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GENETICA E ESTIMATIVA POPULACIONAL DE UMA NOVA UNIDADE
EVOLUTIVA DE Mazama NO PARQUE ESTADUAL DO RIO DOCE, MINAS
GERAIS

RESUMO - A taxonomia do género Mazama apresenta lacunas devido a elevados
niveis de divergéncia genética entre espécies morfologicamente muito semelhantes,
além de serem elusivas, o que dificulta estudos como mapeamento da distribuicao
geografica e estimativas populacionais. Recentemente foi descoberta uma populacao
de Mazama no Parque Estadual do Rio Doce (PERD), Minas Gerais, entretanto, nédo
foi possivel realizar sua identificacdo ao nivel de espécie. Além de identificar a
espécie, dados demogréficos sdo essenciais para conservagdo dessa populacao,
posto que valores de densidade populacional sdo parametros-chave na avaliacdo de
risco de extincdo. Uma vez que métodos de estimativa populacional baseados em
observacao direta sdo pouco efetivos em espécies elusivas, abordagens indiretas sdo
uma alternativa, por exemplo a coleta de amostras fecais seguida da identificacdo em
nivel de espécie. Entretanto, por se tratar de um método indireto, alguns parametros
precisam ser estimados, requerendo tratamento estatistico minucioso. Diante desse
contexto, este trabalho teve como objetivos identificar a espécie de Mazama que
ocorre no PERD e estimar a densidade populacional na area, servindo como estudo
de caso para aperfeicoar a abordagem analitica de estimativa populacional de
cervideos florestais a partir de amostragem fecal. Para identificacdo da espécie,
amostras de referéncia e fecais, coletadas no PERD e de outras éareas, foram
sequenciadas para seis fragmentos de regibes mitocondriais. Foram realizadas
analises filogenéticas por Inferéncia Bayesiana e implementados métodos
coalescentes de delimitacdo molecular de espécies (GMYC e bPTP) para identificar
unidades taxonémicas operacionais moleculares (MOTUSs). Ainda, foi construida uma
rede de hapldtipos e gerada uma matriz de distancia genética. Para estimativa
populacional, as amostras fecais coletadas foram usadas em dois métodos diferentes,
Amostragem por Distancia Indireta e o Faecal Standing Crop (FSC). Os parametros
necessarios para implementar esses métodos foram estimados por modelagem
estatistica especifica para cada parametro. A hipétese filogenética recuperou as
amostras do PERD e de M. jucunda no mesmo clado, porém de modo reciprocamente
monofilético, correspondendo a duas MOTUs exclusivas. O PERD possui haplétipos
exclusivos e sua distancia genética com M. jucunda equipara-se aquela entre M.
jucunda e M. nana. Os valores de densidade populacional variaram de 1,2 + 0.42 a
2.03 £ 0.69 ind./km? (média + erro padréo). Assim, considerando a area do PERD de
aproximadamente 306 km?, a populacdo é composta de 367 a 621 individuos. Neste
trabalho nés reportamos uma nova populagdo de M. jucunda, representando uma
Unidade Evolutiva Significativa na espécie. Entretanto, a estruturacdo genética
observada e o contexto de isolamento do PERD evidenciam a possibilidade de serem
espécies distintas. Os valores de densidade estdo dentro da faixa relatada na
literatura, e as analises implementadas representam um importante avango nas
abordagens de estimativa populacional de cervideos florestais a partir de amostragem
fecal.

Palavras-chave: Mazama, Unidade Evolutiva Significativa, Estimativa populacional



GENETICS AND POPULATION ESTIMATE OF A NEW Mazama EVOLUTIONARY
UNIT IN THE RIO DOCE STATE PARK, MINAS GERAIS

ABSTRACT - The taxonomy of the genus Mazama presents gaps due to high levels
of genetic divergence among morphologically very similar species, as well as their
elusive nature, which pose challenges for studies such as geographical distribution
mapping and population estimates. Recently, a Mazama population was discovered in
the Rio Doce State Park (PERD), Minas Gerais; however, it was not possible to identify
it to species level. In addition to the species identification, demographic data is
essential for the conservation of this population, as population density values are key
parameters in assessing the risk of extinction. Since direct observation-based
population estimation methods are not effective for elusive species, indirect
approaches are an alternative, such as dung pile collection followed by species
identification. However, as it is an indirect method, some parameters need to be
estimated, requiring careful statistical treatment. In this context, this study aimed to
identify the Mazama species occurring in PERD and estimate the population density
in the area, making it a case study to refine the analytical approach for population
estimation of forest deer species based on dung pile sampling. For the species
identification, reference and fecal samples, collected in PERD and other areas, were
sequenced for six fragments of mitochondrial regions. Phylogenetic analyses were
performed using Bayesian Inference, and coalescent molecular species delimitation
methods (GMYC and bPTP) were implemented to identify Molecular Operational
Taxonomic Units (MOTUSs). Additionally, a haplotype network was constructed, and a
genetic distance matrix was generated. For the population estimation, the fecal
samples collected were used in two different methods, Indirect Distance Sampling and
Faecal Standing Crop (FSC). The parameters required to implement these methods
were estimated through statistical modeling specific to each parameter. As a result,
the phylogenetic hypothesis recovered the samples from PERD and M. jucunda in the
same clade, but in a reciprocally monophyletic manner, corresponding to two exclusive
MOTUs. PERD has exclusive haplotypes, and its genetic distance from M. jucunda is
similar to that between M. jucunda and M. nana. Population density values ranged from
1.2 + 0.42 to 2.03 £ 0.69 individuals/km? (mean * standard error). Thus, considering
the approximate 306 km? area of PERD, the population consists of 367 to 621
individuals. In this study, we report a new population of M. jucunda, representing a
Significant Evolutionary Unit. However, the observed genetic structuring and the
isolation context of PERD highlight the possibility of a new species. The density values
fall within the range reported in the literature, and the implemented analyses represent
a significant advancement in population density estimation approaches for forest deer
based on dung pile sampling.

Keywords: Mazama, Significant Evolutionary Unit, Population Estimation



CAPITULO 1 — Consideragdes gerais

1 INTRODUGAO

A familia Cervidae, grupo dos cervideos, cervos e veados, constitui-se de
animais ungulados pertencentes a ordem Artiodactyla, subordem Ruminantia, sendo
a segunda familia mais numerosa com 18 géneros e pelo menos 55 espécies (Zurano
et al., 2019; Prothero et al., 2022). Os primeiros cervideos chegaram no continente sul
americano pelo istmo do Panama por volta de 2,5 milh6es de anos atras, no final do
Plioceno (Stehli e Webb, 1985). A partir de pelo menos oito linhagens ancestrais,
passaram por uma intensa irradiacdo adaptativa na colonizacdo da América do Sul
em decorréncia, provavelmente, da auséncia de outros ruminantes no continente
(Webb, 2000; Duarte et al., 2008).

Na regidao Neotropical, os cervideos podem ser divididos morfologicamente, de
modo simplificado, em dois principais grupos — 1) espécies de areas “fechadas”
(Figura 01, A-C): animais de pequeno a médio porte, 30-65 cm de altura e 6-40 kg de
peso, machos com chifres simples e adapta¢gdes para ambientes florestais densos,
englobando os géneros Mazama, Subulo, Passalites e Pudu; e 2) espécies de areas
“abertas” (Figura 01, D-F): animais de médio a grande porte, 65-130 cm de altura e
30-130 kg de peso, machos com chifres ramificados e adaptacdes para ambientes
mais abertos, como florestas menos densas, campos e savanas, compreendendo 0s
géneros Odocoileus, Hippocamelus, Ozotoceros e Blastocerus (Bernegossi et al.,
2023; Merino e Rossi, 2010; Morales-Donoso et al., 2023).

Taxonomicamente, todos os cervideos neotropicais integram a subfamilia
Capreolinae e tribo Odocoileini (Heckeberg et al., 2016), que é ainda dividida em dois
grupos, denominados por Duarte et al. (2008) de “clado vermelho” e “clado cinza”. Ja
Heckeberg et al. (2016) definiram essa subdivisdo em duas subtribos, Odocoileina
(“clado vermelho”) e Blastocerina (“clado cinza”). Sa&o géneros da subtribo
Blastocerina: Blastocerus, Ozotoceros, Hippocamelus, Subulo, Passalites, Pudu e
Mazama; e subtribo Odocoileina: Odocoileus e Mazama (Heckeberg et al., 2016;

Bernegossi et al., 2023; Morales-Donoso et al., 2023).
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Figura 01. Cervideos com ocorréncia no Brasil representando espécies de areas
“fechadas” (A, B e C) e “abertas” (D, E e F). A = Subulo gouazoubira. B =
Passalites nemorivagus. C = Mazama rufa. D = Odocoileus virginianus
cariacou. E = Blastocerus dichotomus. F = Ozotoceros bezoarticus. Escala
em centimetros. Fonte: NUcleo de Pesquisa e Conservacao de Cervideos
(NUPECCE).

Em nivel especifico, sdo consideradas 18 espécies para tribo Odocoileini
(Merino e Rossi, 2010; Heckeberg et al., 2016), das quais apenas Odocoileus
hemionus ndo ocorre no Neotropico. Trabalhos taxonémicos recentes levaram a
mudancas no arranjo taxondémico da tribo, incluindo, por exemplo, revalidagdo (Jorge
e Benirschke, 1977; Duarte e Jorge, 2003; Peres et al., 2021a) e sinonimizacao de
espécies (Gutiérrez et al.,, 2015; Mantellatto et al., 2022) e mudanca de género
(Bernegossi et al., 2023; Morales-Donoso et al., 2023; Sandoval et al., 2023), porém
0 numero de espécies Neotropicais permanece, por enquanto, 17, conforme listado

abaixo.

Tribo Odocoileini
Subtribo Odocoileina
Odocoileus hemionus (Rafinesque, 1817) — regido Neoartica
Odocoileus virginianus (Zimmermann, 1780)
Odocoileus pandora (Merriam, 1901)
Mazama americana (Erxleben, 1777)
Mazama temama (Kerr, 1792)



Mazama rufa (llliger 1811)

Mazama rufina (Bourcier e Pucheran, 1852)
Mazama nana (Hensel, 1872)

Mazama jucunda Thomas, 1913

Subtribo Blastocerina
Hippocamelus bisulcus (Molina, 1784)
Hippocamelus antisensis (d’Orbigny, 1834)
Blastocerus dichotomus (llliger, 1815)
Ozotoceros bezoarticus (Linnaeus, 1758)
Subulo gouazoubira (Fischer, 1814)
Passalites nemorivagus (Cuvier, 1817)
Mazama chunyi Hershkovitz, 1959
Pudu puda (Molina, 1782)

Pudu mephistopheles (De Winton, 1896) — posicado incerta entre as
subtribos (Heckeberg, 2020)

Apesar de a regidao neotropical ser um hotspot de diversidade para os
cervideos, a evolucdo e sistemética do grupo nesta regido ainda é desconhecida
devido a escassez de registros fosseis (Webb, 2000). Entretanto, estudos realizados
nas ultimas décadas usando marcadores mitocondriais para reconstruir a historia
filogenética do grupo tém contribuido para mudar esse cenario. Destaca-se o trabalho
realizado por Duarte et al. (2008) (Figura 02) usando um fragmento do gene
mitocondrial Citocromo b (CYTB) para realizar analises filogenéticas incluindo
representantes de todos o0s géneros neotropicais. Entre os achados mais
surpreendes, ressaltam-se os elevados niveis de divergéncia molecular e citogenética
entre espécies morfologicamente muito semelhantes, naquele momento todas
incluidas no género Mazama, associadas em menor ou maior grau a ambientes
florestais. Esse estudo serviu como marco para diversos trabalhos que seriam
realizados posteriormente com intuito de auxiliar na resolucéo taxonémica do grupo,

especialmente aqueles utilizando analises citogenéticas (Gonzalez e Duarte, 2020).
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Figura 02. Relacdes 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, homoélogos as subtribos Odocoileina e Blastocerina
sensu Heckberg et al. (2016). Figura publicada por Duarte et al. (2008).



As espécies de cervideos florestais com ocorréncia no Brasil estdo atualmente
alocadas em trés géneros, Subulo, Passalites e Mazama (Figura 01, A-C). As duas
primeiras sdo da subtribo Blastocerina; ja Mazama possui representantes nas duas
subtribos (vide lista de espécies anteriormente apresentada), sendo, portanto,
classificado como um taxon ndo-monofilético (Gilbert et al., 2006; Duarte et al., 2008;
Gutiérrez et al., 2017; Zurano et al., 2019; Heckeberg, 2020). A transferéncia de M.
chunyi para o género Subulo ja foi sugerida (Bernegossi et al., 2023) mas néo foi
formalmente avaliada.

Além da problematica taxondmica, ha também escassez de estudos ecoldgicos
com essas espécies pois, além do fato de serem morfologicamente semelhantes, sdo
raras e extremamente elusivas (Gonzélez e Duarte, 2020). Informacdes sobre a
distribuicdo geografica dessas espécies, por exemplo, ainda sao incipientes. Tal
realidade pode ser exemplificada pela descoberta recente de uma populacdo da
espécie amazébnica P. nemorivagus na Mata Atlantica do Espirito Santo e Bahia
(Oliveira et al., 2020). Uma lacuna importante é a identificacdo da espécie que ocorre
no Parque Estadual do Rio Doce (PERD), maior area continua de Mata Atlantica em
Minas Gerais (IEF, 2023). Usando DNA fecal, Oliveira et al. (2020) realizaram uma
analise filogenética com fragmentos de um gene mitocondrial e demonstraram que
essa populacéo pertence ao género Mazama, podendo ser, em tese, qualquer espécie
do género que ocorre no Brasil: M. americana, M. rufa, M. jucunda ou M. nana, ou
ainda ser uma nova espécie.

Adicionalmente, além de saber quantas espécies existem, quais suas
delimitacdes e onde ocorrem, dados demogréaficos sdo essenciais para conservacao
dessas espécies. Valores de densidade sédo parametros-chave em quatro dos cinco
critérios da IUCN (International Union for Conservation of Nature) utilizados para
avaliar o grau de risco de extingdo de uma espécie (IUCN, 2012). No entanto,
estimativas populacionais de espécies elusivas, como os cervideos florestais
neotropicais, sédo dificeis de obter porque os métodos mais comuns, baseados em
observacdo direta, aérea ou terrestre, ndo se mostraram eficazes (Fragoso et al.,
2016).



A coleta ndo invasiva de amostras fecais em determinada area, seguido da
identificacdo das amostras em nivel de espécie, € uma alternativa viavel. Exemplos
de tais abordagens sdo a Amostragem por Distancia Indireta (Buckland et al., 2015) e
o Faecal Standing Crop (FSC) (Eberhardt e Etten, 1956). Todavia, ambos os métodos
exigem gue sejam estimados alguns parametros, por exemplo a taxa de defecacao
diaria da espécie focal e o tempo de persisténcia/ detectabilidade das amostras no
campo. Estimativas confidveis desses parametros requerem o0 uso de métodos
estatisticos robustos para que possam de fato ser Uteis em fundamentar agbes de
manejo e conservagao.

Diante desse contexto, este trabalho teve dois objetivos centrais: 1) identificar
a espécie de veado do género Mazama que ocorre no Parque Estadual do Rio Doce,
Minas Gerais, através de andlises genéticas feitas com DNA fecal (capitulo dois); e 2)
aperfeicoar a abordagem analitica para estimativas de densidade populacional de

cervideos florestais a partir de amostragem fecal (capitulo trés).
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5 CONCLUSION

In this study we report an improved analytical approach to estimate forest deer
density based on dung pile counts when a detection dog is used to find the samples,
incorporating the dog’s performance as a function of distance and age of the samples.
We present an estimate of the defecation rate for neotropical forest deer calculated
from empirical data and also compare three methods to obtain estimates of animal
density derived from dung density. To showcase this approach, we used as a case
study data collected in the Rio Doce State Park (PERD), regarding the Small Red
Brocket (Mazama jucunda), providing the first density estimate for this recently-found,
isolated population and the second ever published estimate for this species. The
density results ranged from 1.2 to 2.67 ind./km?. As the methods to estimate animal
density applied in this study required the estimation of at least two parameters, proper
analytical approaches are crucial to obtain reliable estimates. Future studies should
conduct a survey respecting all distance sampling premises and apply a more robust
statistical approach to estimate the parameters necessary to obtain density estimates
based on indirect approaches and also do it from data that is both site- and time-

specific.
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