da amostragem expos um
posicionamento emaranhado entre os citétipos, sugerindo um isolamento
incompleto das linhagens. Nesse contexto, pode ser altamente informativa a
coleta de animais para caracterizacdo citogenética nas regides do clado
intermediario.

Além disso, a amostragem fecal permitiu inferir sobre a distribuicdo de
outros clados. No que tange as amostras fecais do PE do Rio Doce (PERD/ area
30) e do rio Guaporé (area 19), houve um destaque por serem as Unicas
localizadas no clado formado por Mazama nana, M. bororo e a linhagem de baixo
namero diploide de M. americana (sensu lato) (Figura X, clado Il). As mesmas
amostras do PERD ja haviam sido avaliadas por Oliveira et al. (2020), porém o
resultado ndo indicou a espécie, que se posicionou como grupo irméo do clado
todo. Em contrapartida, a presente analise posicionou as sequéncias do PERD,
com alto suporte, como grupo irmao de M. bororo (0,99 PP; clado VI), sendo
essa sua identificagdo em uma primeira avaliagdo. Esse registro se faz
importante, pois, esta fora da area de distribuicdo atualmente reconhecida da
espécie (Vogliotti et al., 2016), ja que o registro se caracteriza mais ao norte
(aproximadamente 170 km ao norte da distribuicdo) e mais interno ao continente
(aproximadamente 230 km do litoral). Se confirmada, essa descoberta pode
alterar a avaliacdo de ameaca de extincdo da espécie, classificada como
vulneravel sob os critérios C2aii pela IUCN (Vogliotti et al., 2016). Essa
classificacéo significa que a espécie tem uma populacéo estimada em menos de
10 mil individuos, (no presente caso, 8 mil) sob declinio, e com 100% dos
individuos maduros restritos a uma subpopulacdo (IUCN, 2012).

Os novos dados geograficos e genéticos mostram que Mazama bororo
esta dividia em duas subpopulacdes, sendo necessario estimar o tamanho e a
representatividade da nova subpopulagdo descoberta na regiao do PERD para
ser possivel reavaliar a espécie perante todos o0s critérios. Essa deteccéo

também representa o primeiro registro de M. bororo confirmado para o estado
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de Minas Gerais, no Brasil. Ademais, sobre as amostras oriundas da regido do
rio Guaporé, nao foi possivel uma identificacdo de espécie segura devido ao
fraco suporte que as colocou como irmas de M. nana e M. bororo. A indicacao
que as amostras do PERD constituem uma MOTU prépria e a ndo alocacéo da
amostra do Guaporé em nenhuma MOTU é precipitada para indicagdo de novas
espécies. Todavia, ndo deixa de figurar um forte indicio de que a diversidade
genética é maior do que a atualmente conhecida, sendo muito recomendavel a
coleta de mais animais para investigagao citogenética.

A triagem inicial de espécies realizada nesse trabalho (224 pb do Cyt-b;
Apéndice A) e a andlise de Oliveira et al (2020) (530 pb do Cyt-b) ndo permitiram
a identificacdo da espécie do PERD de forma robusta. No presente estudo, fica
evidente mais uma vez que a inclusdo de regiées mais polimérficas (D-loop e
ND5) favoreceu a analise. O uso do fragmento de 224 pb do Cyt-B para
identificacdo de espécies de cervideos foi primeiramente proposto por Gonzalez
et al (2009), aliado a uma metodologia que identificava sitios de restricdo
discriminantes. E necessario entender a limitacdo desse protocolo que tinha
como foco regional a Mata Atlantica e suas espécies. A aplicacédo dessa regido
do Cyt-b em uma abordagem filogenética deve ser feita com cautela. O
sequenciamento adicional de um ou mais fragmentos descritos aqui para a
regido D-loop e ND5, assim como a inclusao de mais espécimes de referéncia
na matriz, pode fornecer mais robustez as identificacbes genéticas. Vale
ressaltar que os iniciadores desenvolvidos para a regido D-loop e ND5 no
delineamento de DNA fecal sdo preservados para espécies da subtribo
Odocoileina, mas apresentam mutacdes em relacao as espécies de Blastocerina
e devem ser melhor avaliados ou redesenhados.

Por fim, o sucesso da amostragem genética ndo invasiva aqui observado
traz a possibiidade de amostragens mais amplas, com amostras
georreferenciadas, permitindo analises espaciais. A inferéncia sobre a
conectividade entre cada localidade amostrada e padrbes de isolamento por
distancia ou por ambiente se torna possivel, porém necessitara do
sequenciamento de outras regides do DNAmMt para aumentar seu suporte e,
principalmente, de regibes nucleares (Teske et al.,, 2018). O aumento da
amostragem pode, também, revelar padrbdes de distribuicdo dos citétipos, como

a ocorréncia em simpatria, a formacdo de zonas hibridas estanques ou a
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formacdo de clina, com mudanga gradual na frequéncia das formas
cromossoOmicas e frequéncia alélica. A presenca em simpatria de duas linhagens
evolutivas distintas (formas cromossémicas ou clados), sem a identificacdo de
hibridos ou compartihamento de alelos, € uma forma de demonstrar o
isolamento reprodutivo concretizado. A perspectiva de aplicar métodos
gendmicos em amostras de DNA fecal representa um avanco crucial para
estudos desse tipo com espécies elusivas como os veados florestais (Costa et
al. 2017; Chiou e Bergey, 2018; Carroll et al., 2018).

5.3. Delimitacdo de espécies no género Mazama Rafinesque, 1817 e
a validade de M. rufa (llliger, 1811)

O papel da divergéncia cromossdmica tem sido relacionado a reducédo do
fluxo génico entre populacdes divergentes de mamiferos, o que pode levar a um
processo de especiacado (Rieseberg, 2001). Nesse contexto, a observacao de
diferencas cromossémicas extremas embasou a descricdo amplamente aceita
de duas espécies antes consideradas do complexo M. americana (M. temama,
Jorge e Benirschke, 1977; e M. bororo, Duarte e Jorge, 2003).
Experimentalmente, foi demostrado que os hibridos das linhagens de M.
americana com grande divergéncia (diferenga = 7 cromossomos) tém suas
condi¢Oes reprodutivas comprometidas, resultando em azoospermia de machos
hibridos, comprometimento da funcdo ovariana em fémeas hibridas e
inviabilidade de embrides heterogaméticos (Cursino et al 2014; Salvianao et al.
2017). No bojo desse raciocinio esta o conceito biolégico de espécie (Mayr,
1942), em que o isolamento reprodutivo identificaria diferentes espécies, como
critério na identificacao de linhagens distintas (De Queiroz, 2007). Baseado no
isolamento reprodutivo entre linhagens cromossémicas, foi proposta a revisédo
de M. americana para a existéncia de no minimo duas espécies no Brasil. Porém,
cada citotipo poderia, potencialmente, representar uma espécie valida, o que
elevaria para no minimo seis espécies novas (Abril et al., 2010; Cursino et al.,
2014; Salviano et al 2017; Carranza et al 2018).

A patrtir do resultado observado com dados moleculares, fica evidente sua
contribuicdo a revisdo taxonébmica do complexo Mazama americana. I1sso, pois,
h&a uma avaliacdo da hipotese citogenética perante o conceito filogenético de

espécie e os metodos coalescentes de delimitacdo. Nesse sentido, a taxonomia
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moderna vem com uma proposta integrativa em que diferentes grupos de dados,
testando diferentes conceitos de espécie e levando o processo evolutivo em
consideracéo, poderiam resultar em um acumulo maior de evidéncia que suporte
revisdes taxonomicas (Padial et al., 2010).

Nossa andlise indicou que nem todo cit6tipo pode ser considerado uma
espécie distinta. A questdo, entdo, ndo se resume em definir um limiar de
guantos cromossomos de diferenca definem diferentes espécies (e.g. mais de
dois; Rincon et al., 2020). As duplas avaliadas (PRxCA/ROxJU) tiveram
resultados diferentes nesse sentido, j& que ambos os citotipos divergem por uma
fusdo em tandem (Abril et al., 2010). Apesar de mesma diferenca cromossémica,
a analise de delimitacdo identificou a primeira dupla como uma MOTU Unica e a
segunda como duas MOTUs distintas. A dupla PR-CA nao apresentou relagéo
de monofilia reciproca, ao contrario da relagdo JU-RO. Adicionalmente, o tempo
de divergéncia entre as duplas foi diferente, divergéncia observada como mais
antiga entre os citétipos RO e JU, fator determinante para o método GMYC. A
datacdo dessa divergéncia é tdo antiga quanto as divergéncias de M.
americana/M. rufa e M. nana/M. bororo, sendo a ultima datada em cerca de 0,7
MYA por Duarte et al. (2008). Assim, fica claro que ndo somente a divergéncia
cromossOmica tem influéncia determinante no isolamento das linhagens, mas
outros fatores como o tempo de divergéncia Sdo cruciais para concretizar e
detectar esse isolamento.

Analisando os métodos coalescentes de delimitacdo empregados, do
ponto de vista bioldgico, 0 método GMYC se mostrou robusto e mais adequado
do que o método PTP. Espécies amplamente aceitas (Odocoileus virginianus,
Mazama nana, M. temama e M. bororo) foram recuperadas nas duas analises
de GMYC (referéncia e fecal) como MOTUSs Unicas, 0 que representa um ponto
de congruéncia entre as avalicbes anteriores e a nova abordagem. As analises
indicaram, ainda, a validade de M. americana (sensu strictu) e de M. rufa, mesmo
com o0 aumento da amostragem e a cobertura de lacunas espaciais e
citogenéticas entre as amostras avaliadas anteriormente por Luduvério (2018) e
Rincoén et al. (2020). A analise PTP, por sua vez, teve baixo suporte e sugeriu
muitas subdivisdes, indicando inclusive cada animal de M. temama e cada
animal do citotipo Juina como potenciais espécies, 0 que a principio néo

encontra suporte em nenhum outro conjunto de dados.
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Embora a linhagem de baixo nimero dipléide dispor de uma amostragem
pequena (dois animais de cada citotipo), 0o GMYC é um método que se mostra
estavel em diferentes circunstancias como a baixa riqueza de espécies avaliadas
e a presenca de gaps em amostragem intraespecifica, por exemplo, pela retirada
de haplétipos intermediarios (Talavera et al. 2013). A delimitagdo por GMYC
feita a partir de arvore ultramétrica do BEAST ¢ inclusive indicada como a menos
susceptivel a vieses amostrais e ajustes de parametros da analise filogenética
(Talavera et al. 2013; Tang et al 2014). Em relacdo ao agrupamento de CA-PR
em uma MOTU, apesar de ndo haver consenso, a literatura discute uma
tendéncia aglutinadora (lumping) do método GMYC, especialmente em casos de
divergéncia recente (Esselstyn et al., 2012; Reid e Carstens, 2012; Talavera et
al., 2013). E debatido que o método nio deve ser considerado sozinho para
decidir casos taxonémicos em particular, e sim aliado a outras inferéncias e
conjunto de dados (Talavera et al., 2013; Tang et al., 2014). Desse modo, 0
meétodo ja contribuiu na revisdo taxonémica de vertebrados como peixes (Larson
et al., 2016; Machado et al., 2017) e morcegos (Esselstyn et al., 2012).

Concluindo a andlise critica perante os dados aqui observados, prop&e-
se que o isolamento entre PR e CA nao esta completo e que ambos compdem
M. rufa. As duas linhagens devem estar posicionadas na faixa intermediaria da
especiacado, area cinzenta de De Queiroz (2007), em que definir a limitacdo de
espécie se faz dificil e quase sempre subjetiva (Zachos, 2018). Essa situacao é
natural, posto que o processo de isolamento que leva a especiagéo é continuo e
pode envolver outros processos como hibridizacéo e introgresséao (De Queiroz,
2007; Harrison e Larson, 2014; Zachos, 2018). O resultado conflitante do GMYC,
que considerou um dos clados de Carajas como uma MOTU exclusiva na andlise
fecal é compreensivel nesse contexto, tal como a incongruéncia parcial entre os
dados moleculares e citogenéticos. A atual analise comparativa ndo buscou por
congruéncia nos diferentes grupos de dados, o que pode ser biologicamente
pouco provavel em especiacdes recentes (Padial et al., 2010). Porém, buscou
ser conservadora para nao incorrer no sentido de uma inflagdo taxonémica
(Zachos et al 2013; Zachos, 2018). O uso indiscriminado do conceito filogenético,
a partir apenas de arvores de genes mitocondriais € sem nenhum caracter
diagndstico, pode levar ao exagero da divisdo de espécies e deve ser evitado
(Zachos et al., 2013).
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Preconiza-se que uma andlise taxonOmica integrativa de carater
acumulativo deva ser a linha de raciocinio que guie futuras revisdes, buscando
destacar a citogenética como caracter taxondmico mais evidente para Mazama,
ao mesmo tempo que se observe a monofilia das linhagens evolutivas. Com uma
andalise multilécus e melhor avaliagcdo da distribuicdo espacial dos citétipos, o
acumulo de mais informacgBes permitira uma subdivisdo mais embasada do
complexo M. americana em mais espécies, se assim for necessario. O aumento
da amostragem genética das popula¢cdes amazénicas, muito pouco exploradas,
€ essencial para o entendimento da relagédo entre todos os citotipos. Além disso,
permitira incluir outras variantes cromossdémicas que podem representar uma

guantidade de espécies cripticas ainda nao detectadas.

5.4 Implicagdes para a ecologia e conservagdo de Mazama rufa
(Illiger, 1811)

Uma vez reconhecida e delimitada Mazama rufa, é essencial proceder
com uma nova proposta de distribuicdo, caracterizacao ecoldgica e reavaliagdo
do seu estado de conservacao. Por conseguinte, se faz necessario acessar o
maior numero possivel de populacbes para caracterizar geneticamente sua
identificacdo, porquanto que a espécie faz parte de um complexo de espécies
cripticas, juntamente com M. americana e M. bororo. O levantamento aqui
realizado permite tracar um esboco da distribuicdo geografica da espécie M. rufa
(Figura 9). Além de ocorrer no Brasil, é provavel que ela ocorra nas regides de
Mata Atlantica da Argentina e Paraguai, assim como possivelmente no Chaco e
na Floresta Seca de Chiquitano, onde se estenderia a Bolivia no limite oeste da
distribuicdo original de M. americana. A porcéo leste da distribuicdo de M.
americana e a regido central do cerrado precisam ser avaliadas em relacao a
presenca da espécie.

Em especifico, na Mata Atlantica a espécie ocorre nas formacoes
ombrofila mista e estacional semi-decidual, também denominadas floresta de
araucaria e mata de interior respectivamente (Varela et al., 2010; Duarte et al.,
2017). Em ambas formacdes ocorre em simpatria e sintopia com M. nana
(Oliveira et al., 2019), partilhando o nicho ecolégico em uma escala espacial fina
(Vogliotti, 2008). Por outro lado, na floresta ombroéfila densa a espécie é

substituida por Mazama bororo, em que ndo ha informagéo de simtopia entre
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elas (Duarte et al., 2017). As formagBes onde a espécie ocorre (araucaria e
interior) sdo as mais impactadas da Mata Atlantica, caracterizadas por intensa
fragmentacao (Ribeiro et al., 2009). No que se relaciona a sua distribuicdo no
Cerrado, seria naturalmente menos abrangente, se limitando as formacgfes
florestais do bioma como mata ciliares, capdes e cerraddes (Varela et al., 2010).
O alto grau de conversdo da vegetacdo nativa e a intensa fragmentacéo
impactam seriamente o bioma, que perdeu mais de 50% da sua cobertura nativa
(Klink e Machado, 2005; Reynolds et al., 2016). Ademais, o Cerrado carece de
unidades de conservacdo, com apenas 3% de sua area sob protecdo integral
(Francoso et al., 2015). Em uma situacao, por hora, um pouco mais confortavel,
o Pantanal representa um refugio de grandes contingentes populacionais para
varios mamiferos, em especial veados (Tomas et al.,, 2010). O avanco da
fronteira agricola, o uso de pastagens ndo nativas e alteracdes do fluxo hidrico
por construcdes de barragens no entorno da planicie representam as principais
ameacas a regiao (Alho et al., 2011).

Curiosamente, Allen (1915) ja indicava a presenca de Mazama rufa na
regido do Pantanal e do Mato Grosso. Allen (1915) coloca que “sem duvida” os
sete espécimes de veado-mateiro obtidos pela Expedicdo Roosevelt-Rondon
(1913-14), analisados por ele, correspondem a M. rufa e ndo a outras espécies
de Mazama vermelhos. Os espécimes em questdo sao oriundos do morro do
Urucum, municipio de Corumba (MS), Rio Sipotuba (proximidade de Céaceres-
MT) e Chapada (MT), regiBes agora geneticamente confirmadas para a espécie.

Vérios estudos postularam que a potencial espécie representada pelo
citétipo Parand, hoje a revalidada M. rufa, estaria limitada a Mata Atlantica e
provavelmente estaria em alto grau de amaca (Aabril et al., 2010; Cursino et al.,
2014; Salviano et al., 2017). Por outro lado, os resultados obtidos aqui indicam
gue a espécie apresenta uma ampla distribuicdo, estando presente ndo s6 na
Mata Atlantica, mas como também Cerrado, Pantanal e até mesmo na regiao
sul-sudeste da Amazoénia. Observando os critérios da IUCN (IUCN, 2012), é
possivel supor um declinio acentuado nos ultimos 15 anos, porém observa-se
que M. rufa tem ampla distribuicdo, varias subpopula¢cdes e um numero de
individuos maduros provavelmente elevado. Dessa forma, em uma analise
preliminar, quando devidamente avaliada pelo processo da IUCN, projeta-se que
a espeécie ndo deve ser classificada dentro de uma categoria de ameaca de
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extingdo. N&o obstante, destaca-se que existem sérias ameacas ao tdxon, como
0 avanco da fronteira agricola, a degradacédo de ecossistemas, o contato com
doencas de ungulados domésticos, a presenca de cdes em UCs e a caga, isto
€, ameacas comuns entre as espécies de Mazama (Duarte et al., 2015; Vogliotti
et al., 2016; Duarte e Vogliotti, 2016).

Refinar as informacdes de distribuicdo, como ja realizado para M. nana e
M. bororo através de modelagem de nicho (Duarte et al., 2017; Oliveira et al.,
2019), se configura como uma possibilidade real e muito informativa com os
dados aqui produzidos. Outras iniciativas, como o levantamento das populacdes
amazobnicas, sdo essenciais para entender e avaliar seu estado de ameaca.
Desse modo, também se faz prioritario melhorar a amostragem e caracterizacao
genética nas zonas de contato entre M. rufa e os cit6tipos Ronddnia e Juina de
M. americana, no oeste amaz6nico. Assim como também se faz necessario
averiguar o contato entre M. rufa e M. bororo, em Minas Gerais e nas regides
central e norte da Mata Atlantica, onde a presenca da espécie ndo € confirmada

geneticamente.

6. CONCLUSOES

O complexo Mazama americana (Erxleben, 1777) foi recuperado como
ndao monofilético e os citétipos Juina e Rondbdnia devem ser consideradas
potenciais novas espécies a serem descritas. A utilizacdo de amostragem fecal
nao invasiva foi informativa, tal método proporcionou aumento na amostragem
genética das diferentes espécies de Mazama. Ambas as espécies M. americana
(sensu strictu) e Mazama rufa (llliger, 1811) foram consideradas validas, sendo
gque M. rufa é composta pelos citétipos Parana e Carajas, e tem ampla
distribuicdo pelos biomas da Mata Atlantica, Cerrado, Pantanal e pelo menos a
faixa sul sudeste da Amazoénia. A utilizagdo da taxonomia integrativa contribuiu
para melhor entendimento da diversidade do grupo, visto que proporcionou a
analise de questdes que ndo puderam ser sanadas somente com dados

morfologicos tradicionais, informacgdes citogenéticas ou dados do gene Cytb.
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APENDICE A
TRIAGEM DE IDENTIFICACAO DE ESPECIES DE CERVIDEOS
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Figura 1A- Hipotese filogenética gerada a partir de sequencias do gene Cytb
(186 pb) de 53 haplotipos referentes a 45 animais de referéncia da
matriz de Duarte et al (2008) e 147 amostras fecais de cervideos
(Cetartiodactyla:Cervidae). A analise foi gerada por inferéncia
bayesiana através do programa BEAST. N6s com valores de suporte
abaixo de 0,8 de probabilidade posterior foram omitidos da arvore. O
clado vermelho representa a subtribo Odocoileina, cuja identificacao
a nivel de espécie foi realizada ap0s a triagem inicial, que descartou
amostras fecais das espécies Mazama gouazoubira (Fischer, 1814),
Mazama nemorivaga (Cuvier, 1817), Ozotoceros bezoarticus
(Linnaeus, 1758) e Blastocerus dichotomus (llliger, 1815).



APENDICE B
ANALISE DE SATURACAO POR SUBSTITUICAO
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Figura 1B-Grafico de saturacdo por substituicdo, em que se demonstra as
transicdes (S, em azu) e transversdes (V, em verde) em funcédo da
distancia genética, calculada par-a-par através do modelo GTRI. A
analise foi realizada para 35 sequéncias de cervideos das matrizes de
referéncia completa (2625 pb), Dloop (453 pb), ND5 (1179 pb) e Cit-b
(993 pb). Por fim, o resultado da analise da terceira posi¢cao do codon
dos genete Cit-b (331 pb) e ND5 (393 pb).
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Figura 2B- Grafico de saturacdo por substituicdo, em que se demostra as
transicdes (S, em azu) e transversoes (V, em verde) em fungéo da
distancia genética, calculada par-a-par através do modelo GTRI,
para 56 sequéncias de cervideos da matriz de DNA fecal completa
(1104 pb).

Tabela 1B- Teste pelo indice de saturacdo por substituicdo (Iss) realizado para
as matrizes avaliadas, sendo que valores do indice estimado
significativamente (p<0,05) menores que o indice de referéncia

(Iss.c) indicativo de baixa saturacao.

Iss.c de Referéncia

Iss § §
Matriz ) Arvore Arvore
Estimado . _ . .
Simétrica Assimétrica
Referéncia
0,197 0,79 <0,01 0,52 <0,01
Completa
Cit-B 0,15 0,728 <0,01 0,407 <0,01
Dloop 0,287 0,682 <0,01 0,354 <0,05
ND5 0,202 0,746 <0,01 0,439 <0,01
Cit-B 3 0,234 0,684 <0,01 0,361 <0,01
ND5 3 0,256 0,684 <0,01 0,354 <0,01
DNA Fecal
0,114 0,693 <0,01 0,365 <0,01

Completa
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APENDICE C
INFERENCIAS FILOGENETICAS DAS MATRIZES DERIVADAS: GENES E
RECORTE DNA FECAL
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Figura 1C- Hipotese filogenética gerada a partir de sequencias do gene Cytb
(993 pb) de 35 amostras de referéncia de animais da subtribo
Odocoileina (Odocoileini: Capreolinae: Cervidae). A analise foi
gerada por inferéncia bayesiana através do programa BEAST. NGs
com valores de suporte abaixo de 0,5 de probabilidade posterior
foram omitidos da &rvore. O clado | demostra auséncia de monofilia
entre os citétipo Parana (vermelho), Carajas (amarelo) e Guiana
Francesa (azul), o clado Il mostras o posicionamento interno do
género Odocoileus Rafinesque, 1832 (roxo) em relagdo ao género
Mazama Rafinesque, 1817, o clado Il representa o citétipo Rondonia
(verde) em posicao externa e como grupo irmao do clado 1V, que
mostra um espécime do citotipo Parana numa posicéo distante dos
demais animais de cariétipo semelhante.
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Figura 2C- Hipdtese filogenética gerada a partir de sequencias da regido
controle Dloop (453 pb) de 35 amostras de referéncia de animais da
subtribo Odocoileina (Odocoileini: Capreolinae: Cervidae). A analise
foi gerada por inferéncia bayesiana através do programa BEAST.
Nés com valores de suporte abaixo de 0,5 de probabilidade posterior
foram omitidos da éarvore. A topologia inferida coincide com a
topologia da matriz de referéncia completa, com menor suporte em
alguns clados.
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Figura 3C- Hipotese filogenética gerada a partir de sequencias do gene ND5
(1179 pb) de 35 amostras de referéncia de animais da subtribo
Odocoileina (Odocoileini: Capreolinae: Cervidae). A analise foi
gerada por inferéncia bayesiana através do programa BEAST. NOs
com valores de suporte abaixo de 0,5 de probabilidade posterior
foram omitidos da arvore. A topologia inferida coincide com a
topologia da matriz de referéncia completa, com menor suporte em
alguns clados.



81

Mazama americana
PR 2n=52/53 NF=56
Mata Atlintica
Sul-Sudeste

M. americana
CA 2n=50/51 NF=54
Amazonia Leste

L 2656 M. americana 2n=45NF= 50
T358, Guiana Francesa

T251 M. americana
0,98 | 1 -
1 T253, JU 2n=44/45 NF=48
T248 Amazonia Oeste

0,99
T206 M. americana RO 2n1=42/43 NF=46
411 T021 Amazénia Oeste

—r T35 A nana2n=36 NF=58

054 1 T0S3 Mata Atlantica Sul
0,97 T002
T064, M. borore 2n=32 NF=46
El —| ! oz Mata Atlintica Litorinea
0,44) El . T366, M. teﬂ'ld‘m:-ﬂ 2n=44 NF=70
| T363, América Central
0,66
1 245 Odoceileus virginianus
1 L 27
2681_ Ozotoceros bezoarticus S
| 6758, Rangifer tarandus =
L5
| 0,63 2595, Alces alces =
I 0,98 S
5271 Capreolus pygargus >§

Figura 4C- Hipotese filogenética gerada a partir da matriz de referéncia derivada
para o recorte de DNA fecal (1104 pb) de 35 amostras de referéncia
de animais da subtribo Odocoileina (Odocoileini: Capreolinae:
Cervidae). Todos os valores de suporte dos nés, probabilidades
posteriores, estdo representados na arvore. A analise foi gerada por
inferéncia bayesiana através do programa BEAST. A topologia
inferida apresenta menor suporte nos clado em destaque (I, Il, I, IV,
V) em relagdo a matriz original e traz Mazama temama (Kerr, 1792)
e Odocoileus virginianus (Zimmermann, 1780) como grupos irmaos,
apesar de suporte fraco (clado IlI, suporte 0,66). A hipétese
filogenética gerada pela matriz de referéncia, no entanto, recupera
Odocoileus Rafinesque, 1832 em posicdo externa ao género
Mazama Rafinesque, 1817, com alto suporte.



