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O alvo verdadeiro é se conhecer a si mesmo,

saber que somos capazes de fazer,

reconhecer nossas limitacdes

e entender aonde devemos chegar.

Conhecer de que somos feitos, quem nds fez e o para que.
Como podemos influenciar ao outro

e como o outro pode nos influenciar.

A ciéncia nao foge da realidade humana,

porque no fim das contas,

tudo faz parte de um conjunto de relacgoes.

Eluzai Dinai Pinto Sandoval



Ao meu “abuelo Pinto” (in memorian),
homem de Deus, exemplo de alegria e forga.
Quem com cada histéria e piada me ensinou a
afrontar os desafios da vida elevando os olhos
para os montes de onde vem 0 meu socorro, o

Senhor que fez o céu e a terra.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

O presente abalho foi realizado com apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior-Brasil (CAPES) —Caodigo de Financiamento 001.

A Deus, pela vida, missdo, amor e cuidado em cada etapa da minha vida.

A Unesp, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal, em
especial ao departamento de Zootecnia, ao setor de Animais Silvestres, e ao
Programa de Pos-graduacdo em Genética e Melhoramento Animal.

Ao Prof. Dr. José Mauricio Barbanti Duarte, pela oportunidade de ser parte da equipe
NUPECCE, o ensino, a orientacdo e o impulso para fazer conservacao na América
Latina.

Ao técnico do laboratério Jodo Airton Boer, pelo ensino e companhia em cada desafio
durante este tempo.

A Rafael Reyna-Hurtado, Sonia Gallina, Guillermo Castillo, e demais parceiros do
Instituto de Ecologia (INECOL) do México que foram essenciais para a realizacédo
deste trabalho.

A equipe de coleta e processamento de campo dos exemplares, Jorge Morales,
Alejandro e Prof. Mauricio. Obrigada pelo tempo e esfor¢co dedicado para fazer este
estudo possivel.

A Luciana Diniz, quem sequenciou a maioria dos exemplares do estudo, a sua
prontidao, inteligéncia e alegria sdo admiraveis.

A minha mée Mirtha Sandoval, exemplo de luta e coragem. Quem com muita
criatividade me ensinou a sonhar, a ndo ter medo, a vencer as barreiras e a ser voz
pela vida.

Ao meu pai Edgar Pinto, por me ensinar a cuidar da natureza e me incentivar para a
ciéncia e sabedoria.

Aos meu irmaos, Eliel pela paciéncia e ajuda a resolver cada projeto em tempos de
crise. Gherardo Andrés, pela amizade e parceria em todos os lugares e momentos da
minha vida. Nimrod, pelos momentos de alegria, risadas, e 0 presente junto com a
Eliana de ter a minha sobrinha Annie. Paola e Michelle, pelas loucuras, amizade e o

apoio incondicional.



A Familia Pinto e Sandoval. Cada pessoa tem semeado um pouco de amor e loucura
Nno meu coracgao.

A Familia Pérez Diaz e Diaz Pérez. Especificamente a Nice, Gherardo, Vivian e
Franklin, por cada conselho e cuidado ao longo da minha profissao.

A Raquel Gonzéalez, que de joelhos me ajudou a voar.

A Jefferson Duque, pelo apoio profissional e pessoal.

A Mar, pela amizade e irmandade quem com tanta energia e alegria tem me ajudado
nos momentos mais dificeis.

Aos amigos e colegas do NUPECCE, pelos cafés da tarde, as histoérias, o ensino da
cultura brasileira e o apoio sempre.

Aos amigos Lex, Valeria, Jefferson, Alessandra, Carol, Tamara, Rozana, Constanza,
Ale Bertassoni, Pedro, Yuli, Carmen, Diego, Rullian, Amanda (Dou) e Ariel. Vocés
fizeram de Jaboticabal um lugar incrivel e cheio de muita alegria.

Aos amigos da vida, Karim, Joshua, July, Georgina, Romelys e Nathaly, que mais do
gue colegas séo irmaos que me ajudam a seguir na frente.

A Unati-Fcav, por me permitir ensinar a arte do Teatro e a beleza de conhecer tantas
pessoas e familias. Especialmente a Dona Dina, o senhor Paulo e cada um dos meus
alunos.

A Jocum Brasil por me ajudar a conhecer a Deus, a servir a sociedade e abrir as portas
para me preparar para este mestrado.

Ao meu pais Venezuela, que mesmo em tempos de crise tem servido de estimulo para
a realizacdo de cada projeto. Sonho com te ver livre e linda de novo, e assim passar
todo o conhecimento obtido para conservar tua natureza e cultura.

A todos os que aqui nao citei, mas de alguma forma contribuiram com essa conquista.

Muito obrigada!






SUMARIO

RESUMO - ---

ABSTRACT--

LISTA DE ABREVIACOES------ ---

LISTA DE FIGURAS------

LISTA DE TABELAS-----

I.INTRODUCAO----

Il. REVISAO DA LITERATURA---

2.1 Género Mazama --------

2.2 Mazama temama -------

2.3 Morfologia de Mazama temama

2.4 Citogenética de Mazama temama

2.5 Estudos do DNA de Mazama temama

II.LOBJETIVOS

IV. MATERIAL E METODOS

4.1 Permisséo de coleta ------

4.2 Pesquisa dalocalizacédo do hol6tipo

4.4 Obtencgédo dos animais e amostras

4.4 Procedimento apds a coleta do exemplar
4.4.1 Biometria

4.4.2 Documentacao fotogréfica
4.4.3 Biopsia de pele

4.4.4 Retirada e processamento da pele completa

4.4.5 Coleta de fragmentos de érgdos e musculo

4.4.6 Preparacgdo do cranio e pds-cranio

4.4.7 Relagdo de espécies utilizadas ---------

4.5 Caracterizagdo morfologica -----

4.6 Andlise citogenética -----

4.6.1 Cultivo celular -------

4.6.2 Coloragdo Convencional
4.6.3 Biometria cromossOmica

4.6.4 Bandamento G

4.6.5 Bandamento C -----

Péagina



4.6.6 Coloragdo Ag NOR

4.6.7 Andlise das preparacdes cromossdmicas

4.7 Genética Molecular

4.7.1 Extrag8o de DNA ---------m-m-mmommmmmomeeee

4.7.2 Amplificacdo e sequenciamento de genes

4.7.3 Analise filogenética --------

V. RESULTADOS -------------- —

5.1 Descricdo emendada de Mazama temama

5.2 Morfologia, biometria e craniometria

5.3 Citogenética -----

5.3.1 Coloracao convencional---
5.3.2 Bandamento C --------

5.3.3 Coloragéo de Ag-NOR

5.3.4 Bandamento G

VI. DISCUSSAQ ----

6.1 Analise morfologica -----

6.2 Analise citogenética -----

6.3 Analise filogenética -----

6.4 Validade do neotipo -----

VIl. CONCLUSOES --------

VIII.REFERENCIAS ------

APENDICES -

25
26
26
26
27
28
29
29
33

38
38

39
41
42
48
48
49
50
51
54
55
65



CARACTERIZACAO MORFOLOGICA, CITO(}ENETICA E MOLECULAR DE
Mazama temama (Kerr, 1792): PROPOSICAO DE UM NEOTIPO PARA A
ESPECIE.

RESUMO-. Mazama temama (Temamacame) € o veado vermelho de menor
tamanho da América central. Foi uma das primeiras espécies descritas para o
género que devido a grande similaridade morfolégica com Mazama americana
foi considerada como sinbnimo por muitos autores até final do século passado.
Os estudos citogenéticos de animais em cativeiro mostraram cariétipos
diferenciados que levaram ao reconhecimento como espécie Unica. Os estudos
filogenéticos tém sustentado a monofilia da espécie, embora existam algumas
incongruéncias devido a sua grande distribuicdo geogréfica. Assim, o objetivo do
trabalho foi propor um nedétipo para M. temama a partir da caracterizacdo de um
topdtipo de Veracruz e da mesma forma, caracterizar trés paratipos da localidade
de Campeche. Com isso, foi possivel descrevé-los morfologicamente (medidas
cranianas, coloracdo da pele e biometria corporal), obter cariétipos de animais
de vida livre com origem conhecida para analises citogenéticas (banda C, banda
G, coloracdo Ag-NOR e coloracdo convencional Giemsa) e realizar analises
filogenéticas de genes mitocondriais. Os resultados morfol6gicos separaram a
espécie de Mazama americana mas ndo conseguiram diferenciar M.temama dos
outros pequenos Mazama. As arvores filogenéticas comprovaram a monofilia do
grupo mostrando um resultado similar a outros autores. O cari6tipo do nedétipo é
significativamente diferenciado do anteriormente descrito para a espécie, sendo
gue os paratipos de Campeche apresentam variantes cariotipicas evidenciando
um processo recente de especiagcdo e sugerindo a presenca de mais de uma
espécie de Mazama vermelho no México.

Palavras-Chave: bandamento cromoss6mico, cariotipo, DNA mitocondrial,
filogenia, taxonomia



MORPHOLOGIC, CITOGENETICS AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF Mazama temama (Kerr, 1792): PROPOSAL OF A
NEOTYPE FOR THE SPECIES

ABSTRACT-. Mazama temama (Temamacame) is the smallest red deer in
Central America. It was one of the first species described for the genus,
previously considered by many authors as synonymous of Mazama americana
because of all the morphological similarity among these species. Cytogenetic
studies of captive animals showed differentiated karyotypes that led to
recognition as a single species. Phylogenetic studies have supported the
monophyly of the species, although there are some incongruities related with the
geographic distribution. Therefore, the objective of the study was to propose a
neotype for M. temama through the characterization of a topotype from Veracruz
and, in the same way, to characterize three paratypes of the locality of
Campeche. It was possible to describe them morphologically (cranial
measurements, skin coloration and body biometry), to obtain karyotypes of free-
living animals for cytogenetic analyzes (C-band, G-band, Ag-NOR staining and
conventional Giemsa staining) and study the phylogenetic relationship of the
group using mitochondrial genes. The morphological results separated the
species from Mazama americana species but couldn’t differentiate M.temama
from the other small Mazama. The phylogenetic trees proved the monophyly of
the group showing a similar result to other authors. The karyotype of the neotype
is significantly different from the one previously described for the species, and the
Campeche paratypes present karyotypic variants evidencing a recent process of
speciation and suggesting the presence of more than one red Mazama species
in Mexico.

Key-words: chromosome banding, karyotype, mitochondrial DNA, phylogeny,
taxonomy
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INTRODUCAO

A espécie Mazama temama representa o Mazama vermelho da América
Central (Figura 1), ocorrendo no México, Costa Rica, Nicaragua, Belize,

Guatemala, El Salvador, Honduras, Panama e oeste da Colémbia (Figura 2).

Figura 1. Exemplar macho de Mazama temama em cativeiro. (Foto Elias Sandalla).

MEXICO

VENEZUELA

COLOMEBIA

MorTeter

Figura 2. Distribuicdo de Mazama temama (IJUCN, 2018).



A espécie recebeu diferentes nomes e status taxonémicos, sendo descrita
inicialmente por Kerr (1792) no México, com posteriores descricdes no Panama
(Goldman, 1913) e Costa Rica (Hollister, 1914). Todas as descrigOes tiveram
base nas caracteristicas morfologicas dos individuos coletados, com isso, muitas
confusbes taxondmicas tém sido geradas, principalmente por ter sido
considerado sinbnimo de Mazama americana (Hershkovitz, 1951).

O Unico cariétipo conhecido da espécie foi publicado por Jorge e
Bernishke (1977), provenientes de animais que se encontravam em cativeiro nos
Estados Unidos com procedéncia de Tamaulipas no Meéexico. Embora tenha
esclarecido a definicdo de M. temama como espécie Unica, as duvidas sobre a
origem dos exemplares gera a necessidade de conhecer o cariétipo de animais
de vida livre coletados nas localidades tipo. As hipdteses filogenéticas tém sido
controversas, com autores que definem os Mazama vermelhos da América
central como um grupo monofilético (Escobedo- Morales, et al., 2016) e autores
gue descrevem grupos polifiléticos formados por amostras de individuos de M.
temama coletados do México até Colémbia (Gutiérrez et al., 2016).

Com isso, as duvidas sobre a espécie, sua abrangéncia e caracteristicas
taxonbmicas ainda estdo presentes, sendo que ja foi sugerida uma revisao
aprofundada dos individuos identificados como M. temama em toda sua
distribuicdo (Gutiérrez et al., 2017), e assim obter informacdes especificas sobre
estes taxons nado descritos na América Central, Colédmbia e Venezuela.

O presente estudo buscou agrupar tanto dados morfolégicos quanto
genéticos a partir de um topotipo da espécie M. temama, no sentido de
redescrever a espécie desde uma visao que integre e compare os diversos
padrées ja descritos na literatura. Dessa forma, contribuir com a resolucdo

taxondmica do género Mazama na América latina.



REVISAO DE LITERATURA

1.1Género Mazama

O género Mazama (Rafinesque, 1817) agrupa cervideos de pequeno a
meédio porte, com chifres simples e ndo ramificados. Com uma ampla distribuicdo
geografica, os representantes deste grupo ocorrem desde o nordeste mexicano
até a regido central da Argentina, ocupando uma variedade de habitats entre
florestas montanhosas, florestas tropicais chuvosas, florestas tropicais secas e
savanas arboreas e se adaptando a diferentes condi¢cdes, desde o nivel do mar
até 4000m de altitude (Eisenberg, 1987; Allen, 1915).

A descricdo das espécies de Mazama foi baseada em detalhes da
morfologia externa (Allen, 1915; Miranda-Ribeiro, 1919), gerando 42 taxons
nominais em toda sua distribuicdo, dos quais somente 10 sdo reconhecidas
atualmente como espécies: M. americana, M. gouazoubira, M. nana, M.
nemorivaga, M. bororo, M. temama, M. pandora, M. briceni, M. rufina e M. chunyi
(Duarte e Gonzalez, 2010).

A complexidade do género € devido a uma grande similaridade
morfologica entre as espécies, com uma ampla variagéo individual de caracteres,
tornando mais dificil a sua definicdo. Ja foi sugerido o agrupamento de espécies
de Mazama baseado em alguns caracteres cranianos juntamente com alguns
caracteres de pelagem e coloracédo (Allen, 1915), separando-os em dois clados:
dos Mazama vermelhos (M. nana, M. bororo, M. americana, M. temama, M.
bricenii e M. rufina), e dos cinzas (M. pandora, M. nemorivaga, M. gouazoubira
e M. chunyi).

As caracteristicas morfolégicas deste grupo ndo sao caracteres
conservados, e sim produto da adaptacdo ao habitat, em um processo evolutivo
gue levou a selecao de corpos de menor tamanho e com menor desenvolvimento
da galhada (Eisenberg, 1987). Porém, em abordagens moleculares e
citogenéticas, o género mostra muitas mudancas em sua atual classificagdo
devido as controversas taxondmicas (Merino e Rossi, 2010) em relagcédo a alta
convergéncia adaptativa (Duarte, Gonzalez e Maldonado, 2008).

A alta variacdo cariotipica inter e intra-especifica, gerada pela grande
fragilidade cromossdmica, indica que os cromossomos do género Mazama

apresentam muita instabilidade (Duarte e Jorge, 1996; Vargas-Munar, 2010,



Tomazzella et al. 2017; Valeri et al. 2018). Exemplo disso € M. americana
(Erxleben, 1777), a espécie tipo do género, quem tém sido considerada como
um complexo de espécies cripticas, no qual existe alta similaridade morfoldgica
para uma grande variabilidade de cariétipos de acordo a sua regido de origem
geografica (Duarte, 1998; Abril et al. 2010; Rincon, 2016).

Outros casos de mudangas taxonémicas no género, sao as evidéncias
citogenéticas e filogenéticas que reconhecem M. nemorivaga e M. gouazoubira
como géneros distintos de Mazama (Duarte, Gonzalez, Maldonado, 2008;
Gutiérrez, 2017), bem como a sugestdo de autores em revalidar M. jucunda,
reclassificando M. bororo como sinonimia-junior desta (Mantellato, 2016) e ainda
a nomeacao de M. bricenii em sinonimia com M. rufina (Gutierrez et al. 2015).
Também, Escobedo-Morales et al. (2016) defendem que M. pandora,
considerado dentro do grupo dos Mazama cinza, € mais proximo das formas
vermelhas de Mazama, sustentados por analises moleculares. Outro achado
impactante, por meio da analise do neétipo de M.americana, foi que as formas
brasileiras de M. americana analisadas até o presente ndo pertencem a este
taxon (Rincén, 2016).

2.2. Mazama temama (Kerr, 1792)

O temamacame, temazate ou cabrito, sdo os nomes usados localmente
para identificar a espécie M. temama que representa 0 Mazama vermelho da
Ameérica central. Considera-se o menor cervideo com ocorréncia no México, de
coloracdo marrom-avermelhada nas costas do corpo e beige ou branco na regiédo
ventral (Gallardo e Sanchez-Cordero, 1997).

A primeira referéncia na literatura foi de Hernandez (1651), um médico
naturalista designado pelo Rei da Espanha Felipe Il para dirigir uma expedicao
cientifica na América. Em companhia do seu filho, gedgrafos e indigenas, ele
descreveu muitas espécies de plantas e animais no que se conhecia como
territorio da “Nova Espanha”. Entre as observagdes, ele apresentou um animal

parecido com um cervo pequeno a quem chamou de Temamacgame (Figura 3).
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Figura 3. Primeira descricdo do Temamagame, trecho de “Nova plantarum,

animalium et mineralium Mexicanorum “(Hernandez, 1651).

A seguir a traducdo da descricdo original feita por Hernandez:
“Temamagame, chifres muito curtos e pontudos, uma camada malva
esbranquicada abaixo; a posicdo é melhor entre os cervos, sendo marrom
avermelhado acima, esbranquicado por baixo, chifres cilindricos, retos e lisos”.
Entretando, Hernandez néo é reconhecido como autor da espécie por nao ter
utilizado a nomenclatura binomial na sua descri¢do, que € considerado o ponto

de partida da nomenclatura zooldgica proposta na décima edicao do Systema

Naturae de Linnaeus (1758).



Em 1792 um cientista escocés traduziu a informacao de muitas espécies
descritas e adequou 0s nomes para a nomenclatura binomial, considerando o
exemplar de Hernandez dentro do grupo dos cervideos mexicanos, sendo

renomeado como Cervus temama (Figura 4).

*** Uncertain fpecies,

Befides thefc above deferibed, there are feveral fpecies or varieties of Deer, mentioned in authors,
which are fo flightly noticed as to render it difficult to determine whether they are diftin®t fpecies,
or only varieties of fome of thofe alrcady taken notice of.

. Tema-magame,— Cervus Temama,

Hernand. hift. nat, mexic. p. 325.

Figura 4. Primeira referéncia de Mazama temama em nomenclatura binomial (Kerr,
1792).

A seguir a traducao original de Kerr: “Espécies incertas: de acordo com a
descricdo acima, existem muitas espécies ou Vvariedades de cervos,
mencionadas por autores, que sao levemente notaveis sendo dificil determinar
se eles sao diferentes, ou apenas variedades de alguns ja conhecidos”. -a.
Cervus temama Hernandez, Hist. Nat. Mex. p. 325.

Embora ndo tenha sido feita uma descricdo detalhada da espécie, a
mesma foi reconhecida dentro do género Mazama por Rafinesque (1817), que o
classificou como Mazama tema. A partir disso, os diferentes autores utilizaram
varios nomes para se referir ao Mazama vermelho mexicano (Tabela 1).
Saussure (1860) explica que a traducéo do nome refere ao Mazama das estepes,
um dos ruminantes de chifre oco que povoa as pastagens do norte do México,
nomeando-o Cervus sartori, por se tratar de um veado ou cervo, diferente dos
pequenos antilopes descritos por Rafinesque.

Allen (1895) revisou todos o0s sinGnimos da espécie e 0 renomeu como
Mazama temama. Lydekker (1898) considerou que o Mazama tema fosse a
espécie andina da Ameérica do Sul e que Mazama sartorii correspondia a
descricdo da espécie centroamericana, especificamente da Guatemala. O
mesmo autor, em 1901 detalhou carateristicas morfoldégicas da espécie como
sdo a garganta, pescoco e tordx amarelado, abdémem branco e pelos superiores

sombreados.



Em 1908, o Allen coletou varios individuos de Nicaragua e considerou a
orientacdo de Rafinesque com o nome de Mazama tema para a espécie
mexicana. Em 1912, foi coletado em Gatun, no Panama por Goldman um macho
adulto, um pouco maior que Mazama tema mexicano, sendo considerado muito
similar a este, nomeando-o de Mazama tema reperticia (Goldman, 1913).
Hollister (1914) descreveu o cranio e pele de um macho jovem coletado em
Palamanca, Costa Rica, como uma espécie de coloracdo mais escura e
avermelhada em comparacdo com os Mazama tema do México e Panama,
nomeando-o como Mazama tema cerasina.

Posteriormente, na caracterizacdo do género Mazama feita por Allen
(1915), estas diferentes formas foram consideradas como pertencentes a
mesma espécie, com trés subespécies, Mazama sartorii sartorii (Kerr, 1792),
Mazama sartorii reperticia (Goldman, 1913) e Mazama sartorii cerasina
(Hollister, 1914). Entretanto, outro trabalho publicado no mesmo ano, considerou
todos esses como Mazama tema, considerando o nome Mazama sartorii como
sinbnimo do anterior (Lydekker, 1915).

A mediados do século XX os autores associaram a forma de veado
vermelho da América Central como subespécie de Mazama americana, devido
as caracteristicas morfolégicas em comum com essa espécie (Herskhovitz,
1951; Kellog e Miller, 1955), nomeando-o Mazama americana temama. O
reconhecimento de Mazama temama como espécie Unica foi possivel apds o
trabalho de caracterizacdo cariotipica de exemplares em cativeiro (Jorge e
Bernishke, 1977), cujas diferencas com o cariotipo descrito para Mazama
americana, permitiu que varios autores as distinguissem como espécies
separadas (Groves e Grubb, 1987; Geist, 1998)

Tabela 1. Listado de sinbnimos utilizados para Mazama temama (Kerr, 1792), com o
nome, autor, data e informacéo da publicacéo.

Nome Autor Data Publicado em

Cervus temama Kerr 1792 The Animal Kingd. 303

Cervus temama Fischer 1814 Zoognosia 3, p.465

Mazama tema Rafinesque 1817 American Monthly Magazine
Mazama temama Allen 1895 Bull. Amer. Mus. Nat. Hist. Vol. VII: 191
Mazama sartorii Lydekker 1898 Deer of all Lands, 303

Mazama sartorii Lydekker 1901 The great and small game of Europe: 372

Mazama tema Miller 1912 Bull. U.S. Nat. Mus. N. 79: 390




Mazama tema reperticia Goldman 1913 Misc. Collect. 60: No. 22, 2
Mazama tema cerasina Ho”ister 1914 Proc. ZOOl. SOC., Washington, 27: 209
Mazama Sartorii Sartorii Allen 1915 Bull. Amer. Mus. Nat. Hist. 34: p541
Mazama sartorii reperticia A”en 1915 BU” Amer. Mus. Nat. H|St 34: p542
Mazama sartorii cerasina Allen 1915 Bull. Amer. Mus. Nat. Hist. 34: p.542
Mazama tema Lydekker 1915 Cat. Ungul. Brit. Mus. 4: 205
Mazama tema tema Lydekker 1915 Cat. Ungul. Brit. Mus. 4: 206
Mazama tema reperticia Lydekker 1915 Cat. Ungul. Brit. Mus. 4: 207
Mazama tema cerasina Lydekker 1915 Cat. Ungul. Brit. Mus. 4: 207
Mazama americana 1955
temama Miller & Kellogg U.S Nat. Mus. Bull. 205: 808
Mazama americana 1955
cerasina Miller & Kellogg U.S Nat. Mus. Bull. 205: 809
Mazama americana 1955
reperticia Miller & Kellogg U.S Nat. Mus. Bull. 205: 809
Mazama americana 1990
temama Grub Journ. British Deer Society, 8(3): 153
Mazama americana 1994
temama Whitehead The whitehead encyclopedia of deer: 492
Mazama americana 2000 Bibli. Reciente de los mamif. De Mexico:
temama Ramirez-Pulido 233
Duarte & 2010 Neotropical Cervidology: Biol. Med. Latin
Mazama temama Gonzalez Amer. Deer: 166

Os primeiros exemplares de veado vermelho mexicano foram estudados
por Saussure (1860), quem analisou cranios coletados pelo senhor Sartorius de
El Mirador no estado de Veracruz. Com isso, a localidade foi considerada como
tipo da espécie por varios autores (Allen, 1915; Hershkovitz, 1951, Miller e
Kellog, 1955), embora que outros trabalhos citem somente ao estado de

Veracruz sem detalhar localizacdo mais especifica (Lydikker, 1915).

2.3Morfologia tradicional de Mazama temama

A primeira caracterizacdo morfologica foi feita por Saussure (1860),
comparando dois espécimes de Mazama temama com outras espécies de
cervideos. Na descricdo, ele considerou 0s cranios mais curtos, largos e
convexos em seus dois tercos posteriores e 0s sulcos laterais do occipital menos
marcados. Entre outros caracteres, também descreveu a auséncia do traco do
grande osso Vomer, a abertura lacrimal como mais larga na forma de um trapézio
ou de um quadrado arredondado, e o angulo anterior menos prolongado em
comparacao com Cervus rufus e Cervus toltecus.

Os cranios que serviram como base na descricdo foram provenientes de

Veracruz, um deles coletado por cacadores locais e 0 outro presenteado pelo Sr.



Sartorius, que foi homenageado com o nome dos exemplares (Cervus sartorii)
hoje reconhecido como sinénimo de M. temama (Duarte et al., 2010).

Tate (1939) analisou cranios e dentes de diferentes espécies de Mazama
e propGs dois grupos por tamanho, considerando M. temama dentro do grupo
dos pequenos veados americanos. Hershkovitz (1951), baseado na cor da pele,
considerou a existéncia de unicamente dois tipos de Mazama, 0s cinzas e 0s
vermelhos (Figura 5). Com isso, caracterizou todos os Mazama vermelhos como
M. americana de Erxleben (1777) com diversas subespécies, dentre elas M.
americana temama (Kerr, 1792) do México, M. americana reperticia (Goldman,
1913) do Panama e M. americana cerasina (Hollister 1914) da Costa Rica.

Depois de um longo periodo de auséncia de revisdes, foram publicados
alguns trabalhos de descricdo dos principiais caracteres morfolégicos da
espécie, entre os quais destaca a forma alongada da cabeca, achatada
dorsoventralmente com um pequeno focinho, pesco¢o pequeno, grosso e
robusto, acinzentado, orelhas grandes e eretas, extremidades longas, finas e
muito fortes, sendo as anteriores mais curtas que as posteriores. A cauda é curta,
coberta por abundantes pelos de cor marrom-avermelhada (Aranda, 1987;
Eisenberg 1989; Emmons e Feer 1990). As medidas do corpo séo: CT = 620-
1200 mm, A= 50-126, LT= 674, O= 99, e 0 peso do corpo varia entre 12 e 20 kg
e tem 32 dentes com uma férmula dentariade 1 =0/3,C=0/1,P=3/3e M = 3/3.
(Martinez-Gallardo e Sanchez-Cordero, 1997).
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Mazama americana temama Kerr

Cervuz temama Kerr, 1792, Anim. Kingd., p. 303—based on the lema-macame
of Hernandez, 1651, Hist. Nat, Mexico, p. 325,

Mazama tema Rafinesque, 1817, Amer. Monthly Mag., 2: 44—new name for
temama Kerr,

Mazama sariorii Saussure, 1860, Rev. Mag. Zool., (2), 12: 252—type locality,
Mirador, Vera Cruz, Mexico,

Mazama sartorii sartorii Allen, 1915, Bull. Amer. Mus. Nat. Hist., 34: 523~
524 (temama Kerr, tema Rafinezque), 530 (name), 541-542 (synonymy,
characters, distribution).

T'ype locality.—Mexico. Here restricted to Mirador, Vera Cruz.
Specimens collected.—1 (skin and skull).
BRrITISH HONDURAS: Bokowina (B.M., No. 931).

Remarks.—Only two species of brockets can be distinguished.
These are the red, M. americana Erxleben, and the brown, M. goua-
zoubira Fischer (1814, Zoognosia, 3: 465, originally misprinted
“gouazoupira''; antedates simplicicornis Illiger, 1815, also based on
Azara's gouazoubira). Middle American brockets stand as follows
(type localities appended):

Mazama americana temama Kerr—Mirador, Vera Cruz, Mexico.

Mazama americana cerasina Hollister—Talamanca, Costa Rica.

Mazama americana reperticia Goldman—Gatun, Canal Zone, Panama.
Mazama gowazoubira pandora Merriam—Tunkas, Yucatan, Mexico,
Mazama gouazoubira permira Kellogg-—Pearl Island, Gulf of Panama, Panama.

Figura 5. Trecho em que Hershkovitz (1951) aloca M. temama como subespécie de M.
americana.

2.4Citogenética de Mazama temama

As informacdes citogenéticas tém sido Uteis na resolucao dos problemas
taxondbmicos do género Mazama, permitindo entender os mecanismos de
especiacdo que envolvem os rearranjos cromossdmicos e a alta instabilidade
cromossOmica (Duarte e Jorge 2003; Duarte et al. 2008, Abril et al. 2010).
Diferentes estudos indicam a citogenética como uma ferramenta importante na
taxonomia da familia Cervidae, desde que os primeiros trabalhos publicados ja
mostravam uma grande variacdo do numero diploide entre as espécies e
consideravam as fusdes cromossdmicas como um dos principais mecanismos
de diferenciacao cariotipica e especiacdo (Chandra et al. 1967; Gustavsson e
Sundt 1969; Taylor et al. 1969; Jorge e Benirschke, 1977; Neitzel, 1987).

O caridtipo da espécie Mazama temama foi descrito por Jorge e
Benirschke (1977), partindo do cultivo de fibroblastos de um casal de M.

americana temama e seu filhote, encontrados em cativeiro no zoolégico de San
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Diego, provenientes de Tamaulipas, México. O resultado apresentou 2n=49/50
e NF=72, com 20 cromossomos autossomos metacéntricos ou submetacéntricos
e 28 cromossomos acrocéntricos, quatro deles muito pequenos, 0 Cromossomo
X um submetacéntrico semelhante em tamanho ao par 6, e o cromossomo Y
metacéntrico e o menor do lote. Também, foi mencionada uma possivel fusdo
em tandem 4/24 presente na fémea. Posteriormente, o cariotipo foi adaptado por
Bello-Gutiérrez et al.(2010), seguindo a classificagdo dos cromossomos por
grupo de acordo com a biometria (Abril e Duarte, 2008) e considerando os
cromossomos muitos pequenos do Jorge e Bernishcke (1977) como

cromossomos Bs (Figura 6).
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Figura 6. Cariétipo de um macho M. temama (Bello-Gutiérrez et al. 2010), baseado
em Jorge e Benirschke, 1977.

Os autores comparam o cariotipo de M. americana temama do Jorge e
Bernishke (1977) com o de M. americana descrito por Taylor et al. (1969), que
descreveram uma fémea com 2n=68 e NF=74, com 6 Cromossomos
metacéntricos ou submetacéntricos e 62 acrocéntricos, com quatro deles muito
pequenos. Da mesma forma, consideram que os rearranjos de fusdo em tandem,
translocacdo robertosiana e inversao pericéntrica estdo relacionados com a
reducdo de NF de 74 para 72 nos exemplares de M. a. temama e discutem a
descoberta de uma possivel fusdo em tandem em heterozigose na fémea, que
foi compativel com a fertilidade (Jorge e Bernischke, 1977).

Posteriormente, foi feito um estudo sobre a citogenética de varias

espécies de cervideos neotropicais, usando as medi¢cdes dos cromossomos dos
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cariétipos de M. a. temama obtidos por Jorge e Bernishke (1977), inferindo a
presenca de grandes cromossomos metacéntricos como exclusivos nesses
exemplares e sugerindo as ocorréncias de fusdes alinhadas em tandem e
céntricas (Spotorno, 1987). Com isso, o cariétipo de M.americana temama
divergente dos demais M. americana descritos (Taylor et al. 1969, Neitzel 1987)
permitiu que outros autores (Groves e Grubb, 1987; Geist, 1998) elevassem M.

temama ao nivel de espécie.

2.5 Estudos de sequéncias do mtDNA de Mazama temama

Estudos moleculares tém sido feitos para esclarecer a identidade de M.
temama e as suas relacdes filogenéticas com as outras espécies do género. As
espécies de Mazama formam um grupo polifilético, evidenciado nas
reconstrucdes filogenéticas do genoma mtDNA feitas por Hassanin et al., (2012).
As analises do gene citrocromo b tém gerado arvores consenso de inferéncia
bayesiana nas quais se forma um grupo parafilético representando os Mazama
vermelhos como um grupo formado por M. americana, M. nana, M. bororo,
Odocoileus sp., e M. temama (Gilbert et al, 2006; Duarte et al., 2008, Heckeberg,
2016).

Na histéria evolutiva, autores consideram que M. temama divergiu de
outros veados vermelhos ha dois milhdes de anos e que se distribuiu nos
ambientes florestais da América Central, até que se completou a formacao do
istmo do Panama, permitindo que ancestrais da espécie se dispersassem pela
América do Sul (Escobedo-Morales et al., 2016).

Escobedo-Morales et al. (2016) analisaram 21 sequéncias de M. temama
de diferentes localidades do México. Por meio de inferéncia bayesiana e maxima
verossimilhanga dos genes ND2, Citocromo b e regido tRNA-procontrol,
exemplares de M. temama formaram um clado monofilético suportado por 99%
de probabilidade posterior, separado de M. americana e outras espécies de
veado vermelho como M. nana, M. bororo, M. americana e Odocoileus sp.,
formando um grupo parafilético.

O estudo das relacdes filogenéticas dos cervideos neotropicais, por meio
de analises filogenéticas do CITB, tem demonstrado que as caracteristicas
morfologicas do género Mazama néo séao elementos diagndésticos do grupo e sim

o resultado da convergéncia evolutiva, ou as plesiomorfias representadas
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inerentes ao ancestral comum de muitos dos cervideos, como considerado por
outros autores (Duarte et. al, 2008; Hassanin et al, 2012; Heckeberg et al, 2016;
Escobedo-Morales et al., 2016; Gutiérrez et al., 2017).

Recentemente, Gutiérrez et al., (2017) analisaram 11 sequéncias de M.
temama, 9 provenientes de diferentes localidades no México, uma da Guatemala
e uma da Colémbia, encontrando a formacao de um grupo polifilético no qual os
individuos do México e Guatemala se agruparam separadamente do individuo
da Colémbia. Os resultados dos trabalhos de Escobedo-Morales et al. (2016)
sobre a monofilia de M. temama e as referéncias antigas de distribuicdo da
espécie (Allen, 1915) foram questionadas por Gutiérrez et al., (2017), que
consideraram que a espécie ocorre somente do México até o Panama. As
referéncias da ocorréncia na Colémbia ndo foram confirmadas, ja que foram
baseadas em entrevistas com as comunidades (Bello e Gutiérrez, 2010). Por
isso, o individuo colombiano analisado pode se referir a uma espécie néo
descrita (Gutiérrez et al., 2017) previamente confundido com Odocoileus sp.,
mas que atualmente foi reconhecida como sequéncia de M. temama (Hassanin
et al., 2012; Heckeberg et al., 2016, Figura 7).
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Figura 7. Arvore filogenética de sequencias de Citocromo b da tribo Odocoileini,
resultado de inferéncia bayesiana (Gutiérrez et al., 2017).
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Contudo, € necessario conhecer a verdadeira identidade taxonémica de
M. temama (Kerr, 1792), descrita em Veracruz no México, utilizando para isso
tanto caracteristicas morfolégicas como citogenéticas e moleculares, além de

comparar com individuos de diferentes localidades.

[ll. OBJETIVOS

- Caracterizar um topétipo e trés exemplares de outra localidade do México da
espécie Mazama temama, por meio de andlises morfolégicas (biometria
corporal, padrées de coloracdo, craniometria, caracterizacdo de pds-cranio),
citogenéticas (cariétipo convencional, biometria cromossémica, bandamento C,
bandamento G, coloracdo Ag-NOR) e moleculares (trés regides de DNA

mitocondrial).

- Comparar os padrdes obtidos com os ja descritos na literatura para outros
espécimes da mesma espécie, a fim de esclarecer o nivel de diferenca entre
individuos ja estudados, possibilitando revisar a taxonomia da espécie, incluindo

suas sinonimias e subespécies.

IV. MATERIAL E METODOS

4.1 Permissao de coleta

Todos os exemplares utilizados no estudo foram coletados em parceria
com o Instituto de Ecologia A.C. do México, cuja permissdo de coleta dos
pesquisadores a cargo encontra-se na integra no Apéndice A. Todo o material
foi devidamente autorizado como doacdo para o seu estudo no Nucleo de
Pesquisa e Conservacgéo de Cervideos (NUPECCE) como exposto no Apéndice
B.

4.2. Pesquisa sobre a existéncia do holotipo
Para poder confirmar a existéncia do hol6tipo, foi realizada uma pesquisa
em museus regionais do México e em instituicdes reconhecidas mundialmente

onde possivelmente pudesse ter sido depositado 0 exemplar que serviu para a
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descricdo do Hernandez em 1651, e utilizado na referéncia de Kerr (1792) sobre
o Cervus temama.

As buscas foram feitas em instituicdes reconhecidas mundialmente, e que
disponibilizam a base de dados de suas cole¢Bes on-line: Muséum National
d'Histoire Naturelle (Paris), Natural History Museum (Londres), National Museum
of Natural Historyl (Smithsonian, Nova lorque), American Museum of Natural
History2 (AMNH, Nova lorque). Da mesma forma, foi estabelecido o contato com
o Museo Nacional de Ciencias Naturales de Madrid, Espanha e revisados os
museus Mexicanos para descartar a possibilidade de depoésito de algum
exemplar de Herndndez, como sdo Museo de Zoologia "Alfonso L. Herrera"
(MZFC), Universidad Nacional Autbnoma de México, Coleccién Nacional de
Mamiferos (CNMA) e Universidad Veracruzana, Instituto de Investigaciones
Bioldgicas IIB-UV. Nao foi encontrado nenhum registro do hol6tipo de Hernandez
ou Kerr, e nem de neotipos, permitindo assim, a designacéo de um nedtipo para

esta espécie

4.3 Obtencao dos animais e amostras

A partir da realizagdo de levantamento bibliografico foi definida a
localidade tipo para coleta de um macho de M. temama (Kerr, 1792), sendo a
cidade Mirador no estado de Veracruz, México. A coleta foi realizada por
cacadores locais, auxiliados por cdes de caca no municipio de Zongolica em
Veracruz, em uma localidade denominada San José Acualco, coordenadas
18°38'53”N e 96°56'57"W a 45.7 kms de distancia da localidade tipo. Foi coletado
um macho jovem no dia 13/12/2015.

Além deste animal coletado o mais préximo da localidade tipo, houve
oportunidade de coleta de dois exemplares em ZohLaguna, Campeche, proximo
a Reserva de Calakmul (Figura 8). Nesta localidade, foi coletado um casal adulto,
também por cagadores locais. O ponto aproximado de coleta dos exemplares foi
18°35'30”N e 89°24’55"W. Além destes, para os quais foi obtido todo material
necessario para as analises citogenéticas, morfolégicas e moleculares, foram
ainda obtidos mais dois exemplares, um feto que estava na fémea coletada em
Zoh-Laguna (foi utilizado somente para citogenética) e uma fémea adulta, que
estava congelada no INECOL, originaria de Xalapa. Para este exemplar foram

realizadas as analises morfolégicas e moleculares.
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Figura 8. Mapa do México com os pontos de coleta do topétipo de Mazama temama e
dos demais exemplares utilizados no estudo.

4.4 Procedimentos ap0s a coleta do exemplar
Assim que o0s animais abatidos chegaram as méos da equipe de campo,
foi realizada uma sequéncia de procedimentos para o aproveitamento completo

dos animais:

4.4.1. Biometria

Os animais inteiros foram avaliados morfologicamente através das
seguintes medidas corporais: peso, comprimento do chifre esquerdo e direito,
didmetro & base dos chifres direito e esquerdo, comprimento de cabega, largura
de cabeca, comprimento da orelha, distancia entre olhos, distancia entre chifres,
largura da mandibula a base, comprimento do metacarpo, comprimento do
metatarso, altura do corpo, comprimento do corpo, comprimento da cauda,
perimetro de pescoco e perimetro toracico. Estas medidas foram tomadas por
balanca pendular, fita métrica e paguimetro.

Foi realizada uma analise de clusters com o programa “Paleontological
Statistics” PAST (Hammer et al.2001) a partir dos dados quantitativos das
medidas corporais do topotipo junto com as dos outros exemplares analisados

no estudo e comparadas com individuos do banco de dados do NUPECCE
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pertencentes as espécies M. americana, M. bororo, M. rufa, M. nana e M.
gouazoubira. Para a selecdo dos individuos foram considerados somente

animais adultos e preferencialmente provenientes de vida livre.

4.4.2. Documentacéao fotografica

Os animais foram posicionados em decubito lateral, em cima de um pano
azul com o numero da coleta. Foram tomadas fotos nas seguintes posic¢des: a)
Lateral, b) Ventral, c) Dorsal e d) Detalhe da lateral da cabeca. Para a
documentacéo foi utilizada uma identidade para cada animal coletado, sendo
T366 para o topotipo e T362, T363 e T364 para os exemplares fémea, macho e
feto respetivamente.

4.4.3 Biopsia de pele

Apbs tricotomia e antissepsia da regido interna da coxa esquerda, foi
excisado um fragmento de 5 cm x 2 cm de pele que foi depositado em um tubo
contendo meio de transporte (Meio McCoy’s + 500 mg/L gentamicina + 200 mg/L
anfotericina B) (Duarte et al., 1999), permanecendo sob refrigeracdo até a
chegada ao laboratério de campo. Ali o fragmento de pele foi dividido em 10
fragmentos, que foram depositados em tubos criogénicos contendo meio de
congelacéo de peles (200 mL meio McCoy’s (Vitrocell ®) + 40 mL soro equino
16 inativado +2 mL dimeteilsulfoxido (DMSO) + 24gr de polivinil pirrolidona + 100
mg/L sulfato de gentamicina + 4 mg/L anfotericina) (Duarte et al. 1999).

Esse material permaneceu por 4 horas sob refrigeracéo e por 30 minutos
no vapor do Nitrogénio Liquido, sendo apés estocado em imersédo no Nitrogénio
Liquido (-196 °C). Estas células, que permanecem vivas nessa condi¢cao, foram

utilizadas para cultivos de fibroblastos para estudos citogenéticos.

4.4.4 Retirada e processamento da pele completa

A pele, na sua integra, foi retirada e limpa de restos musculares, gordura
e fascias, sendo entdo mergulhada em solucdo curtume para dessecacdo do
material. Apos secagem por 3 dias, a mesma foi acondicionada aberta para
estudos morfoldgicos. As peles foram depositadas no Museu Cervidolédgico do
NUPECCE que mantém a mais importante colecdo de cervideos do género

Mazama do mundo, com peles, cranios e pos-cranios de mais de 100 espécimes.



18

Os numeros de catalogo foram NPC94 para o topotipo, NPC 91 e NPC 92 para
macho e fémea de Calakmul respetivamente, e NPC 95 para a fémea de Xalapa.

4.4.5 Coleta de fragmentos de 6rgaos e musculo

Durante o processamento da carcaca foram coletadas amostras de tecido
(musculo, figado, rim, baco) para estudos moleculares. Fragmentos de 1 cm3
destes tecidos foram mergulhados em tubos com etanol absoluto,

permanecendo a temperatura ambiente.

4.4.6 Preparacao do cranio e pos-cranio
O esqueleto completo (cranio e pds-cranio) foi limpo no local de abate
dos animais apés cozimento. O material seco foi acondicionado em caixas

plasticas e catalogado junto com as péles no mesmo Museu.

4.4.7 Relacéo de espécies utilizadas

O topdtipo e os exemplares coletados em Campeche foram utilizados em
todas as analises morfoldgicas, citogenéticas e moleculares, sendo que a fémea
congelada de Xalapa, identificada como Mx08, foi utilizada para analise
craniométrica e construcdo de arvores filogenéticas. Para as analises
craniométricas foram utilizados exemplares do género Mazama depositados no
Museu Cervidolégico do NUPECCE (Tabela 2). Para as analises moleculares,
foram utilizadas sequéncias disponiveis no Genbank cujo cédigo de acesso e
dados da origem encontram-se disponiveis na Tabela 3.
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Tabela 2. Relacéo de espécies utilizadas para comparac¢ao nas analises craniométricas,
com seu numero de identificagcdo do museu, sexo e origem.

Espécie N° NPC  Origem Sexo
NPCO1 Campina Grande do Sul-PR M
Mazama bororo NPC02 - F
Pq. Estadual Intervales, SP, Brasil. Vida
NPC 24  livre M
Mazama nana NPC 20 - F
NPC 114 - M
NPC 22  Comunidade Cipoal-Jari M
NPC29 - F
Mazama americana NPC 34 - M
NPC 79  Regina, Guiana Francesa. Neétipo M
NPC 118 Foz do Iguacu, PR F
Mazama gouazoubira NPC 61 Guariba, SP. M
NPC 113 Préximo a Assuncao, Paraguai. M
Mazama nemorivaga NPC 80  Guiana Francesa M
NPC 62 - M

Tabela 3. Relagéo de animais utilizados para as analises filogenéticas.

Espécie ID a’(\:loeg:o Origem Fonte dloop Cit(f)ENEcoi nds
M.temama Mt3 KC146964.1 | (oxico, | Escobedo |y
M.temama Mt2 KC146963.1 :\_'Aifj’gl‘aod Etsgﬁggfg X
M.temama Mt1 KC146962.1 %?;LC:S'_ Efgﬁggfg X
M.temama Mt4 KC146965.1 \'I\"';;(':Crﬁz Etsgﬁgggg X
M.americana MAS GU305925 F'?;f:r']'a Abrz”og;a"' X
M.americana MAG6 GU305928 MaBrr:r?ri:’z"ao Abrzilogtgal., X
M.americana MA7 GU305935 MatBJs%sso pomteral | x
M.americana MA8 Gu3osezg | Brash | Abmetal, |y
M.americana MAP1 NU.FEOZCE g;?asri]lé - X X X
M.americana MAP2 NU.FE%CE lEar?asri]Ié - X X
M.americana MAP3 NU.FZEO%CE lEar?asri]Ié - X X
M.americana MAP4 NUTPZESC;CE Sar?asri]lé - X
M.americana MAPS5 NUTP;%CE 5;?;:5 - X
M.americana MAP6 NUTP;%CE 5;?;:5 - X
M.rufa MR N NUPECCE lf;f‘asri]'é - X X X X
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M.americana MAT NUPECCE Guiana -
M.gouazoubira MG1 AF012556 - Sto;ieélgeé
M.gouazoubira MG2 JF459199 Guiana Eljta;?;g:ilr;
O.virginianus ovi KM233584 'ﬁ:ﬁfgs estu;P by
O.virginianus ov2 KM233521 'isr:iegjc?ss estu;P oLd
Baichotomus | BD1 | Avsezsy | PEEE R | IS,
Baichotomus | BD2 | Avazezso | PEERERC | IEIAEE,
A.alces ALCES U12863 Alaska | o719
C.capreolus | CAPREOLUS | AM279273 - F:{nggft
Miemama | M@ | KPosa7is | \LCER | CSOROTR
Miemama | M7 | KPosa7i7 | EEES | ESDO
Miemama | MG | KPosa7ie | SIS | ESOO
Mitemama | Mi2 | KPosa720 | JEONR | ESOOTECD
Miemama | Mus | KPoesa7io | LRSS | COECMD
Miemama | M | KPosaz21 | EXES | ESCOOC
Miemama | Mu7 | KCLeose | gire | ESOOO
Miemama | M© | KCueos7 | il | ESOO
Miemama | M@ | Kcueose | GO | ESOO
Mitemama | Mil | KCleess | SO0 | ESOPTRC
M.temama EE%5U7 MT KC928661 | Guatemala Suatliézr(r)ié

M.americana MAP7 NU-II?ZEZ%CE 5;?:::5 B
M.americana MAP9 DQ789225 | Brasil, Para | Ty aooct
M.americana MA9 NC0207191 - Hgts_ ggslgm
M.rufina RUFINA | KR107039 | pbein | SUISTEE
Sédo Duarte et
M.bororo MB1 DQ789231 | Paulo,Barra al.2008

turvo

M.bororo MB2 DQ789228 - DaL:iazr(t)%gt
M.nana Mn1 poresz27 | S| DlTTes
M.nana Mn2 pores210 | St | DlT00s
M.nana Mn3 DQ789214 Paraguai Duarte et

al.2008
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. Escobedo
M.pandora MP1 KC146954 | Meéxico | oia19016
] . Duarte et
M.gouazoubira MG1 DQ789202 | Brasil, SP al.2008
M.gouazoubira MG2 DQ789200 - s
.g al.2008
Lo Duarte et
O.virginianus oVl DQ379370.1 Mnnh al.2008
R tarandus RT1 DQ673135 Russia, Cronin et
. Evensk al, 2006
Cronin, et
R.tarandus RT2 DQ673134 Alaska al, 2006
] Guiana Hassanin
M.americana MA10 JING32656 Francesa | etal2012
] Hassasnin
M.americana MA11 IN632657 - et.2012
M.rufina RUFINAL | JN632661 | Colombia | 12SSasnin
et.2012
] Hassasnin
M.rufina RUFINA2 NC_020721 - et.2012
] Hassanin
M.gouazoubira MG5 JN632658 - et al2012
] Caparroz
M.gouazoubira MG6 KJ772514 - et al2014
. Hassasnin
M.nana MN1 JN632660 Guiana et.2012
, Hassasnin
M.nana MN2 JIN632659 Peru et.2012
. Juetal
R.tarandus RT4 KM506758 China 2014
~ Wada, K.
R.tarandus RT5 NC_00703 Japéo 2006
] Guiana, Lim et
M.americana MA1 JF459197 Potaro al.,2011
M.americana MA2 JF459196 Guiana, Lim et
. Takutu al.,2011
M.americana MA3 JFas9195 | Guiana, Lim et
. Potaro al.,2011
] Guiana, Lim et
M.americana MA4 JF459194 Potaro al.,.2011
M.gouazoubira MG4 JF459200 Guiana ngaflal
M.gouazoubira MG5 JF459199 Guiana L'g:)flal
R.tarandus RT3 JF443512 | Canada | E9Sretal

2011
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4.5 Caracterizacdo morfoldgica
Os cranios foram fotografados em todos os angulos, com o uso de uma
camera digital para complementar a documentacéo e descricdo do espécime.
Medidas foram tomadas do cranio, de acordo com o padréo de medicfes

cranianas de cervideos propostas por Rees (1969) e Driesch (1976) (Figura 9).

Figura 9. Padrao de medic6es cranianas de cervideos. Vistas dorsal (A), ventral (B) e
lateral esquerda (C). A medida 1 representa o comprimento total, 2 comprimento
cbndilo-basal, 3 comprimento basal, 4 comprimento curto do 29 cranio, 5 pré-molar —
prosthion, 6 eixo base-cranial, 7 eixo base-facial, 9 comprimento vicero-craniano, 10
comprimento frontal mediano, 11 lambda — nasal, 12 lambda — regido mais distal do
0sso nasal, 13 lambda — prosthion, 14 acrocranio, 15 maior comprimento dos nasais, 16
comprimento curto facial — lateral, 18 comprimento palatal-oral, 19 comprimento lateral
do pré-maxilar, 20 distancia corrida de dentes, 21 comprimento da linha do molar, 22
comprimento da linha pré-molar, 23 maior comprimento interno da Orbita, 24 maior altura
interna da orbita, 25 maior largura do mastoide, 26 maior largura dos condilos occipitais,
27 maior largura das bases do processo para-occipital, 28 maior largura do foramen
magno, 29 altura do foramen magno, 30 maior largura neurocraniana, 31 menor largura
frontal, 32 maior largura entre as 6rbitas, 33 menor largura entre as Orbitas, 34 largura
do zigomético, 35 maior largura entre 0s nasais, 36 maior largura entre o pré-maxilar,
37 maior largura do palatal, 38 basion — ponto mais alto da crista nucal superior (REES,
1969; DRIESCH, 1976).

Foram comparadas as medidas cranio-mandibulares do exemplar
coletado junto com as dos outros exemplares de Campeche e outras espécies
do género Mazama disponiveis no Museu Cervidolégico do Nupecce.

Foi realizada uma analise de componentes principais e de cluster no

programa PAST 3.08 (Hammer et al., 2001), para medir a similaridade entre
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individuos, bem como para discriminar espécies e populacdes (Sneath e Sokal,
1973). Para isto, foram consideradas 16 medidas cranianas que se encontram
na maioria dos individuos analisados: Comprimento total (CT), Pré-molar —
prosthion (PP), comprimento frontal mediano (CFM), Lambda-nasal (LN),
Lambda-rhinion (LR), Acrocranio (ACR), largura do zigomatico (LZ),
comprimento maior do nariz (CMN), comprimento da linha molar (CLM), distancia
corrida de dentes (DCD), comprimento da linha pré-molar (CLP), maior
comprimento interno da o6rbita (MCIO), maior altura interna da orbita (MAIO),
menor largura entre as oOrbitas (MLEO), maior largura entre os nasais (MLEN) e
maior largura entre o pré-maxilar (MLEP).

Foram examinados, na pele taxidermizada e nas fotos, aspectos de
coloracdo geral da pelagem, campos cromogenéticos da cabeca (faixas orbitais
superiores e inferiores, mancha superciliar anterior, regibes auriculares
anterobasal e posterobasal, faixa rostral, regido nasal, regido mentoniana,
mancha mandibular, regido bucal e regido gular), campos cromogenéticos do
corpo (regido da cabeca e pescoco, linha mediana dorsal do corpo, dorso da
cauda, regido dorsal posterior do corpo, regido ventral do corpo, ventre da cauda
e regido distal dos membros), padrdo de faixas de pigmentos nos pelos das
diferentes regides do corpo, comprimento dos pelos nas diferentes regiées do
corpo, ocorréncia de faixas de pelos antevertidos e de tufo arredondado de pelos

na regido tarsal.

4.6 Analises Citogenéticas

4.6.1 Cultivo celular

As amostras de peles foram importadas e encontram-se no banco
criogénico do NUPECCE (Nucleo de Pesquisa e Conservagcao de Cervideos)
FCAV, UNESP, Jaboticabal SP.

Estas amostras de pele foram descongeladas em banho-maria a 37°C e
colocadas em placas de Petri, contendo tampéao fosfato (PBS), sendo entdo
divulsionadas mecanicamente e divididas em fragmentos finos. Estes foram
transferidos para os frascos de cultivo T25 com 1ml de meio de cultura DMEM
(Meio Essencial Minimo Modificado de Dulbecco), enriquecido com 50% de soro

fetal bovino, suplementado com 5uL de amicacina para cada 1ml de meio, e
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levados a estufa a 37°C e 5% de CO2. Apos a aderéncia das células no frasco,
0 meio foi trocado por 5ml de meio com 15% de soro fetal bovino (Verma; Babu,
1995).

Os cultivos foram supervisionados a intervalos de 24 horas, e 0 meio foi
trocado a cada dois dias. Quando as células alcancaram o ponto de confluéncia,
o meio foi retirado e as células lavadas duas vezes com PBS, tratadas com 2 ml
de solucdo de tripsina ATV durante um minuto, sob monitoramento em
microscopio invertido.

Posteriormente, as células foram colocadas em tubo de fundo conico e
alimentadas com 10 ml de meio enriquecido, e passado para outro frasco de
cultivo onde estiveram "realimentados" da mesma maneira, até obter um nimero
suficiente de cultivos secundéarios. Os cultivos secundarios com G6timo
crescimento celular, apés 24 horas de cultivo, foram tratados com 60uL de
Colchicina 0,016% durante 30 a 60 minutos antes da colheita e uma solucao de
tripsina no momento da colheita.

Em seguida, as células foram ressuspendidas em 8mL de solugéo
hipotbnica (KCI 0,075M) e incubadas numa temperatura de 37,5°C por 20
minutos. Depois o material passou por centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado novamente e o sedimento foi restituido a 6ml com solucao fixadora
de metanol e acido acético 3:1. O processo se repetiu com sucessivas
centrifugagcfes apos a restituicdo do volume a 4:3:2 com solucéo fixadora até

obter 1 ml.

4.6.2 Coloragao convencional

As laminas foram coradas com 3,0 mL de tampéao fosfato 0,01M (1,36 g
KH2PO4/L + 1,42 g Na2HPO4/L) e 0,1 mL de corante Giemsa (2,0 g de Giemsa
+ 108,0 mL de glicerina + 168,0 mL de metanol)/lamina por 5 minutos. Cinquenta
metafases foram analisadas para se verificar o niumero diploide de cromossomos

(2n) exato do espécime.

4.6.3 Biometria Cromossdmica
Para a classificacdo cromossdmica, foram utilizadas 10 metafases do

topdtipo coletado e 3 metafases dos outros exemplares do estudo. Os



25

cromossomos foram medidos a partir do centrémero até o telémero utilizando o
programa computacional “AxioVision”, e com base nesses dados, foi estimada a
razao entre bracos (r = brago longo/ braco curto). De acordo com o valor de r 0s
mesmos foram classificados como metacéntricos (1<r<1,7), submetacéntricos
(1,7=r<3) ou acrocéntricos (r>3) (Levan; Fredga; Sandberg,1964). De acordo
com o comprimento relativo (CR), 0os cromossomos autossomos foram
classificados como sendo do grupo A (grandes cromossomos de dois bracos,
com CR>6%), C (pequenos cromossomos de dois bracos, com CR<6%), D
(grandes cromossomos acrocéntricos, com CR>5%), E (pequenos
cromossomos acrocéntricos, com CR<5%) e B (micro-cromossomos ou

cromossomos B = CR<1,5%) (Tomazella, 2017).

4.6.4 Bandeamento G (Seabright, 1971, modificada)

Foram empregadas laminas com dez dias de preparacéo, as quais foram
mergulhadas numa solucao de tripsina 0,0025% em tampao fosfato e a 38°C por
2 a 5 segundos. A coloracao foi feita com solucédo Giemsal:2 em tampao fosfato
pH 6,8 por 9 minutos. Apds a obtencdo dos padrdes de bandamento G, foi
elaborado um idiograma com este padréo utilizando como base 3 metafases do
topétipo. Este idiograma seréa adotado como referéncia para os demais trabalhos

gue venham a ser realizados com o taxon.

4.6.5 Bandeamento C (Sumner, 1972)

As laminas foram mergulhadas em solucdo de HCI (0,02N) por 20
minutos, sendo em seguida lavadas com agua corrente, mergulhando-se em
solucdo de Ba(OH)2 (0,07N) a 40°C por 20 a 25 minutos. As laminas foram
lavadas de novo com agua corrente e depois mergulhadas em solugédo 2 x SSC
por 1,5 a 2 horas. Apés isso, as laminas foram coradas com Giemsa a 2% em

tampéo fosfato, por 25 minutos.

4.6.6 Coloracdo AgRON (Howell; Black, 1980)

Em uma lamina com aproximadamente 7 dias, foram pingadas duas
gotas de nitrato de prata a 50% e uma gota de solucao coloidal (1 g de gelatina
P.A. em 50 mL de &gua deionizada mais 0,5 mL de &cido férmico), colocando-

se uma laminula sobre a preparacdo. A lamina foi colocada em placa de Petri
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com papel molhado, sendo aquecida a 56°C em estufa, por 4 a 5 minutos até
obter uma cor dourada. Apés isso, a lamina foi mergulhada em agua deionizada
para retirada da laminula, sendo depois lavada com agua corrente e analisada

ao microscopio.

4.6.7. Analise das preparacdes cromossdmicas

As laminas submetidas as técnicas de bandamento cromossémico foram
analisadas e fotografadas em um microscépio Olympus CX31 em objetiva de
100x com uma camera digital Olympus Camedia C5060 equipado com uma
camara Zeiss AxioCam MRm, por meio do programa AxioVision Release.

Todas as imagens foram editadas com o auxilio do programa Adobe
Photoshop CS2.

Foram comparadas as metafases sob cada bandamento dos exemplares
de Campeche em relacdo aos bandamentos do top6tipo, utilizando o idiograma
construido e demais coloragbes realizadas. Com isso, estudar o nivel de
diferenca entre os exemplares e a0 mesmo tempo, comparar com o cariétipo

descrito para a espécie pelo Jorge e Bernishke (1977).

4.7. Genética molecular
Os fragmentos de figado ou musculo foram utilizados para a extracdo do

DNA dos animais amostrados.

4.7.1. Extracdo de DNA

A extracao de DNA gendmico a partir das amostras de tecido foi realizada
utilizando-se a digestdo com proteinase K e extracdo com fenol/cloroférmio,
utilizando-se um protocolo modificado a partir da metodologia descrita por
Sambrook et al. (1989). As amostras foram quantificadas por espectrofotometria
e por anéalise em gel de agarose, sendo em seguida diluidas em uma solucéo de

uso.
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4.7.2. Amplificacdo e sequenciamento de genes mitocondriais e
nucleares

Para realizar a caracterizagdo molecular da espécie foram utilizados
marcadores de DNA mitocondrial. No genoma mitocondrial se realizou
amplificacdo do gene do citocromo b (cit B) (Hassanin et al., 1998, Duarte et al.,
2008), a subunidade | da citocromo oxidase (COI) (Folmer et al., 1994; Hassanin
& Ropiquet, 2004), NADH5 Desidrogenase subunidade 5 (Caparroz et al., 2015)
e regido controladora mitocondrial (D-loop) (Vila et al., 1999) como é

apresentado na Tabela 4.

Tabela 4. Genes mitocondriais amplificados e os iniciadores (primers) utilizados com
suas respectivas sequéncias, tamanho dos fragmentos amplificados empares de bases
(pb) e temperatura de pareamento.

GENE INICIADORES SEQUENCIAS Tamanho To Fonte
(Primers) (forward Reverse) fragmto pareamto
(pb)
CIT-B L14724 5'CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTGES 480 pb 55°C Kocher et
H15149 5AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCAS’ al., 1989
CIT-B FARH 5TCCAATAGTAATAAAGGGGTGTTCAZ 660pb 55°C Duarte et
FARL 5'CCATGAGGACAAATATCATTCTGAT3 al., 2008
Col LCO1490 5’ GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGS' 658 pb 59°C Folmer et
HCO02198 5TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCAZ’ al., 1994
D-LOOP ThrL15926 5’GGTTCCCCGGTCTTGTAAACCS’ 660pb 55°C Vila et al.,
DLH16340 5'CCTGAAGTAGGAACCAGATG3’ 1999
ND5 Leull775 5TCTAGCAATAGCATGATTYC3’ 691pb 53°C Caparroz et
ND512427 5TGTTATTAGGAGGGCTCAGGS al., 2015
ND5 ND512326 5TCTAGCAATAGCATGATTYC3’ 688pb 53°C Caparroz et
ND512988 5TGTTATTAGGAGGGCTCAGGS al, 2015
ND5 ND513167 5AATARTTGGAAGCCTTTTCG3’ 581pb 53°C Caparroz et
ND513709 5TATGATACAGGRGATTCTGG3’ al., 2015

Os fragmentos de DNA foram amplificados em termociclador BioradTM
usando uma reacdo de PCR padrao, conforme segue: 300uM de d NTPs, 1,5mM
de MgCl, tampao 1x (200 mM Tris-HCL pH 8,4; 500 mM KCL), 1U de taqg DNA
polimerase, 20 pmol do iniciador forward, 20 pmol do iniciador reverse, 6-10 ng
de DNA, em um volume final de 30 pL. O programa de temperaturas da reacéo
foi; ciclo inicial de 5 min a 94°C para a desnaturacdo do DNA; 30 ciclos de: 94°C
por 1 min, temperatura de hibridizacdo especifica de cada para de iniciadores
(tabela 4), 45-75 seg, 72°C por 1 min, com uma extensao final de 72°C por 7 min.

Em todas as reacdes foram incluidos controles negativos para verificar a
possibilidade de contaminagéo.

Apb6s a amplificacdo, os produtos da PCR foram corados com Gel RedTM
(Biotium), submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% e, sob
transiluminador de luz ultravioleta 302 nm (BioAgency), fotodocumentados e

analisados. A purificacdo dos produtos da PCR foi feita com o kit Wizard SV gel



28

and PCR Clean-Up System (Promega TM) e em seguida foi feito o
sequenciamento utilizando-se o kit ABI BigDye Terminator (Applied Biosystems)
em sequenciador automético ABI 3130xI (Applied Biosystems).

4.7.3. Analise filogenética

As sequéncias de nucleotideos foram alinhadas com Clustal X (Thompson
et al., 1997), e manejadas manualmente substituindo com “N” as extremidades
com BioEdit (Hall, 1999). Obtidas as matrizes de cada gene, estas foram
carregadas no programa Paup para afericdo das arvores filogenéticas de
maéaxima verossimilhanca (Swofford, 1999), usando o modelo evolutivo gerado
através do Modeltest 3.7 (Posada e Crandall, 1998).

As analises de inferéncia bayesiana (IB) foram realizadas no programa
MR. BAYES 3 (Huelsenbeck; Ronquist; 2001), com 10.000.000 de geracfes até
obter uma variancia de <0.01, adotando um descarte por “burn-in” de 25%. Para
estimar a probabilidade posterior foi utilizado o método “Markov Chain Monte
Carlo” (MCMC) com nchains=4, nruns=2 e burninfrac=0,25 para todos os genes.
As arvores obtidas de todas as analises foram editadas com auxilio do programa
FigTree v.1.4.0 (Rambaut, 2012).

O suporte dos agrupamentos filogenéticos foi estimado pelas
probabilidades posteriores. Tudo isso para conseguir uma comparacao das
sequéncias obtidas com as sequéncias ja existentes no Genbank e assim obter
uma avaliagao preliminar da posicédo dos exemplares coletados neste estudo em
relacdo aos demais ja avaliados filogeneticamente.

Os dados obtidos foram finalmente analisados dentro dos conceitos de
espécie filogenética (Cracraft, 1983) que consiste no menor conjunto de
organismos que compartilham um ancestral e podem ser distinguidos de outros
grupos de organismos, ou seja, grupo monofilético. Também, foi discutido o
conceito de coesao das espécies (Templeton, 1989; 2001) definido como “a mais
inclusiva populacdo de individuos que tém o potencial para a coeséo através de
intercambios genéticos e intercambios demograficos" (Templeton, 1989). Foi
também considerado o principio da concordancia genealdgica (Avise; Ball,
1990), que seria uma variante do conceito filogenético de espécie baseado no
consenso de muitas genealogias (filogenias de gene unico), estimadas de

diferentes genes.
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V. RESULTADOS

5.1 Descricdo emendada de Mazama temama (Kerr, 1792) (MAMMALIA,
CERVIDAE): Cor geral da pelagem vermelha, assemelhando-se a cor de tijolo.
Membros posteriores vermelhos na parte traseira, a regido proximal externa da
mesma coloracdo que a regido lateral do corpo e a regido proximal interna
levemente amarelada (Figuras 10A, 11A e 12); Regido distal externa de cor
castanha avermelhada na porcdo mais distal e a regido distal interna
avermelhada. Faixas orbitais inferior e superior da mesma tonalidade do corpo,
esbranquicada na regidao mais cranial. Fossa lacrimal relativamente profunda.
Face interna da orelha branca pura com abundantes pelos, além de muito
longos. Borda da face interna da orelha castanha escura (Figura 10B). Pelos
lisos, com uma variagéo no seu comprimento segundo a regido do corpo, 0s mais
curtos e finos na regiao que recobre o focinho, o queixo e a regiao distal dos
membros anterior e posterior. Pelos um pouco mais longos na superficie interna
da orelha, ancas e a cauda (Figura 10B). Presenca de um tufo de pelos no dorso
da cabeca imediatamente anterior aos chifres (topete). Chifres relativamente
pequenos e grossos, inclinados pdéstero-dorsalmente, levemente curvados e
paralelos entre si (Figura 11B). A regido dorsal é a parte do corpo que apresenta
a tonalidade da cor mais escura (Figura 11). Na regido lateral do corpo, a mesma
tonalidade do dorso, levemente mais fraca, e a regido abdominal da mesma
coloragéo que os flancos, tornando-se levemente amarelada (Figura 12 e 13).
Cauda na regido dorsal avermelhada, da mesma coloracdo do corpo e a regiao
ventral branca. Regido inguinal esbranquicada, assim como a regido bucal e o
interior das orelhas (Figura 12B).
Localizacdo do registro: Songolica-Veracruz, San José Acualco. Bosque
mesofilo de montanha, 497m de altitude.
Coordenadas geograficas do ponto de coleta: 18° 38' 53" N, 96° 56' 57"W.
Depositado em: Museu Cervidologico do Nucleo de Pesquisa e Conservacao
de Cervideos (NUPECCE) - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV) - Universidade Estadual Paulista “Julio Mesquita Filho” - Campus de
Jaboticabal/SP

N. de tombo: NPC94 N. de tesis: T366

Cariotipo: 2n=44 NF=70 + 4-5Bs
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Figura 10. (A) Vista lateral do topétipo de Mazama temama (B) Vista lateral da cabeca
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Figura 11. (A) Vista dorsal do topétipo de Mazama temama. (B) Coloracdo da cabeca
(C) Ancas e dorso da cauda.

Figura 12. Vista ventral do topétipo de Mazama temama.

Na figura 13 € apresentada a pele taxidermizada do topétipo estudado.
Os dados da biometria corpoal sdo apresentados na tabela 5.



Figura 13. Pele aberta taxidermizada do topoétipo de M. temama

Tabela 5. Medidas biométricas do top6tipo de Mazama temama (em mm, massa em
kg).

Comprimento da cabeca: | 200 | Comprimento do corpo: 640
Largura da cabeca: 75 | Abdbémen: 535
Comprimento da orelha: | 82 | Comprimento do testiculo direito: 52,5
Distancia entre olhos: 49 | Comprimento do testiculo esquerdo: | 49,5
Mandibula: 61 | Didmetro do testiculo direito: 24

Perimetro do pescogo: 230 | Didmetro do testiculo esquerdo: 21,5
Torax: 490 | Metatarso: 185
Altura: 480 | Comprimento da cauda: 105
Metacarpo: 117 | Massa: 11.6

32
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5.2 Anélises morfologicas de biometria e craniometria

A arvore de distancia morfologica feita a partir das medidas biométricas
dos individuos (Figura 14) mostrou a formacéo de dois clados principais. Um
grupo é formado por individuos das espécies de médio porte como sdo M.
americana, M. rufa e dois individuos de M.bororo sendo que no outro grupo
também sao agrupados dois M.bororo junto com M.nana, M.goazoubira e M.

temama, ndo sendo possivel a distingdo entre as espécie dentro dos grupos.
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Figura 14. Arvore de distancia feita com as medidas biométricas de M. temama em

comparagao com outras espécies do género Mazama.

O cranio macerado do top6tipo de M.temama é apresentado na figura 15

enquanto suas medidas cranianas sao apresentadas na tabela 6.
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Tabela 6. Medidas cranianas do topétipo de Mazama temama representadas em
milimetros (mm) de acordo com DRIESCH (1976).

Carater | mm Carater | mm | Carater | mm | Carater | mm
CT 162.81 LN 88.02 CLM 31.15| MLNC | 53.01
CCB 152.82 LR 133.7 CLP 26.61 LFM 57.61
CB 141.2 LP 160.3 | MCIO |29.71| MLEO |68.5
CCC |87.02 ACR |117.2| MAIO |28.46| LMEO |47.11
PP 45,52 MCN | 48.9 MLM | 45.1 LZ 73.25
EBC 31.1 CCFL | 78.8 MLCO |34.82| MLEN | 21.48
EBF 11254 | CPO 64.92 | MLPP | 45.2 MLPM | 17.3
CvC |72.22 CLP |40.1 MLFM | 17.5 MLP |51.5
CFM |102.82| DCD |55.3 AFM |16.4 BCNS | 37.7
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CT= comprimento total, CCB= comprimento condilobasal, CB= eixo basecranial, EBF= eixo
basefacial, CVC= comprimento vicerocraniano, CFM= comprimento frontal mediano, LN=
Lambda-nasal, LR= lambda- regido mais distal do osso nasal, LP= lambda-prostion, ACR=
acroniano, MCN= maior comprimento dos nasais, CCFL= comprimento curto facial-lateral, CPO=
comprimento palatal oral, CLP= comprimento lateral do premaxilar, DCD= distancia corrida de
dentes, CLM= comprimento da linha do molar, CLP= comprimento da linha pré-moral, MCIO=
maior comprimento interno da 6rbita, MAIO= maior altura interna da 6rbita, MLM= maior largura
do mastoide, MLCO= maior largura dos condilos oxipitais, MLPP= maior largura das bases do
processo paraoccipital, MLFM= maior largura do fordamen magno, AFM= altura do foramem
magno, MLNC= maior largura neurocraniana, LFM= largura frontal menor, MLEO= maior largura
entre as 6rbitas, LMEO= largura minima entre as o6rbitas, LZ= largura zigomatica, MLEN= maior
largura do palatal, BCNS= basion - ponto mais alto das crista nucal superior, CNC= capacidade
neurocraniana.

Nas andlises de componentes principais das medidas biométricas e
cranianas, machos e fémeas foram colocados na mesma matriz seguindo as
consideracdes de Rossi (2000) sobre auséncia de dimorfismo sexual para o
género Mazama.

O escatograma dos dois primeiros componentes da PCA de 16 medidas
cranianas (Figura 16) mostrou um padrdo de aglomeracdo de pontos para
espécies de pequeno porte como M. nana, M. gouazoubira, M. nemorivaga e M.
temama e outra aglomeracao de pontos para as espécies de porte médio como
M. bororo, M. americana.

Os dois primeiros componentes principais acumularam 84.32% da
variancia da matriz de dados (tabela 7). As medidas comprimento total (CT) e
Lambda-rhinion (LR) tiveram as maiores cargas no primeiro componente (PC1),
sendo que a maior parte da variacdo entre os individuos € devida ao tamanho.
A medicdo com maior carga no segundo componente (PC2) foi a Maior largura

entre o pré-maxilar (MLEP), e como as variaveis dentro desse componente
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possuiram escores com sinais opostos, o alto contraste esta relacionado com a

forma.
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Figura 16. Escatograma dos dois primeiros componentes da PCA para 16 medidas

craneanas. Bootstrap 1000.

Tabela 7. Componentes principais de 16 medidas craneanas para 18 individuos do género

Mazama.
Medidas PC1 PC2
Comprimento total 0,50613 -0,026532
Pré-molar - prosthion: 0,23376 0,024982
Comprimento frontal mediano 0,15669 0,044801
Lambda-nasal 0,19273 0,20325
Lambda-rhinion 0,60074 0,25651
Acrocranio 0,32432 -0,02033
Maior comprimento dos nasais 0,30534 -0,8022
Distancia corrida de dentes 0,05848 -0,0097583
Comprimento da linha molar 0,036329 0,13295
Comprimento da linha pré-molar 0,0334 0,010936
Maior comprimento interno da orbita 0,052324 -0,034294
Maior altura interna da orbita 0,044227 0,01561
Menor largura entre as orbitas 0,087881 0,091843
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Largura do zigomatico 0,1932 0,0054825

Maior largura entre os nasais 0,052226 -0,0029206
Maior largura entre o pré-maxilar 0,099283 0,46672
%Variancia 74,868 9,4682

A arvore de distancia (Figura 17), construida pelo método UPGMA
utilizando os caracteres cranianos, assim como na PCA, mostrou dois grupos
separados, um grupo representando as espécies de médio porte como M.
americana, M. bororo e outro grupo, com as espécies de pequeno porte,
mostrando sobreposicdo de amostras de M. temama com M. nemorivaga, M.

nana e M. gouazoubira, ndo sendo capaz de diferencia-las.

xR viE R oemkAdotAmeo

MEtance
- -

Figura 17. Arvore de distancia obtida pelo método UPGMA de 16 medidas craneanas
tomadas de espécimes de M. temama, incluindo seu top6tipo e de outras espécies do
género Mazama (M. americana, M. bororo, M. nana, M. nemorivaga e M. gouazoubira).
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5.3 CITOGENETICA

5.3.1 Coloracao convencional

O topdtipo coletado apresentou um cariétipo com 2n=44 + 4-5Bs, com
NF=70, com 21 pares de cromossomos autossOmicos. A biometria feita sob
coloragéo convencional permitiu classificar os cromossomos de acordo com 0
seu comprimento relativo de bracos (CR), sendo que o grupo A (grandes
autossémicos de dois bracos) € composto pelos pares 1 a 4, o grupo C
(pequenos autossdémicos de dois bracos) pelos pares 5 a 12, e todos os
acrocéntricos pertencentes ao grupo E (pequenos cromossomos de um brago).
O cromossomo X se apresentou como um cromossomo submetacéntrico e o Y

como um pequeno metacéntrico (Figura 18).
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Figura 18. Cariétipo de um topétipo macho de M. temama (2n=44 + 5Bs, NF= 70) sob

coloracdo convencional de Giemsa.

Os exemplares de Campeche apresentaram um cariétipo com 2n= 46/47
+1-4b, NF=70 com 22 pares de cromossomos autossémicos. Foram encontrados
polimorfismos cromossémicos no grupo C e D destes exemplares em relacao
com o cariétipo do topotipo, apresentando 11 pares de cromossomos no grupo

C e 11 pares de cromossomos no grupo D.
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5.3.2 Bandamento C

Foi possivel visualizar blocos de heterocromatina constitutiva na regido
pericentromeérica dos cromossomos autossdmicos de todos os exemplares do
estudo (Figuras 19, 20). Os pares 1 e 2 apresentaram este padrao e uma discreta
marcacao de heterocromatina intersticial na regido terminal dos bracos longos
de cada par (Figura 20). Tal caracteristica €, possivelmente, o vestigio de um
rearranjo tipo fusdo em tandem. Em relagdo aos cromossomos sexuais, O
cromossomo X apresentou uma marcacao heterocromatica na regido
centromérica sendo que 0 cromossomo Y mostrou-se eucromatico. Os

cromossomos Bs apresentaram-se heterocrométicos.

IR EE

§3 ¥X xx 0000 a0 a0 an a0
C E

BN AA AA aAra Ku
19 20 21 Rk

B XY

E

Figura 19. Cari6tipo de um top6tipo macho de M. temama T366 (2n=44 +4Bs, NF= 70)
sob bandamento C.
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5.3.3 Coloracéo de Ag-NOR

Com a coloragcdo Ag-NOR foi observado que no topdtipo a regido
organizadora do nucléolo esté localizada na regiao telomérica dos bracos longos
dos 2 cromossomos do par 8, na regido telomérica do braco curto de um
cromossomo do par 1 e na regido telomérica dos bragcos longos dos
cromossomos do par 3 (Figura 21). Com menor frequéncia, também foram
encontradas metafases com marcacao na regiao telomérica do braco longo de
um cromossomo do par 13 (Figura 21). A diferenca com 0s outros exemplares
do estudo, é que estes somente apresentaram marcacdes na regido telomérica

dos bracos longos do par 3 e 7 (Figura 22).
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Figura 21. Cari6tipo de um topétipo macho de M. temama T366 (2n=44 + 4bs, NF=70)
sob coloragdo Ag-RON com cinco regides organizadoras de nucléolo.
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Figura 22. Cari6tipo sob coloracdo Ag-Ron. (A e B) Exemplares de Campeche T363 e

T364, respectivamente, ambos machos, 2n= 46 +1-4b, NF=70, com
organizadoras de nucléolo.

5.3.4 Bandamento G

A técnica de bandeamento G permitiu o pareamento correto dos

regioes

cromossomos homoélogos (Figura 23), a elaboracdo do ideograma baseado em

trés metafases do topotipo (Figura 24) e a comparacgéo do padrdo de bandas G

do topdtipo com o bandamento G descrito para a espécie (Jorge e Bernishke,

1977) e com outros exemplares (T362, T363 e T364).
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Figura 23. Caridtipo de um top6tipo macho de M. temama T366 (2n=44 + 5Bs, NF=70)

sob bandamento G.
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um topotipo (TP) macho de Mazama temama.

Por meio da comparacdo com o0s outros animais analisados (Figura 25),
também foi possivel confirmar que o topétipo diferencia-se deles por possuir
duas fusbes em homozigose em relacdo ao animal T362, que é uma forma
ancestral cromossomicamente ao top6tipo e por uma fusdo em relacdo aos
animais T363 e T364.
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5.4 ANALISE DO DNA MITOCONDRIAL

Para o gene Dloop o melhor modelo evolutivo foi HYK+I+G, para Cit-b o
TIM+G, para COIl o0 HKY+G e para Nd5 o TrN+G, com parametros definidos de
nst=6 para todos os genes. A topologia obtida nas analises de Maxima
Verossimilhanca e Inferéncia Bayesiana de todos os alinhamentos foi similar.

A arvore gerada pela andlise do gene mitocondrial D-loop (Figura 26)
evidencia o agrupamento de M. temama em um grupo monofilético separado do
clado de M. americana com alta probabilidade posterior.

A arvore gerada pela andalise do gene mitocondrial COI (Figura27)
apresenta uma topologia similar & arvore de ND5 (Figura 28) na qual os
espécimes analisados de M. temama se agruparam em um grupo monofilético,
sendo que os exemplares T363 e T362 se situaram mais proximos entre si em
relacdo ao topotipo com uma probabilidade de 100%.

A éarvore obtida com o gene CIT-B (Figura 29) apresenta o grupo de M.
temama em um grupo monofilético em comparac¢do com as outras espécies do
género Mazama, O. virginianus e R. tarandus e desta forma acompanha os
resultados obtidos com as analises dos genes Dloop, COl e ND5. Dentro do
clado temama se evidencia os individuos provenientes da localidade tipo da
espécie (Veracruz) formando um grupo polifilético, ndo havendo estruturacédo
geografica devido a presenca de amostras da mesma localidade em clados
diferentes. Também, formou-se uma politomia com quatro individuos de

diferentes localidades.
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MAP6 M.americana lguazu Brasil NUPECCE

MAP4 M._americana Casacavel Brasil NUPECCE

MRn M.rufa Neotipo Parana Brasil NUPECCE

MAP1 M.americana Parana Brasil NUPECCE

MAP2 M.americana Parana Brasil NUPECCE

MAP3 M.americana Itaipu Brasil NUPECCE

MAPS M.americana lguazu Brasil NUPECCE

MAT M.americana Guiana NUPECCE

MA6 M.americana Maranhdo Brasil GU305928

MAS5 M.americana Mato Grosso Brasil GU305925

MA7 M.americana Guiana GU305935

MA8 M.americana Guiana GU305932

MT4 M.temama Veracruz México KC146965

T363 M.temama Campeche México NUPECCE

MT1 M.temama Chiapa México KC146962

MT3 M.temama Oaxaca México KC146964

MT2 M.temama Hidalgo México KC146963

T366 M.temama Veracruz Topétipo NUPECCE

Mx08 M.temama Xalapa México NUPECCE
_E» 0OV2 O.virginianus Estados Unidos KM233584
. OV1 O.virginianus Estados Unidos KM233521
_{ " BD1 B.dichotomus Rio de la Plata AY326251

w BD2 B.dichotomus Rio de la Plata AY326250
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— = e M.giuazoubira JF459199

ALCES A.alces Alaska uU12863

CAPREOLUS C.capreolus AM279273

00

Figura 26. Arvore filogenética do gene D-loop. Andlise de Inferéncia Bayesiana (IB). Os
valores representam a probabilidade posterior da analise. Grupo externo: A. alces e C.
capreolus

™ MAL Mamesicana IN632656
'{W MALL Mamesicana IN632657
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MRy Muta Neotipo NUPECCE
% MAP Mamericans Refigio 8V NUPECCE
fstGz M.temama Campeche México NUPECCE
100 %0 L T363 M.temama Campeche México NUPECCE
T366 M.temama Veracruz Topétipo ~ NUPECCE
Refnal Msufina IN632661
o e Refina) Mrufina NC020721
_E WL M.nemorivaga Guiana IN632660
MN2 M.nemorivaga Peru IN632659
" MGS Mgouazoubina IN632658
"m MGE M govazoubina KI772514
R4 Rtarandus China JM506758
e 15 Rtarandus laplo NCOGTE

Figura 27. Arvore filogenética do gene COI. Andlise de Inferencia Bayesiana (IB). Os
valores representam a probabilidade posterior da andlise. Grupo externo: R. tarandus.
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Figura 28. Arvore filogenética do gene ND5. Andlise de Inferencia Bayesiana (IB). Os
valores representam a probabilidade posterior da analise. Grupo externo: R.tarandus.

_ﬁ T362 M.temama Campeche México NUPECCE
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MT4 M.temama Hidalgo México KP954721
MT9  M.temamaHidalgo México KC146957
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= =
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Mn1 Mnana Parana Brasil DQ785227
Mn3 M.nana Paraguai DQ785214
Mn2  M.nana Parand Brasil DQ785210
MB1 M.bororo Parana Brasil DQ789231
MB2 M.bororo Brasil DQ785228
MAS M.americana Brasil NC020719
MRN  Murufa Parand Brasil NUPECCE
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MAp; M-americana Brasil NUPECCE
MAT M.americana Guiana NUPECCE
RUFIN/  M.rufina Pichincha Equador KR107039
OV yirginianus DQ793370
MP1 M.pandora KC146954
MG2 M.gouazoubira DQ785200
L] MG1 M.gouazoubira DQ785202
RT2  Ritarandus Alaska DQ573135
RT1 R.tarandus Rusia DQ673134

0

Figura 29 Arvore filogenética do gene CIT-B. Andlise de Inferencia Bayesiana (IB). Os
valores representam a probabilidade posterior da andlise. Grupo externo: R. tarandus.
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VI. DISCUSSAO

6.1 Analise morfoldgica

O Temazate vermelho se caracteriza por ser uma espécie do género
Mazama pertencente ao grupo vermelho e de menor porte, que devido a sua
morfologia foi considerado previamente como M. americana (Hershkovitz, 1951)
e relacionado como espécie proxima da espécie andina M. bricenii (Thomas,
1908).

Com base no padrdo de cores e morfologia externa foi possivel comparar
caracteristicas detalhadas dos exemplares colectados no estudo. Estes se
apresentaram como pequenos Mazama de coloracdo avermelhada com a parte
dorsal do corpo mais escura em relacdo com a parte ventral, e regidées mais
castanhas na parte dorsal do pescoco e cabeca, coincidindo com as descri¢cdes
para a espécie de M.temama dada pelos diferentes autores (Hernandez, 1651;
Saussure, 1860, Lydkker, 1901). Uma caracteristica comum para todos, foi a
presenca de uma mancha branquecina na parte mais cranial das orbitas. Da
mesma forma, os exemplares apresentaram pélos na face interna da orelha, que
no caso do topétipo de Veracruz, foram abundantes, brancos e compridos, sendo
que para os individuos de Campeche os mesmos foram amarelados e curtos, e
para a fémea de Xalapa se apresentaram de coloragcédo acastanhada.

As medidas biométricas estdo de acordo com os padrdes descritos na
literatura para M. temama (Martinez-Gallardo e Séanchez-Cordero, 1997),
possuindo um comprimento total entre 640 mm £ 100, massa de 11,56 kgs +
4,97 e comprimento da orelha de 82 mm % 0,33 com base nos 4 exemplares
analisados no estudo. E importante considerar que a andlise de cluster das
medidas biométricas ndo conseguiu separar e classificar as espécies do género
Mazama, corroborando os trabalhos de outros autores (Rossi, 2000; Duarte et
al. 2008).

Um resultado similar foi obtido com a arvore de distancia gerada com as
medidas cranianas dos diferentes citotipos de M. americana, na qual
evidenciam-se dois grupos separados, o primeiro formado por individuos

pertencentes as espécies M. americana e M. bororo e outro por individuos das
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espécies M. temama, M. gouazoubira, M. nana e M. nemorivaga. Os individuos
analisados neste estudo se agruparam no grupo dos Mazama de menor tamanho
(Tate, 1939) distribuidos em sub grupos diferentes e ndo havendo distin¢éo entre

espécies dentro do grupo.

6.2 Andlise citogenética

A alta fragilidade cromossOmica tem gerado uma grande diversificacdo
cariotipica entre os Mazama que néo esta correlacionada com os baixos niveis
de diversificacdo morfologica encontrados nestas mesmas espécies (Groves;
Grubb; 1987; Duarte; Merino, 1997). Da mesma forma, essa fragilidade é
causante da variabilidade cariotipica intraespecifica encontrada no género (Abril
e Duarte 2008; Abril et al. 2010).

Os exemplares analisados neste estudo, mesmo sendo morfologicamente
similares, apresentaram variacfes cariotipicas entre si. O top6tipo apresentou
um cariétipo de 2n=44, NF=70 com presenca de 4 a 5 cromossomos B nas
diferentes metafases. Por se tratar de um exemplar préximo a localidade tipo e
gue a evolucdo cromossémica dos cervideos se deu principalmente por fusdes
céntricas e em tandem (Neitzel, 1987), este cari6tipo é considerado 6timo para
a espécie.

Em comparacdo com o topotipo, os exemplares T363 e T364
apresentaram um 2n=46 com dois pares de acrocéntricos nao fusionados. O
individuo T362 apresentou um cariotipo mais ancentral, se diferenciando do
top6tipo por trés pares de acrocéntricos ndo fusionados, sendo que o mesmo foi
heterozigoto para uma fusédo céntrica no par 11. Em relacdo ao cariétipo dos
exemplares de Jorge e Bernishke (1977), a diferenca radica em 4 pares de
Cromossomos acrocéntricos que se encontram fusionados em homozigose no
topatipo.

A variacdo cromossOmica encontrada em M. temama pode ser explicada
pela teoria da fragilidade cromossdmica proposta por Duarte e Jorge (1998) na
gual os cromossomos sao susceptiveis a quebras e trocas, gerando rearranjos
que levam a formacdo de novas espécies em um tempo curto apos isolamento
geografico. Outros estudos também consideram que a espécie M. temama
evoluiu a partir de sucessivas fusdes em tandem e céntricas, em complexos

rearranjos cromossdmicos que envolveram, em alguns casos, mais de um
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cromossomo (Jorge e Bernishke, 1977; Neitzel, 1987; Sarria-Perea, 2004; Abril
et al. 2010).

Em outras espécies do género Mazama ocorre 0 mesmo que em M.
temama. As variantes cariotipicas de M. americana com diferentes nimeros
diploides de 42 a 53 indicaram a existéncia de varias espécies dentro dos
veados-mateiros, caracterizados como citdtipos dentro de uma coeréncia
geografica (Duarte, 1997; Duarte, 1998, Abril et al, 2010). E fato de que os
distintos citétipos encontrados possam se tratar de espécies distintas, uma vez
gue estas diferencas cromossdmicas levam a formacao de uma eficiente barreira
reprodutiva (Duarte, 1998; Abril et al, 2010; Cursino et al. 2014; Salviano et al.
2017).

A recente descricdo de um nebtipo para a espécie M. americana
(Erxleben, 1777), permitiu o conhecimento de seu cariétipo sendo o 2n=45 e
NF=50 com 3Bs (Rincén, 2016) e apresentando grande diferenca cromossémica
para com os distintos citétipos ja conhecidos para a espécie (Abril, 2010). Outro
estudo feito recentemente com individuos de M. americana da bacia do Rio
Parana encontrou um cariotipo diferente da espécie tipo, levando a sugestao de
da revalidacdo de uma espécie para o género, Mazama rufa (Luduvério, 2018).

Apesar de M. temama ter sido separado de M. americana pelas
diferencas cariotipicas (Geist, 1998) e que as andlises feitas foram de animais
em cativeiro, no presente estudo a caracterizacdo citogenética do topotipo
analisado além de confirmar a separacdo de M.temama de M.americana,
também propde um novo cariétipo para a espécie. Como dito anteriormente, o
topdtipo aqui estudado, apresenta duas fusdes céntricas em relacdo ao cariétipo
de M. temama descrito por Jorge e Bernishke (1977). Essas diferencas
cariotipicas, podem levar a uma maior probabilidade dos descendentes de
portadores de rearranjos diferentes produzirem maior numero de gametas
desbalanceados e, com isso, terem uma queda na capacidade reprodutiva, o
gue pode indicar o inicio de um mecanismo de isolamento reprodutivo, como

encontrado por Abril e Duarte (2008) com a espécie Mazama nana.

6.3 Analise Filogenética
O grupo dos Mazama vermelhos formou um grupo monofilético,

corroborando os resultados de Duarte et al. (2008) e dentro deste clado, Mazama
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temama encontra-se intimamente relacionado com as espécies da América do
sul M. americana, M. bororo e M. nana (Escobedo-Morales et al., 2016).

A topologia da arvore mostra uma monofilia para M. temama com uma
proximidade maior com todas as espécies da subtribo Odocoileina do que com
outras espécies do género, como M. nemorivaga e M. gouazoubira (Heckeberg,
2016; Gutiérrez, 2017)

Na andlise dos genes ND5 e COI, os dois exemplares de Campeche se
posicionaram em um subclado separado do topotipo, mas € possivel que esse
fendbmeno seja devido a que as amostras pertencam a uma mesma localidade.
Para o gene DLOOP e CITB foi possivel obter uma maior quantidade de
sequéncias de M. temama cuja distribuicdo abrange diferentes estados do
México. As topologias das arvores resultantes evidenciaram que nao existe uma
relacdo entre a proximidade filogenética com a localidade de origem.

Ja foi mencionada a possibilidade de ocorréncia de duas espécies com o
nome de M. temama, sendo uma atribuida para o veado vermelho do México e
América Central, e outra para o veado do leste do Panama e Colémbia (Gutiérrez
et al., 2017). Outro trabalho com animais de cativeiro relaciona um morfotipo de
um veado vermelho descrito inicialmente como M. zetta (Thomas, 1913) tendo
uma proximidade filogenética maior com M. temama do que com outros Mazama
vermelhos sul-americanos (Perea, 2012). Devido a isso, outros estudos devem
ser feitos abrangendo uma andlise de exemplares dos paises ao sul da América
Central.

No presente estudo, os resultados evidenciam um grupo monofilético para
M. temama com alta probabilidade posterior, confirmando a independéncia da
espécie do grupo M. americana, como encontrado por outros autores por meio
de inimeras técnicas de andlise (Jorge e Benirschke, 1977; Geist, 1998;
Escobedo-Morales et al., 2016).

6.4. Validade do nedétipo

A espécie M.temama foi descrita por Kerr (1792) a partir das observacoes
de Hernandez (1651) em Veracruz no México. Pouco se sabe sobre a coleta e
preservacdo do material, porém alguns autores tem apresentado a contribuicdo

historica das obras de Hernandez e o processo de publicacdo do “Nova
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plantarum, animalium et mineralium Mexicanorum” de 1651 na qual esta exposta
a descricdo do temamacgame junto com inUmeros taxons de animais, plantas e
minerais mexicanos (Pelaez, 1995). E conhecido que Hernandez foi o primeiro a
realizar uma expedicao cientifica a América do Sul, criando uma colecdo de
todas as espécies de plantas descritas nos trés anos de missao (1574-1577) na
Nova Espanha apds a colonizacdo do México, sendo que ele acompanhava a
descricdo das aves e mamiferos com figuras e notas que somente foram
publicadas depois da morte do autor.

A descricao valida da espécie, de Kerr (1792), foi baseada no relato de
Herndndez sobre o Temamacame e nao estabeleceu um tipo, a descricdo
detalhada de um topoétipo atual propbe um nedtipo da espécie devido a
confirmacéo da inexisténcia de hol6tipo ou neétipo de Mazama temama.

Quando nao existe o exemplar tipo portador do nome (hol6tipo, lectoétipo,
sintipo ou nedétipo), € possivel a designacdo de um neoétipo se algum autor
considera necessario estabelecé-lo e sempre seguindo as condi¢des exigidas
pelo ICZN (1999), as quais séo:

“Declaracao de que se designa com o propdsito expresso de esclarecer a
posicao taxonbémica”. Neste caso a designacdo do nedtipo é necesséria para
realizar comparacfes com as outras espécies do género Mazama,
especificamente com M. americana de quem foi considerado subespécie por
muitos autores, até sua validacdo como espécie independente a final do século
passado.

“‘Declaracdo dos caracteres que o0 autor considere distintivos ou uma
referéncia bibliografica a essa declaracdo”. Esses caracteres sao definidos nos
resultados (5.1) e na discusséo (6.1).

‘Dados e descricdo para assegurar o reconhecimento do exemplar
designado”. As informacdes e a descricdo detalhada s&o definidas nos
resultados (5.1, 5.2 e 5.3).

“Razées do autor para considerar o material tipo perdido o destruido”. Sdo
mencionados na metodologia (4.2) e discusséo (6.4).

“Evidéncia de que o nedtipo concorda com o que se sabe do material tipo
original”. Neste caso o exemplar coletado se ajusta a descri¢édo original de Kerr

(1792) baseado nas observactes de Hernandez (1651).
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“Evidencia de que o nedtipo tenha procedéncia tdo perto quanto possivel
da localidade tipo original (Art. 76.1) e do mesmo horizonte geoldgico (ver Art
76.3 e recomendacdo 76.01). O exemplar foi coletado no municipio de Songdlica
no estado de Veracruz, México ( a 45 kms da localidade tipo registrada na
descricao original da espécie).

“‘Declaracédo de que o neotipo € propriedade de uma instituicdo cientifica
reconhecida e que tenha uma colecdo com a infraestrutura adequada para
conservar ao neotipo”. O nedtipo encontra-se depositado no museu do Nucleo
de Pesquisa e Conservacdo de Cervideos, NUPECCE, da Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista —Julio de
Mesquita Filho, campus de Jaboticabal. Atualmente o NUPECCE possui uma
das maiores colecdes de cervideos neotropicais do mundo, especialmente do
género Mazama, com um acervo de aproximadamente 130 exemplares,
incluindo nedtipos e paratipos de espécies da América Latina.

O espécime analisado sera considerado como topoétipo e ndo nedtipo, até
gue seja aceito pela Comisséo Internacional de Nomenclatura Zoologica, apos a
publicacdo do artigo. Com isso, este estudo seria a primeira referéncia disponivel
na literatura sobre o estabelecimento de um nedétipo para M.temama, sendo o

ponto de partida para a descricdo de novas espécies do género Mazama.
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VIl. CONCLUSOES

Mazama temama é uma espécie do grupo vermelho do género Mazama
cujas caracteristicas morfologicas sédo similares a outros Mazama de menor
porte, sendo que as analises craniométricas e biométricas foram incapazes de

separar essas espécies entre si.

A espécie forma um grupo monofilético comprovado em todas as arvores

filogenéticas realizadas com exemplares coletados do México.

A caracterizacdo citogenética de um exemplar de vida livre coletado em
Veracruz, México, mostra a existéncia de um novo cariétipo para a espécie
M.temama, diferenciado do cariétipo antes descrito para a espécie a partir de

exemplares em cativeiro.
E proposto um nedtipo para a espécie M.temama.
Todas as analises morfologicas, citogenéticas e filogenéticas separaram

a espécie M. temama de M. americana, previamente considerada como

subespécie da mesma e confirmando que trata-se de espécies independentes.
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Fauna Laguna de Términos (Av. Adolfo Lépez Mateos s/n esq. Héroes del 21 de Abril, Prolongacién Playa
Norte, C.P. 24140, Ciudad del Carmen, Campeche, Tel. 01 (938) 382 6270, e-mail: jhernandez@conanp.gob.mx);
C. Rafael Robles de Benito, Director de la Reserva de la Biosfera Ria Lagartos (Estacién de Campo Ria
Lagartos: Crucero Ria Lagartos-Tizimin, Ria Lagartos, Yuc. y Calle 18, No 120 por Av. Pérez Ponce, Col.
tzimna, C.P. 97100, Mérida, Yuc., Tel. 01 (986) 861 14 30, e-mail: rafael.robles@conanp.gob.mx,
lagartos@conanp.gob.mx y rbrialagartos@prodigy.net.mx); C. René Humberto Kantu Palma, Director de la
Reserva de la Biosfera Ria Celestin y del Parque Nacional Arrecife Alacranes (Calle 18, No. 120 por Av. Pérez
Ponce, Col. Itzimna, C.P. 97100, Mérida, Yuc., Tel. 01 (999) 926 42 18 y 938 07 08, e-mail:
celestun@conanp.gob.mx y rkantu@conanp.gob.mx); C. Angel Omar Ortiz Moreno, Director de la RB Sian
Ka'an y ol APFF Uaymil (Calle Venado No. 71, Segundo Piso, Supermanzana 20, Manzana 18, C. P. 77500,
Cancin, Benito Juarez, Quintana Roo., Tel. 01 (998) 892 15 67, e-mall: siankaan@conanp.gob.mx y
omortiz@conanp.gob.mx); C. José Juan Pérez Ramirez, Director del Area de Proteccién de Flora y Fauna Bala
‘an Ka' ax (Venado No. 71, 2do Nivel, Sm 20 Mz. 18, C.P. 77500, Cancin, Q. Roo., Tel. 01 (998) 887 1997, e-mail:
Jperez@conanp.gob.mx); y al C. José Bernardo Rodriguez de la Gala Méndez, Director del Area de Proteccién
de Flora y Fauna Yum Balam (Calle Venado # 71 y 73, Supermanzana 20, Manzana 18, Retorno 8, Lotes 2 y 4
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SUBSECRETARIA DE GESTION
PARA LA PROTECCION AMBIENTAL
DIRECCION GENERAL DE VIDA SILVESTRE

SECRETARIA DE MEDIO AMRBIENTE OFICIO NUM. SGPA/IDGVS/ 0682 14
¥ RECURSOS NATURALES 821
MEXICO, D.F., A

25 JUL 2014
“2014, Ao de Octavio Paz".

C.P. 77500, Cancun, Benito Juarez, Q. Roo y Avenida Palominos s/n, Edificio SEMARNAT, C.P. 37580, Holbox,
Municipio de Lazaro Cardenas, Q. Roo., Tel. 01 (999) 938 07 08, e-mail: yumbalam@conanp.gob.mx), C. Carlos
Agustin Bautista Jiménez, Director de la Reserva de la Biosfera Pantanos de Centla (Av. Paseo de la Slerra
613, 2°. Planta, Col. Reforma, C/P. 86080, Villahermosa, Tabasco, Tel. (993)313 9362, e-mail:
pcentla@conanp.gob.mx; chautista@conanp.gob.mx), lo anterlor para coordinar las actividades de campo con
el ANP, presentar su programa de actividades, lista de participantes y fechas en que pretende ingresar al ANP;
asi mismo se le asignara el personal del ANP que lo acompafard durante los trabajos de campo y deberd
acatar las indicaciones, acceso y recomendaciones que le haga dicho personal.

3. - Obligatoriamente y previo al Inicio de actividades en la UMA, debera contactar al Director & Propietario de las
mismas, para que le permita el acceso, para lo cual debera indicar de! Proyecto que realiza las actividades que
realizara y los beneficios que obtendra al participar el proyecto

4. - En la realizacién del proyecto propuesto, se responsabilizara al titular de la investigacion de cualquier impacto
clgnlﬁcallvoquemulmwbnlupobhclon«dclaﬂomohmaslmuuywsh&bm.potloqmdom
considerar el riesgo de perturbacion del ecosistema, antes de su ejecucion y no llevario a cabo i existe algun riesgo.

5.-muiﬁoammuw,mmwwmmmuoymmmm
m«bwmmuwabqoabsbcbmndmbsdebmnadembnmbnwykm
Naturales en los Estados de Campeche (Tel. 01 (981) 811 23 31), Quintana Roo (Tel. 01 (983) 835 0222, 835 0226),
Tabasco (Tel. 01 (993) 910 14 07, 910 1408), Yucatan (Tel. 01 (999) 842 13 07), enviando copia del mismo 2 fa
Direccién General de Vida Silvestre. De igual manera, al término de dichas actividades lo notificard a esas
- Delegaciones Federales. enviandole un reporte detallado por escrito.

s.-unwwwmmmmmuammmmwwwaooyemae
bpreeememwmadén.ConbasedCapfwa.MmssdehLayGewaldeVmSimm.elmalevﬂbiobgico
colectado sera depositado en Ias Instalaciones del Herbario del CEDESU y ¢ Mueso de la Biodiversidad Maya. ambos
dthniversidadAmmnadeCanpedleyenelMuseodeZoologiadeElCoiegiodelaanlsmSwyellitulardeh
autorizacion, asume la responsabilidad de remitir 3 esta Direccion General, copia de la(s) constancia(s) del(os)
deposito(s) debidamente firmado(s), especificando la canlidad del material depositado.

7.- COnbaseaICapihxloN.NucubsedelaLeyGeneraldeVﬂaSimsuuy12660!ReglamenbdelaLeyGeneral
de Vida Silvestre, el responsable del proyecto debera someter a la consideracién de l2 Direccién General de Vida
Sivaste,enmplammmayordesoﬂRElNTA)dlasdeomcluidalavigenchdelapteseme, un informe que
describa detalladamente Ias actividades realizadas, los resultados obtenidos, la problematica de! srea trabajada, las
potenciales altemativas de solucidn y -en su oportunidad-, la(s) publicacién(es) y sobre firos producto de Iz
l"'esw X .

s.-mmmmmmmummmMymm
Wumwm.mbmm.wmmMmmmm
de México, sean Estatales o Federales, sin previa autorizacion.

continGa al reverso.../
\ Hoja 2 de 2
Av Revohoon 1425, Nvet 1. Tt Thacooe San Argsl

Delagicién Avews Coregin. T P. 21040 Méxes, 0 F
Tehlfons O1E5) 6263308 Fau D1(S5)55- 4380
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Se recomienda que durante sus actividades de campo, en el caso de observar ejemplares de especies listadas en la
Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010, se notifique de ello (la especie, ubicacién geografica y la fecha)
a esta Direccidn General, onelnfmmdomv:dadounbsmendomdo

La presente autorizacion es personal e intransferible y habra de mostrarse a las Autoridades Federales, Estatales y
Municipales cuantas veces lo soliciten. Asi misme y tomando en consideracion lo establecido por el Articulo 87 de la
Ley General del Equilibrio Ecolégico y la Proteccion al Ambiente y por el Capitulo IV, Articulo 97 de la Ley General de
Vida Silvestre, el titular de la presente debera contar con el consentimiento previo, expreso e informado de los
legitimos propietarios de la(s) tierra(s) donde pretende desarroliar el proyecto.

El incumplimiento de las condiciones aqui establecidas, dara origen a la instauracion de un procedimiento
mﬂni!tnﬁvoanhhwbddadwnmm para proceder a la cancelacion de la autorizacion y a la

aplicacion de la correspondiente, segln sea el caso.
% SECRETARIA \ &
EL DIR ('n, Y REQUSR
. I
/ UJ
." s 3 15
/4 = A
. EMARNAT Iy
SABEDIAN DE LA ROQUETTE DELEGALC
Esps
Ciw
C.c.p. C, Joel Gonzélez Moreno.- Director G ] y Viglancia de Vida s&mtn y Ecosi Costeros,
PROFEPA.- Carr. Picacho Ajusco No, 200 c' P.c cu de @ Tialpan, CP. 14210, México D.F

C. Cesar Murillo Jusrez.- Coordinador de celn s
C. Enrique Pérez Gémez.- Delegado Federal de la SEMARNAT cnd&uﬂou Campeche - delegado@campeche semamat gob.mx
C.Rall Omar Gonzélez Castilla- Delegado Federsl de |a SEMARNAT en el Estadco de Quintana Roo-

delegadof@ar.semamat.aob.mx; mulo.gonzalez@qr.semamataob.mx
C.Luis Alberto Lopez Carbajal- Delegaco Federsl de s SEMARNAT en el Estado de  Tabasco-

C. Jorge Carlos Berlin Montero - Delegado Federal de in SEMARNAT en ef Estado de Yucatdn - deleqado@yucatan semarmatgobmx
C. José Adalberto Zifiga Morales- Owector do la Roserva ce Ia Biosfera de Calakmul- calakmul@conanp.aobmx:

C. %rwmum Director de Ia Resarva de |a Biosfera Los Petenes.- WW!
C. José Hornéndez Nava - Director del Area do Proteccidn de Flora y Fauna Laguna de Términos - [hernandez@conanp.aob
C. Ratael Robles de Benito- Director cdo Ia Reserva do la Bosfera Rla Lagartos- LIoblesRco:

lagartos@conanp gob mx; tbrlalagartos@orodigy.netmx '
C. René Humberto Kantu Palma.. Director do la Reserva de la Biosfera Ria Celestin y del Parque Nacional Arecife Alacranes -
c. Omar Ortiz Moreno.- Director de 1a Reserva de la Biosfera San Kaan y Area de Proteccidn de Flora y Fauna Usymd -

W-Wﬂu
C. José Juan Pérez Ramirez - Director dol de Proteccién de Flora y Fauna Bola'an Ka' ax.- [persz@conang qob.mx
C. José Bernardo Rodriguez de la Gala Méndez, Director del Area de Proteccdn ce Flora y Fauns Yum Salam.-

yumbatamBconane.gob.mx
C. Carlos Agustin Bautista Jiménez.- Director de la Reserva deo la Biosfora Pantanos de Centla- pcentia@@conanp.aobmx:

C. David Ouunu Cuboml Director General de Manejo para la Conservacion de Areas P
Areas - C Picacho Ajusco No. 200, 8°, Piso. Col. ines de la Deleg ‘nup-ncpsmo
México, D.F .-

daquticonanp.gob.mx
c. Fornnnco sm Cuneho- Jefe del Depatamento de Andlisis para el Aprovechamiento de Otras Especies.- Edfico

ColectCient- GriseldaEscalonaSeg-AVE_MAMIFER(18-7-14)
“Por ungfc e ecoldgica y el uso eficiente del papel, los copios de conocimiento de este oficio de remiten via electronico”
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APENDICE B

Doacéo inecol

INSTITUTO DE ECOLOGIA AC

Carretora Antigua a Coatepec #3851
Las Hayas, Xalapa, Veracruz, Maxico,

Enero, 27 2016

A Autoridades de la Aduana Brasilewra.
Asunto: Donacion de Material Biologico.,

A qulen pusda nteresar,

Por medio del sigulente documento doy constancia de la donackdn de material bioldgico que s# #ncuentra
sctualmente bajo la responsabilidad de la Profa. Dr. Sonla Gallina Tessaro, Investigador titular del instituto de Ecologla
AC. La prosante donacién va dirigida al Nicleo de Pesquisa e Conservacho de Cervideos (NUPECCE) perteneciente a la
Universidad Estadual Paulists “Julio de Mesquita Fitha" UNESP. Este material forma parte de la colaboracion clentifica
entre ol Investigador brasilero José Mauricio Barbanti Duarte y los investigadores mexicancs Sonia Galling Tessaro v
Rafael Reyna-Hurtado, que servird para la realizacion del proyecto de investigacidn titulado: “La blsaqueda de Topétioes
¥ produccién de Odtipos y genotipos como 13 mejor forma para la resclucion de la leja t i del g 4
Mazoma (Mammalia,Cervidae)®, financlado por &l Consejo Nacional de Desarrollo Tecnologics {CNPg) Brasil,

Estdn slendo donados al Nucleo de Pesquisa e C vagio de Cervideos (NUPECCE]: Créncos, post-craneos,
Pieles ablertas y muestras de tefido conservados en formol y etanol, asi como tambidn tefidos conservados an nitrdgeno
liguido, correspondi alos sigui animales:

Un macho de la especie Mazomy pendora, onginario de ia Peninsula de Yucata lectado bajo »l perme
SGPA/OGVS/04214/2015.

Un macho y un hembra de [a especle Maozama temama, originarios de la Peninsula de Yucatan, colectados bajo
ol permiso SGPA/DGVS/06822/2014 ¥ donados al Instituto de Ecologia A.C. (INECOL) segin consta en el oficio anexo.

Una hembra de Moramo temaoma, originaria del estado de Veracruz, donada al INECOL segun consta en ol
oficlo redactado por e sehor Carlos Ros.

Todos los " dos & asta declaracidn como parte de la justificative del origen legal de los
epedmenes.

Sin mis que declr, por favor no deje de contactarme para cualquier otra Informacidn que pueda sar necesaria.

'ﬂ—'”?r(%

Dr. Martin Ramdn Aluja Schunemman Hofer " Prot. sonla Gallina Tesdbro  *
Director General Investigador titular

Instituto de Ecologla AC Red de Blologls y Conservacion de Vertabrados
A Instituto de Ecologle A.C



