UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS

Unidades evolutivas e conservacéo do Veado-campeiro

(Ozotoceros bezoarticus Linnaeus, 1758) no Brasil

Rullian César Ribeiro

2023



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS

Unidades evolutivas e conservacéo do Veado-campeiro

(Ozotoceros bezoarticus Linnaeus, 1758) no Brasil

Discente: Me. Rullian César Ribeiro

Orientador: Dr. José Mauricio Barbanti Duarte

Tese apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias -
Unesp, Campus de Jaboticabal, como
parte das exigéncias para a obtencéo
do titulo de Doutor em Genética e
Melhoramento Animal

2023



Ribeiro, Rullian César
R484u Unidades evolutivas e conservacédo do VVeado-campeiro
(Ozotoceros bezoarticus Linnaeus, 1758) no Brasil / Rullian
César Ribeiro. -- Jaboticabal, 2023
104 p. : ., tabs., mapas

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal
Orientador: José Mauricio Barbanti Duarte

1. Genética. 2. Genética animal. 3. Genética de populacdes.
4. Ecologia. 5. Cervidae. |. Titulo.

Sistema de gerac&o automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal. Dados fornecidos pelo
autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




o UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp ™

Campus de Jaboticabal

aborcabal

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA TESE: UNIDADES EVOLUTIVAS E CONSERVAGAO DO VEADO-CAMPEIRO (Ozotoceros
bezoarticus Linnaeus, 1758) NO BRASIL

AUTOR: RULLIAN CESAR RIBEIRO
ORIENTADOR: JOSE MAURICIO BARBANTI DUARTE

Aprovado como parte das exigéncias para obtencéo doTitulo de Doutor em Genética e Melhoramento

Animal, pela Comissdo Examinadora:

Prof. Dr. JOSE MAURICIO BARBANTI DUARTE (Participagao Virtual)
Departamento de Zootecnia / FCAV UNESP Jaboticabal

Documento assinado digitalmente

vb JOSE MAURICIO BARBANTI DUARTE
g ®| Data: 25/07/2023 16:58:08-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Documento assinado digitalmente

Profa. Dra. CYNTIA PERALTA DE ALMEIDA PRADO (Participagao Virtual) €} \é;b s P PRADR
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal / UNESP FCAV Jaboticabal Verifique em hitps://validar.iti.gov.br

Vb ELIAS ALBERTO GUTIERREZ CARNELOSSI
Prof. Dr. ELIAS ALBERTO GUTIERREZ CARNELOSSI (Participagac Virtual) g * el O
Departamento de Zootecnia / Universidade Federal de Sergipe (UFS) - Nossa S g \&b SAURA RODRIGUES DA SILVA

Data: 25/07/2023 17:57:06-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Pos-Doutoranda SAURA RODRIGUES DA SILVA (Participagao Virtual)
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria / FCAV UNESP Jaboticabal

Profa. Dra. SUZANA GONZALEZ (Participacao Virtual) F7 Susana Gonzalez

Departamento Biodiversidad v Genética / Insituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable
Montevidéu/UR

Jaboticabal, 06 de julho de 2023

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - Campus de Jaboticabal -
Via de Acesso Professor Paulo Donato Castellane, s/n, 14884900, Jaboticabal - Sao Paulo
https:/hwww feav.unesp bri#l/pos-graduacao/programas-pg/genetica-e-melhoramento-animalCNPJ: 48.031.918/0012-87.



Dados curriculares do autor

O autor possui licenciatura (2012) e bacharelado (2013) em Ciéncias Biologicas
pela Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho" (UNESP), Campus
de Jaboticabal, foi bolsista Capes/CNPqg de iniciacdo cientifica junto ao
departamento de fisiologia e morfologia da FCAV-UNESP atuando na area de
fisiologia do stress em peixes. Atuou como representante discente junto ao
conselho do curso de ciéncias Bioldgicas, e junto ao departamento de biologia,
ambos pertencentes a FCAV-UNESP. Titulado como mestre em genética (2016)
pelo Programa de Pds-Graduacdo em Genética do Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas - UNESP, Campus de Sdo José do Rio Preto, sendo
bolsista CNPq por 24 meses. Atuou como professor de Ensino Médio, Técnico,
Educador Ambiental e EJA na rede publica e privada na regido de Jaboticabal.
E membro do Nucleo de Pesquisa e Conservacdo de Cervideos (NUPECCE)
desde 2018. E doutor em Genética e Melhoramento Animal pelo programa de
Genética e Melhoramento Animal da UNESP, Campus de Jaboticabal, sendo
bolsista CNPq por quatro meses e Bolsista FAPESP por 44 meses. Suas
principais areas de atuacdo sdo genética geral, genética de populacdes e

genética da conservacao.



““Wahanararai wahanararai, marinawah kinadih marinawah kinadih; tabarinih
hidja hidyanih, hidja-hidjanih.”

Canto Kanamairi



Dedico essa tese a todos aqueles que lutam
de alguma forma em prol da ciéncia e do meio ambiente no Brasil.



Agradecimentos

Esse trabalho nao seria possivel ser realizado da maneira que foi se nao
fosse o financiamento e bolsa outorgada a mim pela FAPESP (Projeto
2019/07655-9) e pelo suporte laboratorial, cientifico e intelectual dados pelo
Nucleo de Pesquisa e Conservagdo de Cervideos (NUPECCE), sob a
coordenacao do Prof. Dr. José Mauricio Barbanti Duarte, o qual me orientou e
confiou a execugao deste projeto que me deu a oportunidade de conhecer nosso
pais de uma perspectiva unica, e caminhar em dire¢gdo a uma carreira cientifica.
Ressalto a obra do Professor Barbanti, traduzida no NUPECCE, que por vezes
funciona como um organismo vivo por meio de todos os colaboradores que ali
estao e que ali passaram, fazendo com que o trabalho iniciado a mais de trinta
anos continue produzindo tantos frutos em prol da conservagao dos cervideos e

da ciéncia no Brasil.

Muitas foram as relagdes construidas ao longo do desenvolvimento deste
trabalho, seja em discussdes cientificas, execucao de trabalhos paralelos, me
acompanhando nas aventuras de coleta pelo Brasil ou mesmo durante um
simples café. Sem estas relacdes néo seria tao prazeroso ter trilhado o caminho
que me trouxe até aqui. Deixo aqui meu agradecimento aos contemporaneos de
laboratdérios os quais muitos chamo de amigos: Marcio de Oliveira Leite, Pedro
Henrique de Faria Peres (Parlito), Francisco Grotta Neto (Chico), Eluzai Dinai
Pinto Sandoval (Elu), Gabriela Vaccari (Gabi), Agda Bernegossi, Jeferson
Freitas, Isabel Lima (Bel), Valdir, Eduard e Thaylane. Um agradecimento especial
ao Joao, nosso técnico de laboratério que possui uma paciéncia e calma

invejavel com todos os que ali passam.

Dois outros membros fundamentais no desenvolvimento dessa tese foram
nossos caes farejadores Thunder e Nicks. Sem eles, e principalmente a Nicks
que me acompanhou por praticamente todas as coletas realizadas, seria
impossivel realizar esse trabalho. Eles ndo s6 possibilitaram a realizacdo desse
trabalho como foram fundamentais na mudancga da minha percepcédo em relacéo

a relagao com os animais. Muito obrigado.



Ao longo das coletas de campo tive a oportunidade de poder trabalhar
com amigos antigos como a Alessandra Bertassoni (Al€) e de conhecer muitas
pessoas que me auxiliaram, indicaram os caminhos e deram abrigo a mim e a
meus companheiros na busca das amostras. Deixo um agradecimento especial
ao seu Luiz, Vilhena - RO, Mauricio Scherer, Parque Estadual do Espinilho — RS,
Junior, PARNA da Serra Geral do Tocantins — TO, A equipe de brigadistas dos
PARNA da Serra da Canastra, PARNA dos Campos Amazénicos, PARNA do
Mapinguari, PARNA das Nascentes do Rio Parnaiba — PI, ao Carlos (RPPN Yta-
Y-Tiba), Fernanda G. Braga, Secretaria do Meio Ambiente do Parana, Tatiane,

PARNA da Chapada dos Veadeiros — GO, a professora Dra. Suzana Gonzalez.

Agradeco a meus pais, Rose e Marcos, pelo apoio e incentivo, mesmo
sem entender direito o que eu estava fazendo atras de fezes de veados com uma
cachorra por tantos lugares, que sempre me foi dado. Através da luta e trabalho

deles e de meus avés, Bida e Laura, consegui chegar até esse momento.

Mais uma vez agradego a minha companheira de vida, amiga, cientista e
agora mae da minha filha, Amanda de Faria Santos (Dou). Sem seu apoio,
paciéncia, compreensio, amor e dedicacado nio teria trilhado meu caminho da
forma que fazemos. Tantos foram as situagdes ao longo do deste Doutorado que
sua participacdo foi essencial que descrevé-las seria leviano. E junto a ela
agradeco a meu filho Enzo, e minha filha Elis, que tanto me inspiram e me

motivam diariamente a construir uma vida com essa familia. O papai ama vocés.



Sumario

Resumo - Unidades evolutivas e conservacdo do Veado-campeiro.........ccceeeeeeeeeeennns 10
Abstract - Evolutionary units and conservation of Pampas deer...............cccceeen. 11
CAPITULO 1 - CONSIAEragtes GeraiS............cueovieieieeeeieeeeeseeeeseiesssssesseseseeesesesnens 12
1. INtrodUGAO0 geral .........oooiiiiie 12
2. Revisdo de literatura ..., 14
2.1, Relagoes filogen@tiCaS........uuuuuuuiiiiiiiiiiiii e 14
2.2. Taxonomia histérica de Ozotoceros bezoarticus ............cccceuveeeiiieeeiieinnnnaannn. 15
2.3, CHOGENATICA. .. ...cce it 18
2.4. Genética populacional ..............oouuiiiiiii i 18
2.5, ECOIOQIA. .. ittt 21
2.6.  CicClo reprodUEIVO.......cuuiiiei e e 23
D N 070 111 oV Vo= Lo TP 24
3. Referéncias bibliograficas ... 27

CAPITULO 2 - Padrdes filogeograficos e definicdo de unidades evolutivas
significativas e unidades de Manejo de Veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus,

LINNAEU 1758) oo 36
RESUMO ... e e ettt e e e e e e et ettt a e e e eaaeeannes 36
1. [ 1o To 18 o= o T 38
2. Material € MELOUOS........uuuiii i e 42
2.1. ODbtencao de amOSIras...........ceiiiiiiiiiiicee e 42
2.2. Extracdo, amplificacao e identificagcdo enzimatica ............ccccceeeviieiviiiiiiinnnnnn. 45
2.3.  Individualizagao das amoStras...........ceeiiiiieiiiieiiic e 45
2.4, SEQUENCIAMENTO.....cciiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e eeeraaaes 46
2.5, ANALISES ... e 47
2.5.1. Diversidade genética e teste de neutralidade...............cccccevvvvvvveiiiiiiiiiiiieiiieee, 47
2.5.2. Mismatch distribution e diStAncia genetiCa ............oeeviiiiiiiiiiiieeeeiiiiieee e 48
2.5.3. Comparagéao entre conjuntos amostraiS..........cccccvvvvviiiiiiiiiiiiiieeeee 48
2.5.3.1. Rede NaplOtiPICa ... .uueeiiieeeiiiiiiiiee et e e e e e e e e 48
2.5.3.2. EStrUtUraGa0 QENETICA ....eeeiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e ane 48
2.5.3.3. HistOria EVOIULIVA .......cccoeiiiieiicceee e 49
3. (TS 011 7= o [0 13 50
3.1. Diversidade genética e teste de neutralidade ..............cccoeevvieiiiiiiiiiiiinnn. 50
I T B 115 g o 10 for=To J o= = o 7 P 51
3.3, Rede de haplOtipOS. .....uu i 51



3.4, EStruturagd0o gen@tiCa...........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiii e 54

3.5.  Analise de agrupamentos ..............uuuuummmmmmmmmnniiiiiiiiii e 55
3.6, HiStOria @VOIULIVA .........uuiiiiiiiiiiii e 58
3.7, Teste de Mantl .........uuuuiiiiiiii e 60
4. I E=T o 1= 7- Lo R 60
4.1. Diversidade gen@tiCa .............ccccoiuumimmmiiiiiiiiii 61
4.2. Padrao demografico e teste de neutralidade.............ccviieii e, 61
4.3. Padroes fllogeografiCOS ..............uuuuumimmmuiiiiiiiiiii e 62
4.4. Unidades evolutivas significativas e areas prioritarias para a conservagao ..66
5. L©7 0] o (U= o P 66
6. Referéncias bibliografiCas ............oouiiiiiiiii i 67
CAPITULO 3 - Distribuicdo e influéncia das transformagées de campos naturais na
conservagao do Veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus LINNAEU, 1758) ............. 74
RESUMO ... e e ettt e e e e e e et ettt e e e e aaaeennees 74
1. LTy LU To= o TP 76
2. Material € MELOUOS.......uuuiiii i 79
2.1, Area de StUAO ........coeoveeiieeeceeeee et 79
2.2.  Obtencao dos pontos amOStrais ..........ceevieeeiiiiiiiiiiii e e 80
2.3. Extracdo, amplificacéo e identificagcdo enzimatica ..........c....ccoeeiiiriiin e, 81
2.4. Individualizagdo dos iNdiVidUOS............cooiiiiiiiiiiiiiiee e 81
2.5. Modelagem de nicho eColOgiCO.........ccoeiiiiiiiiiiiiiiii e 82
2.6. Distribuicdo geografica historica e atual.............cccccciiiiiiiiiiiiiiiis 82
3. (TS 011 7= o o =3 84
3.1.  Modelagem de nicho €COlOGICO. .........uuuiiiiiiaiiiiiiiie e 84
3.2. Distribuicdo historica e atual............cooovieiii i, 85
4. 1Yo U 1= 7- Lo R 87
5. 107 0] o] [ 1= o 1SRRI 90
6. Referéncias bibliograficas ... 91
Y a1 (o T ST SSRP 102



Resumo - Unidades evolutivas e conservacdo do Veado-campeiro

(Ozotoceros bezoarticus Linnaeus, 1758) no Brasil

O veado-campeiro € uma espécie que pertencente a familia Cervidae e possui
sua distribuicdo histérica em areas abertas desde o sul amazénico até o norte
da argentina. Seu periodo de atividade € diurno e possui busca ativa por alimento
sendo um podador pastador, com preferéncia alimentar para brotos e flores. Até
0 momento existem cinco subespécies reconhecidas que foram descritas com
base na sua morfologia e composi¢cao genética. Devido aos seu facil avistamento
e especificidade de habitat as pressdes antropicas tém causado impactos na
conservagao da espécie, sendo a conversao de vegetacdo nativa em areas de
plantio, caca, atropelamentos e entradas de doencas do gado as principais
ameacgas para a especie. Esse trabalho teve como objetivo delimitar a
estruturagdo genética das populacdes relictuais de veados-campeiros ao longo
de sua distribuicdo no Brasil, utilizando pequenos fragmentos mitocondriais
extraidos de DNA fecal partindo da hipotese que essas populagdes tenham se
estruturado devido ao isolamento por distancia. Foi realizada a modelagem de
nicho ecoldgico da espécie, com o intuito de prospectar as areas com a maior
probabilidade de ocorréncia da espécie baseando-se em variaveis climaticas e
dados de cobertura do solo. Através das analises populacionais foi possivel
perceber que as populagdes amostradas possuem uma historia filogeografica
representada por um clina genética o que refuta a hipotese de isolamento por
distancia e traz uma nova perspectiva sobre as conexdes entre as populacdes
da espécie. A partir da modelagem de nicho ecoldgico foi inferido que a area
atual de distribuicdo da espécie sofre com o avango da agropecuaria sendo o

plantio de soja o cultivo que possui 0 maior avango sobre os campos naturais.

Palavras-chave: Genética de populagdes, nicho ecolégico, veado-campeiro,

filogeografia, soja.
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Abstract - Evolutionary units and conservation of Pampas deer

(Ozotoceros bezoarticus Linnaeus, 1758) in Brazil

The pampas deer (Cervidae) is a species that presents a historical distribution in
open areas from the southern Amazonia to the northern Argentina. It is a browser
and diurnal activity species, preferring sprouting grass and flowers as food. Until
now, that are five recognized subspecies that was described based on their
morphology and genetic composition. Due to easy sighting and habitat specificity,
the anthropical pressures are causing impacts in the conservation of the species.
The conversion of native vegetation into planting areas, hunting, road kills, and
introducing of cattle diseases are the mainly threats for the species. This study
aimed to delimit the genetic structure of the remaining populations of the pampas
deer along its Brazilian distribution, using, for this, short mitochondrial genetic
fragments obtained from faecal DNA. The initial hypothesis was that these
populations were structured due to the process of isolation by distance. The niche
modeling was performed aiming to prospect the areas with higher probability of
species occurrence, based on climatic variables and soil covering data. The
genetic population analyzes showed that the sampled populations present a
phylogeographical history represented by a genetic cline, which refutes the
isolation by distance hypothesis. This data also highlights a new perspective
about connections among the populations of the species. From de niche
modelling results, we also inferred that the current distribution area of the species
is suffering due to advancement of agriculture, being the soybean planting the

crop that has the greatest advance over natural fields.

Key words: Populations genetics, ecological niche, Pampas deer,

phylogeography, soybean
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CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1. Introducao geral

O Veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus LINNAEUS, 1758) é encontrado
em fitofisionomias de formagdes abertas, como o Cerrado, o Pampa e o Pantanal
no Brasil. Seu periodo de atividade é diurno, portanto, visto com certa facilidade
nos ambientes em que habita (Gonzalez et al., 1998; 2002). Ele possui tamanho
meédio, variando de 1,20 a 1,50 metro de comprimento e 0,7 a 0,75 metro de

altura, com peso entre 30 e 40 Kg (Gimenez-dixon, 1986).

A espécie é seletiva em relagao a sua alimentacéao, preferindo brotos, folhas
e flores mais tenras, que sejam de facil digestao e alto valor energético, sendo
considerado um animal podador-pastador que procura ativamente e
continuamente seu alimento (Mcarthur; Pianka, 1966; Rodrigues, 1996; Duarte
et al.,, 2012). Apesar de ser seletivo em relacdo ao seu alimento, o Veado-
campeiro possui plasticidade para se adaptar as condicbes do meio onde esta
inserido, podendo variar sua dieta escolhendo plantas que, geralmente, néo sao

suas preferéncias em condi¢cées de ampla variedade de alimento (Cosse, 2010).

Atualmente, estdo descritas cinco subespécies de veado-campeiro: O. b.
arerunguaensis e O. b. uruguayensis, ambas identificadas no Uruguai (Gonzalez
et al., 1998; 2002); O. b. celler, que vive na regiao do Pampa argentino, pé das
cordilheiras dos Andes e Sul do Rio Negro; O. b. Leucogaster, encontrado no
sudoeste brasileiro, sudeste boliviano, norte da Argentina e Paraguai; e, por fim,
O. b. bezoarticus, que vive desde o sul amazénico até a regiao do Pantanal mato-
grossense. Essas trés ultimas subespécies foram descritas por Cabrera (1943),

baseando-se em dados morfoldgicos.

No que tange as questdes conservacionistas, alguns fatores podem ser
apontados como principais causas do declinio populacional da espécie em
ambientes naturais, como a caga predatéria e de subsisténcia, e a perda de
habitat (Thornback; Jenkins, 1982; Robinson; Bennett, 1999; Peres, 2000;
Weber; Gonzalez, 2003).

A perda de habitat foi um dos fatores que mais contribuiram para que este

cervideo se tornasse uma espécie ameacgada, visto que, de 1900 até o momento,
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esta area foi reduzida a apenas 1% de seu tamanho original (Weber; Gonzalez,
2003; Gonzalez et al., 2010). Junto a isto, os atropelamentos em rodovias e
dentro das lavouras, a substituicdo de campos por plantagdes e pastos, e a
transmissdo de enfermidades por outros ungulados domésticos sdo fatores
agravantes para a conservagao da espécie (Weber;Gonzalez, 2003; Duarte et
al., 2012; Gonzalez et al, 2016 ).

Uma vez entendidas as possiveis ameacas para a espécie, € necessario que
agdes sejam determinadas para que ocorra a conservagao das populagdes que
ainda restam pelo Brasil. O Plano Nacional para a Conservagao de Cervideos
Ameacados de Extingdo (PNCCAE) (Duarte et al., 2012) possui como um de
seus objetivos a manutengao da viabilidade populacional genética e demografica

dos cervideos encontrados em territério nacional.

Entretanto, essas populacbes se encontram em um mosaico de biomas
fragmentados, sofrendo forte pressdo das agdes antrépicas, o que deve

contribuir para o agravamento demografico da espécie nos proximos anos.

Conhecendo o perfil genético das populagdes relictuais e sua potencial
distribuicdo, €& possivel que sejam determinadas Unidades Evolutivas
Significativas (ESUs). Estas sao definidas como linhagens de determinada
espécie que possuam fluxo génico altamente restrito em relagcdo a outras
linhagens do mesmo taxon e que sejam separadas filogeneticamente,
apresentando monofilia para haplétipos mitocondriais ou diferenga significativa
na frequéncia de alelos nucleares de determinado locus (Moritz, 1994; Fraser;
Bernatchez, 2001).

Este trabalho possui como objetivo caracterizar as populagdes de Veado-
campeiros relictuais de acordo com seu padrao genético; testar a hipotese de
isolamento por distdncia sob a estruturacdo das populagcbes da espécie;
determinar unidades evolutivas significativas (ESUs) para a espécie; modelar a
distribuicado potencial da espécie; compreender os impactos dos avancgos

agropecuarios sobre as populacdes relictuais da espécie nos ultimos 30 anos.

13



2. Revisao de literatura

2.1.Relagoes filogenéticas

O Veado-campeiro pertence a familia Cervidae, subfamilia Capreolinae,
Tribo Odocoileini, subtribo Blastocerina, género Ozotoceros (Heckberg et al.,
2016). Sua posicao filogenética € bem estabelecida dentro do grupo tanto para
dados morfolégicos quanto para dados moleculares (Broke, 1879; Cabrera,
1943; Duarte et al.; 2008; Gonzalez et al., 1998; 2002; Hassanin et al., 2012,
Heckeberg et al., 2016; Gutierrez et al., 2017).

O género Ozotoceros apresenta uma pequena diferenga morfologica
entre 0 macho e a fémea em relacado a largura do cranio e a fileira superior dos
dentes quando as espécies sao analisadas isoladamente de outros cervideos
(Gonzalez 1997; 2002), no entanto ndo ha suporte estatistico para essas
diferencas (Merino et al., 2005). As medidas craniométricas apresentaram uma
grande similaridade com o género Blastocerus, no entanto, a posi¢cao das orbitas
direcionadas mais anteriormente e um osso frontal menor entre os olhos no

Veado-campeiro, separam os dois géneros (Merino et al., 2005).

Para os dados craniométricos, os dois géneros, Blastocerus e Ozotoceros
apresentam alta similaridade formando um grupo que se mostra relacionado com
Hippocamelus (Merino et al., 2005). Outros dados morfologicos também
recuperam Ozotoceros e Blastocerus como grupo irmao de Hippocamelus
(Merino;Rossi, 2010).

Apesar dos dados moleculares apresentarem suporte para a monofilia de
Ozotoceros bezoarticus e seu pertencimento a tribo Odocoileini, suas relagdes
filogenéticas com as espécies dentro da tribo apresentam divergéncias. Duarte
(2008) recuperou Ozotoceros bezoarticus ao lado de Hippocamelus antisensis,
utilizando um fragmento de 934 pares de bases (pb) do gene CytB, sendo
corroborado por Heckenberg (2016), com a mesma hipotese filogenética a partir
da utilizagdo também de um fragmento de CytB de 747 pb. Ja para, Gutierrez
(2017), também utilizando sequéncias de CytB obteve um posicionamento
diferente dos trabalhos anteriormente mencionados. O género Ozotoceros é
recuperado como grupo irmao de um clado formado por Blastocerus dichotomus

e um clado formado por Hippocamelus antisensis, Hippocamelus bisulcus,
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Mazama chunyi e Mazama gouazoubira. Com a utilizagdo do mitogenoma de
183 espécies de Artiodactyla e Ceatacea, Hassanin (2012) recuperou
Ozotoceros bezoarticus como grupo irmdo de Mazama gouazoubira e
Hippocamelus antisensis. Por uma questao nomenclatural é importante ressaltar
que Bernegossi et al. (2022) propds a reutilizagdo de Subulo gouazoubira no

lugar de Mazama gouazoubira.

Com a utilizacdo de DNA satélites (sat DNA) (Vozdova et al., 2021), a
relacéo filogenética construida a partir das sequencias de sat || DNA para as
espécies neotropicais refletem a reconstrugao contada pelos fragmentos de CytB
nos trabalhos ja mencionados. O Veado-campeiro se apresenta como grupo
irmé&o de Blastocerus dichotomus e ambos se relacionam com Odocoileaus
virginianus. E importante ressaltar que ndo foram utilizadas amostras de
Hipocamelus spp., assim como em outras filogenias baseadas em mtDNA,
portanto a topologia final da arvore de DNA satélite para a espécie possui um
ruido amostral para a comparagao com os outros trabalhos. As sequencias sat |
e sat lll ndo recuperam O. bezoarticus como um grupo monofilético e a
sequéncia sat IV, apesar de recuperar a monofilia da espécie nao reflete as

relacdes filogenéticas obtidas para marcadores mitocondriais.

Como visto, tanto os trabalhos baseados em morfologia e as recentes
propostas filogenéticas baseadas em dados moleculares, até o momento,
confirmam a monofilia de Ozotoceros bezoarticus como unidade taxondmica

reconhecida dentro do grupo dos cervideos.
2.2. Taxonomia histérica de Ozotoceros bezoarticus

O género Ozotoceros Ameghino 1891, possui apenas a espécie
Ozotoceros bezoatrticus (Linnaeus, 1758), com sua localidade tipo descrita como
sendo em Pernambuco. A descricdo da espécie feita por Linnaeus, foi retirada
de Marcgrave (1648) o qual deve-se atribuir a primeira mengado a espécie
chamando-a pelo nome de “Cuguagu-apara”, segundo Cabrera (1943), ou

Cuguacu-ete segundo Tomas, (1911).

Tempos depois, o préprio Marcgrave reconheceu que sua identificagéo se
tratava de um espécime de gvasu-pihtda como era chamado pelos Guaranis

(Mazama americana Erxlebem). Essa mencao foi atribuida a uma fémea, jovem,
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de um cervideo de ocorréncia no norte da Amazénia, o que trouxe uma discussao
aos pesquisadores posteriores pois o Cuguagu-apara poderia se tratar de um
Veado-mateiro (Mazama americana Erxlebem), Cervo-do-pantanal (Blastocerus
dichotomus) ou alguma espécie pertencente ao género Odocoileaus (Cabrera,
1943). No entanto, Cabrera (1943) chama a atengéo para a impossibilidade do
Veado-campeiro ser confundido com espécimes pertencentes aos géneros

Blastocerus ou Odocoileaus.

Apos a avaliacdo de estudos prévios que levaram em consideragao as
medidas morfologicas, a descricdo de medidas cranianas e a coloracdo da
espécie, Cabrera (1943) reconhece trés subespécies de Veado-campeiro, O. b.
bezoarticus (Linnaeus, 1758), O. b. leucogaster (Goldfiiss, 1817, apud Cabrera
1943) e O. b. celer (Cabrera, 1943), cujo a localidade tipo € Campos del Tuyu,
General Lavalle, Buenos Aires Province, Argentina. Ja se era conhecida a
existéncia da espécie na Republica Oriental do Uruguai, porém nao possuiam
dados para classifica-las junto as demais subespécies (Cabrera, 1943; Jackson,
1987).

Gonzalez (1998), utilizando o marcador mitocondrial Dloop (453 pb),
realizou o primeiro estudo molecular para a espécie, com o intuito de entender
as diferengas genéticas existentes entre as populagdes isoladas de ocorréncia
no Brasil, Parque Nacional de EMAS e Pantanal; Argentina, Bahia de
Samborombén e San Luis; Uruguai, El Tapado e Los Ajos. Esse estudo
corroborou os dados morfologicos encontrados (Gonzalez, 1992) através de
comparagdes craniométricas que sugeriam que as populagdes do Uruguai

deveriam ser tratadas como duas subespécies distintas das demais.

Duas novas subespécies de Veado-campeiro foram descritas por
Gonzalez (2002) por meio de um estudo morfolégico comparativo entre
populagdes representativas das unidades genéticas pertencentes ao Brasil
(pantanal), Argentina (Bahia de Samborobdn, San Tiago del Esteros e Missiones)
e Uruguai ( El tapado e Los Ajos). Os dados morfométricos apresentaram uma
diferenciagao entre os espécimes do Uruguai e os demais. Ainda, dentro das
amostras uruguaias foram encontradas diferengas que corroboraram os dados

genéticos para a determinacéo de duas subespécies distintas.
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As novas subespécies descritas por Gonzalez (2002) foram: Ozotoceros
bezoarticus uruguayensis, com sua localidade tipo em Uruguai, Rocha
Department, Sierra de Los Ajos, 33°50'01"S; 54001'34"W; Ozotoceros
bezoarticus arerunguaensis, com sua localidade tipo descrita no Uruguai; Salto
Department, Arerunguai, El Tapado, 31'41'51"S, 56043'3 1"W.

Apos o histdrico de classificagdes da espécie, Tabela 1, e as descricdes
morfolégicas e genéticas (Cabrera, 1943; Gonzalez et al., 1998;2002) s&o
reconhecidas até o momento cinco subespécies de Veado-campeiro: O. b.
arerunguaensis e O. b. uruguayensis, ambas identificadas no Uruguai; O. b.
celler, que vive na regido do Pampa argentino, pé das Cordilheiras dos Andes e
sul do Rio Negro; O. b. leucogaster, encontrado no sudoeste brasileiro, sudeste
boliviano, norte da Argentina e Paraguai; e, por fim, O. b. bezoarticus, que vive

desde de o sul amazoénico até a regidao do Pantanal mato-grossense.

Tabela 1. Nomenclatura histérica da espécie Ozotoceros bezoarticus, Linnaeu 1758.

Nome Referéncia Loca_1I|dade
tipo
Cervus bezoarticus Linn. Syst. Nat. Ed. 12, vol.i. (1766) Pernambuco
Cervus cuguapara Ker, 1792, The animal kingdom, or zoological
guap system, of the celebrated Sir Charles Linnaeus
F. Cuvier, Dict. Sci. Nat. Vol. Vii. P. 484(1817);
Cervus campestris Burmeister, descript. Phys. Répud. Argent. Vol.
P lii. P. 463 (1879) Goeldi, mamiferos do Brasil,
p. 107 (1893)
Cervus leucogaster Goldfuss, D. A. in Schreber, Saugethiere, vol. V. Paraguai
9 p. 1127 (1817) 9
Cervus (Mazama) campestris H. Smith, in Griffith's Animal Kinodm, vol. iv p.
P 317 (1827)
Cervus azarae Wigmann, Isis, 1833, p.954 Paraguai
Jardine, Naturalist's library- Mamm.vol.iii.p. 174
Mazama campestris (1835)
Gray, List Mamm. Brit. Mus. P. 176 (1843)
. Gloger, Handbuch Naurgeschichte , p.140
Darcelaphus campestris
(1841)
Lesson, Nouv. Table Hist, Nat. P. 173 (1842) i
Cariacus campestris Brooke, Proc. Zool. Soc.p.923 (1878)
P Aplin, ibid. p. 313 (1894)
Ward, Records of Big Game, p. 59 (1869) B
Cervus (Elaphus Blastocerus)  Wagner, Schreber's Saugethiere, vol. iv. P. 369
campestris (1844)
Cervus (Elaphus Blastocerus) Wagner, op. Cit. p. 368 (1844) Pernambuco
comosus
Furcifer campestris Gray, Knovozley Menagerie, p. 68 (1850)

Blastocerus campestris
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Cervus pampaeus

Blastoceros campestris

Blastoceros comosus

Blastocerus sylvestris

Blastoceros azarae
Cervus comosus

Ozotoceros campestris

Ozotoceros (Blastoceros)
campestris

Gray, Proc. Zool. Soc. p. 237, Cat. Ungulata
(1850) Brit. Mus. p. 224 (1852)
Brit. Mus. p.87 (1872) Hand-list Ruminants Brit.
Mus. P. 158 (1873)

Bravard, A. Fauna pliocena de la America del
Sur. P. 15, in Geologia de los Pampas. Registro
Estadistico del Estado de Buenos Aires, 1:1-44.

(1857)
Fitzinger, SB. Ak. Wien, vol. Ixviii. Part i. p. 359
(1873)

Ixxviii. parti. p. 364 (1879)
Fitzinger, op. cit. P.359 (1873)
Ixxviii. p.356 (1879)

Gray, J. E. On the wood-deer of Brazil

(Blastocerus silvestris).

Ann. Mag. Nat. Hist., 4:426-427. (1873)
Fitzinger, op. cit. Lxxviii,p.359 (1879)
Burmeister, descript. Phys. Répud. Argent. Vol.
iii. p. 465 (1879)

Ameghino, Ver. Arg. Hist. Nat. Vol. i. p. 243
(1891)

Ihering, Mammiferos de S. Paulo, p.15 (1894)

2.3.Citogenética

O caridtipo do Veado-campeiro possui 2n = 68 e FN = 74 (Nietzel, 1979;

Duarte;Giannoni, 1995) com dois cromossomos autossOmicos € 0 Cromossomo

X metacéntrico, e o restante acrocéntrico. O cromossomo X & o maior do

cariotipo e possui uma grande quantidade de heterocromatina e uma grande

regiao telomérica, enquanto o cromossomo Y & pequeno e acrocéntrico (Duarte;

Giannoni,1995).

Vozdova (2022) por meio da realizagado da técnica de pintura cromossdmica
(FISH) identificou uma alta quantidade de DNA satélite (sat DNA) pertencente

tipo | e Il refletindo um alto grau de hibridizagao entre as espécies neotropicais

de cervideos. Para o Veado-campeiro foram encontradas diferencas

significativas, no bloco sat IV DNA, em relacao as espécies B. dichotomus e O.

virginianus.

2.4.Genética populacional

Dentre os trabalhos realizados para as populagdes de Veado-campeiro,

podemos distinguir aqueles que utilizaram marcadores mitocondriais e aquele

que utilizaram marcadores nucleares. Gonzalez et al. (1998) identificou 45
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haplétipos diferentes para o fragmento mitocondrial D-Loop (453 pares de bases,
pb) em seis localidades, distribuidas entre o Brasil, Uruguai e Argentina como ja
discutido na secéao relacionada a taxonomia da espécie. As analises mostraram
um alto grau de polimorfismo para essa regido, como esperado (Arctander et al.,
1996), o que possibilitou a confirmagado de estudos prévios (Cabrera 1943;
Jackson, 1987) indicando a estruturacdo da espécie e a conseguinte descrigéo
de duas novas subespécies, O. b. arerunguaensis e O. b. uruguayensis
(Gonzalez et al., 2002).

Nas populagdes argentinas, Bahia de Samborabén e San Luis, foi
encontrado um alto indice de sitios migrantes entre as duas populagdes
(Gonzalez et al., 1998). E sugerido que isto tenha ocorrido devido a
translocagdes de individuos, porém esta hipétese ndo é documentada, ou ainda,
teriam existido corredores ecoldgicos ligando essas populagdes, mas estes néo
sdo mais vistos atualmente. No Brasil foi encontrada um alta diferenciacéo
genética entre as populacdes residentes no Parque Nacional de EMAS e no
pantanal da Nhecolandia. Essas diferengas genéticas sdo corroboradas por
diferencas fisioldgicas relacionadas ao periodo de ocorréncia ciclo reprodutivo e
da troca dos chifres (Gonzalez et al., 1998).

Braga e colaboradores (2005), analisaram uma populagdo de Veados da
regido de Pirai do Sul-PR, utilizando os fragmentos D-Loop (601 pb) e CytB (486
pb). Dentre 11 sequéncias nucleotidicas, foram encontrados quatro haplétipos
diferentes em relagao aos descritos por Gonzalez (1998) para o fragmento D-
Loop. Além disso, os autores também encontraram dois haplétipos, dentre 8
sequéncias, para o fragmento mitocondrial CytB. Com este resultado é sugerido
pelos autores, que para fins de manejo de conservagao, essa populagao deve
ser tratada diferentemente em relacdo as populagdes ja estudas até aquele
momento.

No trabalho de Rodrigues et al. (2007) foi utilizada a técnica de RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) como uma outra ferramenta molecular
para investigar a divergéncia populacional e a variagdo genética das populagdes
existentes no Parque Nacional de EMAS e no Pantanal. O autor encontrou
fenodtipos Unicos para cada um dos individuos que compde as populacoes,
inferindo uma variabilidade genética moderada/alta, que corrobora os resultados

encontrados por Gonzalez et al (1998). E sugerido que essa diversidade genética
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esteja relacionada com a com um grande numero populacional historico que
sofreu um recente declinio populacional. No entanto, devido ao tipo de marcador
utilizado por Rodrigues e colaboradores alguns de seus resultados diferem dos
encontrados por Gonzalez (1998), como por exemplo a arvore filogenética
gerada através da analise de neighbor-joining. O resultado desta analise n&o
separou as populacgdes estudadas em clados distintos, como ocorreu no estudo
de Gonzalez (1998). Os autores discutem este resultado assumindo que o tipo
de marcador utilizado por eles ndo € o mais adequado para utilizagdo em
filogenias, no entanto esse pode ser um indicio que a histéria genética da
especie necessita da utilizagdo de novos marcadores e uma ampla abordagem
para o melhor entendimento das relagdes filogenéticas dentro da espécie.

Em relacdo a estudos populacionais que envolvam o trabalho com
marcadores nucleares, temos alguns trabalhos realizados com microssatélites
heterdlogos de ungulados (Cosse et al., 2007; Mantelato et al., 2017; Raimondi
etal., 2012). Cosse e colaboradores (2007), apds testarem 15 marcadores deste
tipo, obtiveram dados informativos para cinco deles, que geraram analises de
estruturagdo da populagao, relagdes intra e interpopulacionais, estratégias de
acasalamento e relagdes evolutivas.

Duas populacdes de Veados-campeiro da regido central do Pantanal foram
caracterizadas com a utilizagdo de um conjunto de microssatélites heterdlogos
bovinos, através de uma abordagem nao invasiva utilizando a coleta de fezes
frescas (Mantelato et al., 2017). Os dados gerados pelo trabalho mostraram uma
alta diversidade genética, mesmo sendo menor que a encontrada por Cosse e
colaboradores (2007).

Em uma tentativa de suprir o problema da nao especificidade dos marcadores
heter6logos, Raimondi e colaboradores (2012) desenvolveram 15
microssatélites especificos para a espécie, sendo trés loci monomorficos e 12
polimoérficos. Para gerar os parametros de variabilidade genética os autores
utilizaram quatro populagdes argentinas. Foram encontrados erros pontuais em
todos os loci devido ao stutering e a presenga de alelos nulos, os quais trés
destes, apresentaram desvio em relagédo ao equilibrio de Hardy-Weinberg. Este
trabalho trouxe uma base para estudos a posteriori, utilizando microssatélites

especificos para a espécie, o que nao foi feito até o momento.
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Para avang¢o no entendimento das relagdes intrapopulacionais da espécie se
faz necessario uma grande amostragem ao longo da distribuicdo atual das
populagdes relictuais do Veado-campeiro. Uma das alternativas para a obtencao
de uma ampla amostragem é a utilizagdo de técnicas nao invasivas, como é o
caso da utilizacdo de caes farejadores para encontrar amostras fecais (Oliveira
et al., 2012; Duarte et al., 2017). No entanto, amplificar fragmentos de genes em
amostras fecais é problematico devido ao DNA estar fragmentado. Como uma
alternativa para estudos populacionais em Veado-campeiro, Leandro et al.
(2022) propuseram a confecgdo primers para amplificagdo de pequenos
fragmentos de genes mitocondriais CytB (306 pb), ND5 (224 pb); e o teste em
relacdo ao sinal filogenético e a saturacdo nucleotidica, deste e de outros
pequenos fragmentos ja descritos na literatura (CytB, 224 pb; D-loop, 159 pb;
COl, 159 pb) (Gonzalez et al., 2009; 2012; 2018). Os resultados mostraram
especificidade e qualidade para a amplificacdo de amostras forenses, o que abre
a possibilidades para seu uso em novos estudos populacionais e filogenéticos,
no entanto, a arvore filogenética revelou clados polifiléticos entre as populag¢des
do Pantanal e do PARNA de Emas, nao recuperando a monofilia reciproca para
estas populagdes. Os autores (Leandro et al., 2022) destacam a importancia de
utilizar o fragmento Dloop (159 pb), mas alertam sobre sua saturagao

nucleotidica, que pode afetar os resultados das analises.

2.5.Ecologia

Historicamente, o Veado-campeiro é considerado como uma espécie de facil
visualizagéo, sendo encontrado em grandes bandos em areas abertas (Cabrera
1943, Gonzalez et al., 2010). Darwin (1860) relatou que a espécie podia ser
encontrada em enormes rebanhos na regiao do norte da Patagbnia e no entorno
do Rio da Prata. Sua distribuicdo ocorre entre a latitude de 4° e 41°S, em
fitofisionomias de formacgdo aberta no Brasil, como o Cerrado, o Pampa o
Pantanal, e nos enclaves de Cerrado na Amazénia, bem como em areas abertas
em outros paises, como Uruguai, Argentina, Paraguai e Bolivia (Gonzalez et al.,
2002; 2010). No entanto, atualmente, as populagdes relictuais sdo encontradas
isoladas em grupos pequenos de animais ao longo de sua distribuicao
(Ungerfeld, et al. 2008; Semefiiuk et al., 2015; Rocha et al., 2019).
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A area de vida do Veado-campeiro possui variagdes, essa discrepancia esta
relacionada ao tipo de metodologia utilizada, ao bioma estudado, ao fotoperiodo
e as diferengas sexuais (Zucco, 2015). Para o macho e a fémea a variagdo pode
ser, respectivamente, de 9,9 Km? a 80 Km? e 5.9 Km? a 64 Km?, no Cerrado
(Leeuwenberg et al. 1997; Rodrigues; Monteiro-Filho 2000), 0,32 a 5,6 e 0,35 a
5,4, no Pampa (Vila et al., 2008; Cosse, 2010; Gonzalez, 2004) e 0,8 a 4,3 € 0,96
a 5,5 no Pantanal (Lacerda, 2008; Versiani, 2011; Zucco, 2015).

A espécie é diurna, e possui um padrao de movimentacao relacionado ao
comportamento de forrageamento atrelado a lugares com o minimo de cobertura
arborea. No Pantanal, eventualmente, individuos do grupo utilizam as trilhas
feitas pelo gado para passarem de uma area aberta para a outra, mas nunca se
fixam nas areas com cobertura arbérea (Zucco, 2015).

No Brasil a vinda do gado remonta do século IXX, com ampla ocupag¢do do
Pantanal e Pampa. Nessas areas, existe um sistema de criagdo extensivo em
que o gado é criado de forma semi-cativa. Isso permite a cobertura de
gramineas, ndo havendo a necessidade de remogao da vegetacao natural para
o plantio de capim (Abreu et al., 2010; Viana et al., 2021). No Uruguai e Argentina
(Jackson; Langguth, 1987), Pantanal, Pampa, e em grandes areas de Cerrado,
como no PARNA da Serra Geral do Tocantis (comunicagao pessoal), ¢ comum
encontrar populagdes de Veado-campeiro convivendo com as criagdes de gado.

A proximidade com criagbes de gado pode levar ao compartiihamento de
doencas interespecificas, como por exemplo a doenga da lingua azul. Presente
em criacobes de gado, esta ja foi identificada nas espécies de cervideos
neotropicais como Blastocheros dichotomus e espécies do género Mazama
(Araujo-Junior et al.,, 2010; Ruder et al., 2015; Kawanami et al, 2018).
Considerando a alta capacidade de infeccbes cruzadas que o0s virus
apresentam, essa pode ser considerada uma ameacga potencial para o
adoecimento de populagdes de Veado-campeiro. Na Reserva de Campos de
Tuyu, Argentina, ainda foram encontrados resultados positivos para leptospirosi
e parainfluenza ( Uhart et al., 2003).

Em relacdo a alimentagdo, o Veado-campeiro € considerado seletivo, um
animal podador-pastador que procura ativamente e continuamente seu alimento,
preferindo brotos, folhas e flores mais tenras, de facil digestdo e alto valor

energético (Mcarthur; pianka, 1966; Duarte et al., 2012). A dieta da espécie
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possui maior consumo de plantas C3 podendo haver algumas populagdes que
consumam plantas C4. Esse padrao deriva do holoceno e persiste até as
populagdes atuais, o que explica a predilecado da espécie por brotos de facil
digestdo preferencialmente de plantas C3 (Scheifler, et al. 2023). Com isso,
mesmo sendo seletivo em relagdo a sua alimentacao, o Veado-campeiro possui
flexibilidade para se adaptar as condigdes do ambiente. Podendo variar sua dieta
em decorréncia da disponibilidade de alimento, escolhendo plantas que

normalmente n&o consumiria (Cosse, 2001).

2.6.Ciclo reprodutivo

O ciclo estral da fémea dura aproximadamente 21 dias, com um periodo
gestacional de sete meses, e o periodo de nascimento pode variar de acordo
com a regido e com a disponibilidade de alimentos (Gonzalez et al., 2010).
Durante o periodo de gravidez a fémea tende a manter suas atividades normais
junto ao grupo, no entanto, préximo ao nascimento ela se afasta e se mantém
isolada até parir (Ungerfeld et al., 2008).

Ha uma tendéncia dos nascimentos se concentrarem entre setembro e
novembro no Pampa argentino, junho a julho no Pampa uruguaio, agosto e
novembro no Cerrado, agosto a outubro no Pantanal e setembro a novembro na
regido sul do pais. Em algumas localidades s&o relatados nascimentos fora dos
periodos citados (Gonzalez et al., 2010). A proporgao entre macho e fémea pode
variar de 1:1 até a 1:2 no Uruguai, sugerindo uma taxa de mortalidade diferente
(Ungefeld et al., 2008).

O chifre é utilizado para a demarcacgao de territério e disputa com outros
machos, e seu desenvolvimento esta relacionado ao periodo reprodutivo
(Ungefeld et al., 2008). O aumento da testosterona induz o crescimento do chifre,
culminando o pico hormonal com a perda do velame (Pereira et al., 2005). Apesar
das quantidades altas de testosterona estarem conduzindo o periodo
reprodutivo, os padrdes de qualidade do sémen se encontram estaveis mesmo
quando nao ha chifre. Sendo assim, a presenca do chifre e a testosterona atuam
no comportamento reprodutivo e ndo, necessariamente, na qualidade do sémen
(Ungefeld et al., 2008). A produgdo desse hormdnio em veados de climas
temperados esta relacionada ao fotoperiodo, no entanto, ndo é o que

encontramos para os cervideo neotropicais, com excecado do Veado-campeiro,
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que mesmo em lugares com pouca variagdo de fotoperiodo, como o PARNA
Emas que possui variagcdo anual de menos de duas horas, apresenta
periodicidade na troca dos chifres que ocorre anualmente (Gonzalez et al., 2010;
Duarte et al 2012).

2.7.Conservagao

No presente momento, o Veado-campeiro € classificado pela IUCN
(International Union for Conservation of Nature) (Gonzalez et al., 2016) como
quase ameagado (NT). Na lista vermelha das espécies brasileiras ameacgadas
de extingao (Brasil, 2018), a classificacdo ocorre separadamente para as duas
subespécies. Ozotoceros b. bezoarticus, descrita como sendo distribuida no
Cerrado, é classificada como vulneravel (VU, critério Adcde; C1). Sua justificativa
esta relacionada a perda e degradagéo de habitats no Cerrado, uma vez que a
especie é sensivel a qualidade do ambiente. Foi estimado uma redugdo no
namero populacional da subespécie em mais de 30%, além da mesma
apresentar susceptibilidade a intoxicagdes, doengas e a caga (Weber:Gonzalez,
2003; Gonzalez et al., 2016). No entanto, se faz necessaria estimativas
populacionais das demais populagdes do Cerrado, uma vez que a Unica
estimativa feita é para a populacdao do PARNA de Emas. Essa populacao foi
estimada em 1000 individuos maduros, o que a coloca dentro do critério C de
ameaca (Gonzalez et al., 2016).

No Pantanal, a subespécie O. b. leucogaster também ¢é classificado como
vulneravel (VU, critério A3ce) (Brasil., 2018). E estimado um declinio
populacional futuro para a subespécie em mais de 30% nos préximos 15 anos.
Isso se deve a substituicdo das gramineas nativas por exéticas, diminuindo a
disponibilidade de alimento para a espécie, e a introdugdo de orbiviroses que
chegam a matar mais de 90% de animais em populag¢des cativas (Brasil, 2018).
Em outros estados a espécie é avaliada como Ozofoceros bezoarticus, sem
distingao de subespécies. No Rio Grande do Sul (Rio Grande do Sul, 2014) e
Parana (Parana, 2010), ela é classificada como criticamente ameagada (CR) e
em Santa Catariana (Santa Catarina, 2011) ela é considerada vulneravel. Neste
ultimo Estado mencionado, Mazolli e Benedet (2009) relatam uma diminuigéo
nos avistamentos de veados na populagdo da regido conhecida como Coxilha

Rica, a maior do Estado. Em Minas Gerais (Minas gerais, 2010) e Sao Paulo
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(Sao Paulo, 2014), a espécie € considerada como ameagada. Para o estado de
Sao Paulo, a ultima populagao relatada da espécie deveria residir na Estacao
Ecologica de Santa Barbara (Percequillo; Kierulff, 2009). No entanto, Peres
(2010), ao estabelecer uma metodologia para encontrar algum sinal desta
populagdo, ndo obteve éxito, sugerindo que esta esteja extinta. Com isso, Sao
Paulo ndo mais possui populagbes conhecidas de Veado-campeiro, sendo a
espécie considerada extinta localmente.

Algumas das causas do declinio populacional da espécie em ambientes
naturais sdo a cacga predatéria e de subsisténcia, e a perda de habitat (Weber;
Gonzalez, 2003). Estima-se que mais de 2 milhdes de couros de veados
neotropicais tenham sido exportados para a Europa entre 1860 e 1870
(Thornback; Jenkins, 1982). Além disso, a carne de veado tem sido uma das
principais fontes de proteina para algumas comunidades rurais (Robinson;
Bennett, 1999; Peres, 2000), o que, junto a pratica da caca esportiva e as
questdes culturais associadas a cada regiao, também geram impactos negativos
as populagdes de veados (Weber; Gonzalez, 2003). Esses fatos ajudam a
explicar o porqué a caga ainda atua como um fator tdo significativo para a
redugcao do numero de individuos nas populagdes.

A perda de habitat foi um dos fatores que mais contribuiram para que este
cervideo se tornasse uma espécie ameacada, visto que, de 1900 até o momento,
sua area de distribuicdo foi reduzida a apenas 1% de seu tamanho original
(Weber; Gonzalez, 2003; Gonzalez et al., 2010). Ademais, os atropelamentos em
rodovias e dentro das lavouras, a pratica de reflorestamento com a utilizagao de
espécies exoéticas — como ocorreu no sul do Brasil, onde houve a substituicio de
campos por plantagdes de Pinnus spp. — e a transmissao de enfermidades por
outros ungulados domésticos sao fatores agravantes para a conservagao da
espécie (Weber;Gonzalez, 2003; Duarte et al., 2012; Gonzalez et al., 2016 ).
Uma vez entendidas as possiveis ameacas para a espécie, € necessario que
acoes sejam tomadas para que ocorra a conservagao das populagdes que ainda
restam pelo Brasil. O Plano Nacional para a Conservacao de Cervideos
Ameacgados de Extingdo (PNCCAE) (Duarte et al., 2012) possui como um de
seus objetivos a manutencao da viabilidade populacional genética e demografica
dos cervideos encontrados em territério nacional. Esse documento propés,

dentre seus objetivos especificos, aumentar o conhecimento cientifico do grupo

25



para que estes sirvam de subsidio para elaboracéo de agdes para a conservagao
em um periodo de cinco anos, contados a partir de sua publicagao.

Para a espécie O. bezoarticus, as agdes previstas no plano de manejo do
PNCCAE séo: (i) Elaborar e executar projeto para investigar a ocorréncia de
novas populagdes da subespécie Ozotoceros bezoarticus bezoarticus ao longo
de sua area de distribuicdo original, especialmente na Estagdo Ecologica de
Santa Barbara, SP; Serra do Ibitipoca, MG; Agua Doce, SC; Vilhena, RO; e
Banhado do Taim, RS; (ii) Elaborar e executar projetos para se conhecer a atual
situagdo da estrutura genética das populagbes naturais de Ozotoceros
bezoarticus; e (iii) Confirmar e estudar a populacédo disjunta de Ozotoceros
bezoarticus da llha de Marajo (Duarte et al., 2012).

26



3. Referéncias bibliograficas

Abreu UGP, McManus C, Santos SA (2010). Cattle ranching, conservation and

transhumance in the Brazilian Pantanal. Pastoralism, 1(1), 99-114.

Araujo JPJr., Nogueira MF, Duarte JMB (2003) Survey for Foot-and-mouth
Disease in the Endangered Marsh Deer (Blastocerus dichotomus) from
Marshlands of the Parana” River Basin, Brazil.Journal of Wildlife Diseases, 46
(3): 939-943. 2003.

Arctander P, Pieter WK, Rashid AA, Siegismund HR (1996) Extreme genetic
differences among populations of Gazella granti, Grant’'s gazelle, in Kenya.
Heredity, 76:465-475.

Bernegossi AM, Borges, CHDS, Sandoval EDP, Cartes, JL, Cernohorska H,
Kubickova S, ... Duarte, JMB. (2022). Resurrection of the genus Subulo Smith,
1827 for the gray brocket deer, with designation of a neotype. Journal of

Mammalogy.

Braga FG, Gonzalez S, Maldonado JE (2005) Characterization of the genetic
variability of Pampas deer in the state of Parana. Deer specialist group News,
n. 20.

Brasil (2018) Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de Extingdo:Volume
[I-Mamiferos /-1.ed.-Brasilia,DF:ICMBio/MMA,2018.

BrokeV (1879) The classification of the (Cervidae) with a synopsis of the existing

Cabrera A (1943) Sobre la sistematica del venado y su variacion individual y

geografica. Revista del Museo de la Plata (NS), 18:5-41.

Cosse M (2010) Uso de habitat y estructura genética de la subespecie
Ozotoceros bezoarticus uruguayensis. Pautas para su conservacion.

Universidade de La Republica.

27



Cosse, M.; Gonzalez, S.; Maldonado, J. E. (2007) Cross-amplification tests of
ungulate primers in the endangered Neotropical pampas deer (Ozotoceros
bezoarticus). Genetics and Molecular Research. 6(4):1118-1122.

do Parana No 8.233, p83.

Duarte JMB, Giannoni ML, (1995). Cytogenetic analysis of the pampas deer,
Ozotoceros bezoarticus (mammalia, Cervidae). Revista Brasileira de Genética,
485-488.

Duarte JMB, Vogliotti A, Zanetti ES, Oliveira ML, Tiepolo LM, Rodrigues LF,
Almeida LB, Braga FG (2012). Avaliacdo do Risco de Extingdo do Veado-
campeiro Ozotoceros bezoarticus Linnaeus, 1758, no Brasil. Biodiversidade
Bras. 2:20-32

Duarte, J. M. B.; Talarico, A.; Vogliotti, A.; Garcia, J.; Oliveira, M.; Maldonado, J.;
Gonzalez, S. (2017) Scat detection dogs, DNA and species distribution modelling
reveal a diminutive geographical range for the Vulnerable small red brocket deer
Mazama bororo. Oryx, 51(4): 656-664.

Duarte, JMB, Gonzalez S, Maldonado J (2008) The surprising evolutionary
history of South American deer. Molecular Phylogenetics and Evolution,
49:17-22.

Estado de Minas Gerais. 2010. Deliberagao Normativa Copam No 147, de 30 de
abril de 2010: Aprova a Lista de Espécies Ameacadas de Extingdo da Fauna do
Estado de Minas Gerais. Diario do Executivo do Estado de Minas Gerais, Belo

Horizonte.

Estado de Santa Catarina. 2011. Resolucdo Consema No 002, de 06 de
Dezembro de 2011: Lista Oficial de Espécies da Fauna Ameacgadas de
Extingdo do Estado de Santa Catarina. Secretaria de Estado do
Desenvolvimento Econémico Sustentavel — SDS DOE-SC. 02—-08.

28



Estado de S&o Paulo. 2014. Decreto No 60.133 de 7 de fevereiro de 2014.
Declara as espécies da fauna silvestre ameagadas de extingdo, as quase
ameacadas e as deficientes de dados para avaliagado no Estado de Sao Paulo e
da providéncias correlatas. http://www.al.sp.gov.br/repositorio/
legislacao/decreto/2014/decreto-60133-07.02.2014.html.

Estado do Parana. 2010. Decreto No 7.264 de 01 de junho de 2010: Reconhece
e atualiza Lista de Espécies de Mamiferos pertencentes a Fauna Silvestre
Ameacadas de Extincdo no Estado do Parana e da outras providéncias,
atendendo o Decreto N° 3.148, de 2004. Diario Oficial do Estado

Estado do Rio Grande do Sul. 2014. Decreto no 51.797, de 8 de setembro de
2014: Declara as espécies da fauna silvestre ameacadas de extincdo no Estado
do Rio Grande do Sul. Diario Oficial do Estado do Rio Grande do Sul. Se¢ao 173:
2.

Garcia M, Catzeflis F, Areskoug V, Nguyen TT, Couloux A (2012) Pattern and
timing of diversification of Cetartiodactyla (Mammalia, Laurasiatheria), as
revealed by a comprehensive analysis of mitochondrial genomes. Comptes
Rendus. Biologies, 335:32-50.

Gonzalez S (1997). Estudio de la variabilidad morfolgica, genetica y molecular
de poblaciones relictuales de venado de campo (Ozotoceros bezoarticus L.
1758) y sus consecuencias para la conservacion.Ph.D. dissertation, Universidad

de la Reptiblica Oriental del Uruguay.

Gonzalez S (2004) Biologia y conservacion de Cérvidos Neotropicales del

Uruguay. P. 57.
Gonzalez S, Alvarez-valin F, Maldonado JE (2002) Morphometric differentiation

of endangered pampas deer (Ozotoceros bezoarticus), with description of new
subspecies from Uruguay. Journal of mammalogy, 83(4):1127-1140.

29


http://www.al.sp.gov.br/repositorio/

Gonzalez S, Gravier A, Brum-Zorrilla, N (1992) A systematic sub specifical
approach on Ozotoceros bezoarticus L. 1758 (pampas deer) from South America.
Pp. 129-132 in Ongules/Ungulates, proceedings of the international
symposium (E Spitz, G. Janeau, G. Gonzalez, and S. Aulagnier, eds.). Toulouse,
France 91:129-132.

Gonzalez S, Jackson Il JJ, Merino ML (2016) Ozotoceros bezoarticus. The IUCN
Red List of Threatened Species 2016: e.T15803A22160030.
https://dx.doi.org/10.2305/IUCN.UK.2016-1.RLTS.T15803A22160030.en.
Accessed on 19 June 2023.

Gonzalez S, Maldonado JE, Leonard, JA, Vila C, Duarte JMB, Merino M, Brum-
Zorrilla N, Wayne, RK (1998) Conservation genetics of the endangered Pampas

deer (Ozotoceros bezoarticus). Molecular Ecology, 7:47-56.

Gonzalez S, Maldonado JE, Ortega J, Talarico AC, Bidegaraybatista L, Garcia
JE, Duarte JMB (2009) Identification of the emdangered small red brocket deer
(Mazama bororo) using noninvasive genetic techniques (Mammalia; Cervidae).

Molecular Ecology Resources, Vancouver, 9: 754-758.

Gonzalez, S, Cosse M, Braga FG, Vila AR, Merino ML, Dellafiore C, Cartes L,
Maffei L, Dixon MG (2010) Pampas Deer Ozotoceros bezoarticus (Linnaeus
1758). Pp. 119-132 in Duarte JMB, Gonzalez S (eds.). Neotropical
Cervidology. Biology and Medicine of Latin American Deer. FUNEP,

Jaboticabal.

Gutiérrez EE, Helgen KM, Mcdonough MM, Bauer F, Hawkins MTR, Escobedo-
Morales LA, Patterson BD, MaldonadO JE (2017) A gene-tree test of the
traditional taxonomy of American deer: The importance of voucher specimens,

geographic data, and dense sampling. ZooKeys 697:87—-131.

Hassanin A, Delsuc F, Ropiquet A, Hammer C, Van Vuuren BJ, Matthee C, Ruiz-
Heckeberg NS, Erpenbeck D, Woérheide G, Rossner GE (2016) Systematic

relationships of five newly sequenced cervid species. Peerd 4:€2307.

30



Jackson JE, Giulietti JD (1988) The food habits of pampas deer Ozotoceros
bezoarticus celer in relation to its conservation in a relict natural grassland in

Argentina. Biol. Conserv. 45: 1-10.

Jackson, J.E.; Langguth, A. (1987). Ecology and Status of Pampas Deer in the
Argentinian Pampas and Uruguay. In: C.M. Wemmer Ed. Biology and

Management of Cervidae. Washington: Smithsonian Inst. Press.

Kawanami AE, Oliveira JP, Arenales A, Crossley B, Woods LW, Duarte JMB
(2018) Werther. Detection of bluetongue virus in Brazilian cervids in Sao Paulo
state. Pesq. Vet. Bras. 38 (1):137-142.

Lacerda ACR (2008) Ecologia e Estrutura Social do Veado-Campeiro
(Ozotoceros bezoarticus) no Pantanal. Tese de Doutorado - Universidade de

Brasilia.

Leandro SFS, Carnelossi EAG, Peres PHF, Ribeiro RC, Duarte JMB (2022)
Definition of mtDNA Markers for Studies in Pampas Deer (Ozotoceros
bezoarticus) based On Fecal Samples. Int. J. Sci. Res. in Biological Sciences
9 (5) 01-08, October.

Leeuwenberg FJ, Lara Resende S, Rodrigues, FHG, Bizerril MX (1997) Home
range, activity and habitat use of the pampas deer Ozotoceros bezoarticus L.
1758 (Artiodactyla, Cervidae) in the Brazilian Cerrado. Mammalia. 61:487-495.
Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameacgada de Extingdo:Volume Il—
Mamiferos-2018 1.ed.Brasilia,DF:ICMBio/MMA.

Mantellatto AMB, Caparroz R, Christofoletti MD, Piovezan U, Duarte JMB (2017)
Genetic diversity of the pampas deer (Ozotoceros bezoarticus) population in the
Brazilian Pantanal assessed by combining fresh fecal DNA analysis and a set of
heterologous microsatellite loci. Genetics and Molecular Biology, 40(4):774-
780.

31



Mazzolli M, Benedet, RC (2009) Recent records, range loss, and current threats
to the pampas deer Ozotoceros bezoarticus (Mammalia, Cervidae) in the state of
Santa Catarina, Brazil. Biotemas 22 (2):137-142.

Mcartur RH, Pianka, PE (1966) On optimal use of patchy environment. The
American Naturalist, 100:603-609.

Merino ML, Rossi, RV (2010) Origin, Systematics, and Morphological Radiation.
In: Duarte JMB e Gonzalez S (Eds.) Neotropical Cervidology, Biology and
Medicine of Latin American Deer. Funep/l[UCN, Jaboticabal/Gland, 2-
11.Merino, ML, Milne N.; Vizcaino SF (2005) A cranial morphometric study of deer
(Mammalia, Cervidae) from Argentina using three-dimensional land marks. Acta
Theriologica 50 (1): 91-108, 2005.

Neitzel H (1979) Chromossome evolution in deer Familie der Hissche (Cervidae),
Bango 3:27-38.

Oliveira ML, Norris D, Ramirez JFM, Peres PHF, Galetti M, Duarte JMB (2012)
Dogs can detect scat samples more efficiently than humans: na experiment in a

continuous Atlantic Forest remnant. Zoologia, 29 (2): 183-186.

Percequillo, AR.; Kierulff, MCM. Mamiferos (2009) In: Fauna Ameacada de
Extincdo no Estado de Sao Paulo: Vertebrados / coordenacédo geral: Paulo
Magalhdes Bressan, Maria Cecilia Martins Kierulff, Angélica Midori Sugieda. --
Sao Paulo: Fundagao Parque Zooldégico de Sao Paulo: Secretaria do Meio

Ambiente.

Pereira RJG, Duarte JMB, Negrdao JA (2005) Seasonal changes in fecal
testosterone concentrations and their relationship to the reproductive behavior,
antler cycle and grouping patterns in free-ranging male Pampas deer
(Ozotoceros bezoarticus bezoarticus). Theriogenology, 63(8): 2113-2125.
https://doi.org/10.1016/J.

32


https://doi.org/10.1016/J

Raimondi VB, Maruyama MG, Piedrabuena MR, Wolfenson L, Mirol P (2012)
Isolation and characterization of fifteen microsatellite loci from the endangered

pampas deer (Ozotoceros bezoarticus, Cervidae). Conservation Genet Resour.
4:1089-1092.

Rocha D, Vogliotti A, Grabin D, Assungdo W, Cambraia B, D'amico A, Sollmann,
R. (2019) New populations of pampas deer Ozotoceros bezoarticus discovered

in threatened Amazonian savannah enclaves. Oryx, 53 (4) 748-751.

Rodrigues FHG, Monteiro-Filho ELA (2000) Home range and activity patterns of
pampas deer in Emas National Park, Brazil. Journal of Mammalogy 81:1136—
1142.

Rodrigues FP, Garcia JF, Ramos PRR, Bortolozzi J, Duarte JMB (2007). Genetic
diversity of two Brazilian populations of the Pampas deer (Ozotoceros

bezoarticus, Linnaeus 1758). Brazilian Journal of Biology, v. 67, p. 805-811.

Ruder MG, Lysyk TJ, Stallknecht DE, Foil LD, Johnson DJ, Chase CC, David
Dargatz, A, Paul E, Gibbs J (2015) Transmission and Epidemiology of
Bluetongueand Epizootic Hemorrhagic Disease in North America:Current
Perspectives, Research Gaps and Future Directions. Vector-borne and

zoonotic diseases, 15 (6).

Scheifler NA, Merino ML, Vitale P, Kaufmann CA, Messineo PG, Alvarez MC,
Bocherens H (2023) Isotopic Ecology in Modern and Holocene Populations of
Pampas Deer (Ozotoceros bezoarticus) from Eastern Central Argentina.
Implications for Conservation Biology and Ecological Models of Hunter-gatherer

Subsistence, Environmental Archaeology, 28 (2):45-61.

Scheifler NA, Merino ML, Vitale P, Kaufmann CA, Messineo PG, Alvarez MC,
OBocherens, H (2023) Isotopic Ecology in Modern and Holocene Populations of
Pampas Deer (Ozotoceros bezoarticus) from Eastern Central Argentina.
Implications for Conservation Biology and Ecological Models of Hunter-gatherer

Subsistence, Environmental Archaeology, 28(2): 45-61.

33



Semeniuk MB, Merino ML (2015) “Pampas Deer (Ozotoceros bezoarticus) Social
Organization in Semiarid Grasslands of San Luis,
Argentina.” Mammalia 79: 131-138. doi:10.1515/mammalia-2014-0054.

species, en Proc. Zool. Soco London, 883-928.

Thomas, O (1911) The mammals of the tenth edition of Linnaeus: an attempt to
fix the types of the genera and the exact bases and localities of the species. Proc.
Zool. Soc. London, 1:120-158.

Uhart, MM, Vila AR, Beade MS, Balcarce A, Karesh WB (2003) Health Evaluation
of Pampas Deer (Ozotoceros bezoarticus celer) at Campos del Tuyu Wildlife
Reserve, Argentina. Journal of Wildlife Diseases, 39(4):887-893.
https://doi.org/10.7589/0090-3558-39.4.887.

Ungerfeld R, Gonzalez-Pensado S, Bielli A, Villagran M, Olazabal D, Pérez W
(2008) Reproductive biology of the pampas deer (Ozotoceros bezoarticus): a
review. Acta Veterinaria Scandinavica, 50 (1):16. https://doi.org/10.1186/1751-
0147-50-16

Versiani NF (2011) Area de vida e uso de habitat por fémeas de Veado-
campeiro (Ozotoceros bezoarticus) nos diferentes periodos reprodutivos,
no Pantanal Sul-Matogrossense. Tese de doutorado - Escola Superior de

Agricultural ‘Luiz de Queiroz’ - Universidade de S&o Paulo.

Viana JGA, Vendruscolo R, Silveira VCP, de Quadros FLF, Mezzomo MP,
Tourrand JF (2021) Sustainability of Livestock Systems in the Pampa Biome of
Brazil: An Analysis Highlighting the Rangeland Dilemma. Sustainability, 13:
13781. https://doi.org/10.3390/su132413781

Vila AR, Beade MS, Barrios Lamuniére, D (2008) Home range and habitat
selection of pampas deer. Journal of Zoology, 276:95-102.

34


https://doi.org/10.7589/0090-3558-39.4.887
https://doi.org/10.1186/1751-0147-50-16
https://doi.org/10.1186/1751-0147-50-16
https://doi.org/10.3390/su132413781

Vozdova M, Kubickova S, Martinkova N, Galindo DJ, Bernegossi, AM,
Cernohorska H, ... Rubes J. (2021). Satellite DNA in neotropical deer species.
Genes, 12(1): 123.

Weber M, Gonzalez S (2003) Latin American deer diversity and conservation: a

review of status and distribution. Ecoscience 10 (4): 443-454.
Zucco, CA (2015) Pampas deer on the move: spatial ecology and activity of

Ozotoceros bezoarticus in the Central Pantanal of Brazil. 207 f. Tese de
Doutorado — UFRJ, Rio de Janeiro.

35



CAPITULO 2 - Padrées filogeograficos e definigdo de unidades evolutivas
significativas e unidades de Manejo de Veado-campeiro (Ozotoceros
bezoarticus, LINNAEU 1758)

Resumo

O Veado-campeiro € uma espécie em que seus taxons, filogeneticamente, sé&o
exclusivos de um grupo monofilético, dentre os cervideos neotropicais.
Taxonomicamente é subdividida em cinco subespécies distribuida entre o Brasil
(O. b. bezoarticus e O. b. Leucogaster), Argentina (O. b. Celer) e Uruguai (O. b.
arerunguaensis e O. b. uruguayensis). Esse fato sugere a possibilidade de uma
estruturagdo populacional, porém, a amostragem para definicdo dessas
subespécies ¢é limitada a localidades geograficamente distantes umas das
outras. O objetivo deste estudo foi testar a estruturagdo genética da espécie e
investigar os padrdes filogeograficos, por meio de uma ampla amostragem né&o
invasiva, a fim de definir Unidades Evolutivas Significativas (ESUs) e Unidade de
Manejo (MUs). A andlise da matriz composta pelos fragmentos dos genes
mitocondriais [CytB, 513; ND5, 222; Dloop 158 (pb)] foi realizada para avaliagdes
de cunho populacional e filogeografico. Os resultados indicaram que apesar da
estruturagdo genética em algumas populagdes ndo ha correlacdo geografica
para tal e o padrao genético populacional da espécie se comporta como uma
clina. Sendo assim, nao foi possivel a definicdo estrita de ESUs a partir da
monofilia das populagdes amostradas. Assim, 0 manejo da espécie deve ser
baseado na menor distancia geografica entre as populacdes que apresentem

menor distancia genética entre si.

Palavras chaves: Ozotoceros bezoarticus, filogeografia, Clina genética,
Unidade de Manejo, amostragem nao invasiva.
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Abstract

The pampas deer is a monophyletic species inside the neotropical cervids group.
The species is composed by five subspecies distributed along Brazil (O. b.
bezoarticus e O. b. leucogaster), Argentina (O. b. celer), and Uruguay (O. b.
arerunguaensis e O. b. uruguayensis), which suggest a possibility of population
structure. However, the sampling used for the definition of these subspecies was
limited to localities geographically distant each other. This research aimed to test
the population structure of the pampas deer populations, prospect the
phylogeographical patterns of the species and define ESUs and MUs. For this
purpose, we used a non-invasive method to sampling population along the
current distribution of the species and used mitochondrial markers as molecular
tools. Based on the matrix of mitochondrial fragments [CytB, 513; ND5, 222;
Dloop 158 (pb)], we performed population and phylogeographical analyses. The
results showed that there is no genetic structure for the analyzed samples and
indicate that the genetic pattern of the species occurs as a cline. Therefore, it is
not possible to define ESUs considering the monophyly of the sampled
populations, which indicate a species management based on the smaller
geographic distance between populations with smaller genetic distance.

Key-words: Ozotoceros bezoarticus, phylogeography, genetic cline,
management unit, non-invasive sampling.
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1. Introducgao

O Veado-campeiro € uma espécie que possui distribuigao histérica atrelada
as formacdes de areas abertas da América do Sul, que compreendem desde o
sul da Amazénia até o norte da Argentina (Gonzalez et al., 1998;2002), com
excegcdo da caatinga, as populagbes relictuais do Veado-campeiro sao
encontradas em areas abertas ao longo de todo o Cerrado, Pantanal, Chaco e
areas de Pampa. A taxonomia da espécie € bem resolvida dentro do grupo dos
cervideos neotropicais. Dados morfologicos e dados moleculares (Cabrera,
1943; Duarte et al.; 2008; Gonzalez et al., 1998; 2002; Hassanin et al., 2012;
Heckeberg et al., 2016; Gutierrez et al., 2017) recuperam a monofilia do grupo
em relacéo a outras espécies de cervideos. No entanto, desde 1943, é conhecido

que a espeécie possui variagdes morfoldgicas associadas a sua distribuigao.

No principio dos anos de 1940, com base em dados morfolégicos foram
descritas trés subespécies para o grupo: O. b. bezoarticus, distribuida no
Cerrado, O. b. leucogaster, presentes na regido do Pantanal e do Chaco, e O. b.
celer, presente no norte da Argentina (Cabrera, 1943). Mais de 50 anos depois
o trabalho de Cabrera, Gonzalez (1998) encontrou uma estruturagao genética
baseada em dados moleculares gerados a partir da regido controle do DNA
mitocondrial (Dloop, 453 pb), que evidenciaram a separagdo das trés
subespécies, corroborando Cabrera (1943) (Figura 1), e ainda uma forte
estruturagao para as subpopulagdes do Uruguai, indicando que estas poderiam

compor novas subespécies.
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Figura 1. Distribuigéo historica e atual de Veado-campeiro (Gonzalez et al., 1998). A provavel
distribuicao historica das subespécies é representada pelas linhas soélidas pretas. As localidades
sdo representadas pelos quadrados. Brasil: Emas (B1) e Pantanal (B2), Argentina: Bahia de
Samborombén (A3) e San Luis (A4), Uruguay: El Tapado (U5) e Los Ajos (U6). Outras
populagdes nao amostradas no respectivo trabalho sao apresentadas pelos circulos
preenchidos.

A alta variabilidade genética da espécie € atribuida a uma historia recente de
ocupacgao de areas abertas, remontando ao Pleistoceno, ha aproximadamente
dois milhdes de anos, semelhante a histéria dos bovideos no continente africano
(Gonzalez et al., 1998). Essa ocupagdo, acompanhada por uma intensa
expansao populacional, resultou em um numero efetivo de fémeas superior a 3,5
milhdes. No entanto, o atual nimero de individuos esta abaixo dos 80.000, sendo
aproximadamente metade deles encontrada no Pantanal (Pinder, 1994). O
grande tamanho populacional do passado reflete a alta variabilidade encontrada

para a regiao Dloop das populagdes relictuais de hoje (Gonzalez et al., 1998).

Gonzalez (2002), a partir das evidéncias prévias para os dados moleculares,
utilizando dados morfoldgicos de craniometria encontrou um padrao geografico
de variagao da espécie e um acentuado dimorfismo sexual. Esse estudo
corrobora os dados moleculares apresentados e culmina na descrigao de duas
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novas subespécies para o territério uruguaio: O. b. uruguayensis e O. b.

arerunguaensis.

Os estudos mencionados anteriormente focalizaram poucas regides
amostradas, se restringindo ao Parque Nacional de Emas em Goias, ao sul do
Pantanal, na regidao da Nhecolandia no Mato Grosso do Sul; a Bahia de
Samborobodn e San Luis na Argentina; e as localidades uruguaias de Arerungua,
Eltapado e Sierra de los Ajos (Figura 1)(Gonzalez et al., 1998;2002). Apds esses
estudos, existiram alguns avangos no entendimento da estrutura genética da
espécie (Braga et al., 2005; Cosse et al., 2007; Mantelato et al., 2017; Raimondi
etal., 2012).

Novos haplétipos em relagdo aos encontrados para o conjunto amostral
utilizado por Gonzalez (1998), considerando os fragmentos mitocondriais de
CytB (486 pb) e Dloop (601pb), foram descritos para o norte do Parana (Braga
et al., 2005) o que levou os autores a sugerirem um manejo populacional

diferenciado em relacéo as outras populag¢des de Veados-campeiros.

Estudos com primes heter6logos de microssatélites bovinos (Cosse et al.,
2007) possibilitaram a utilizagdo desses marcadores nucleares para o
entendimento das relagbes de parentesco dentro de uma populagao, estrutura
de grupo e de acasalamento. Com isso utilizando amostragem nao invasiva, foi
possivel detectar uma alta diversidade genética nuclear para o Veado-campeiro
na regiao do pantanal (Nhecolandia) (Mantelato et al, 2017). Porém um dos
problemas encontrados no uso de microssatélites heterdlogos € a néo
especificidade dos primers, levando Raimondi et al., (2012) desenvolveram 15
microssatélites especificos para a espécie, sendo trés loci monomorficos e 12
polimdrficos. Para gerar os parametros de variabilidade genética os autores
utilizaram quatro populagdes argentinas. Foram encontrados erros pontuais em
todos os loci devido ao stuttering e a presenga de alelos nulos, bem como trés
destes apresentaram desvio em relagcéo ao equilibrio de Hardy-Weinberg. Este
trabalho trouxe uma base para estudos a posteriori, utilizando microssatélites
especificos para a espécie, 0 que nao havia sido realizado até aquele momento
(Raimondi et al., 2012).
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A utilizagao de pequenos fragmentos de DNA é de grande valia para estudos
forenses e de material obtido a partir de amostragem néao invasiva, como as
fezes por exemplo (Oliveira et al., 2012; Peres, 2015; Oliveira, 2015; Duarte et
al., 2017), as quais podem ser encontradas com o auxilio de um céo farejador.
Este tipo de metodologia vem sendo utilizada com grande sucesso, frente a seu
carater nao invasivo, alta acuracia na deteccéo e redugdo do tempo destinado
para encontrar as fezes, devido a eficiéncia do cao (Oliveira et al., 2012; Peres,
2015; Oliveira, 2015; Duarte et al., 2017).

Com o intuito de aumentar o escopo de pequenos fragmentos a serem
utilizados em estudos populacionais, Leandro et al., (2022) descreveram novos
fragmentos de até 300 pares de bases (pb) de DNA mitocondrial (CytB, 301pb;
Dloop, 159pb; ND5 224pb; COI, 300pb). Estes fragmentos apresentaram sinais
filogenéticos suficientes para estudos populacionais, no entanto, é ressaltado
pelos autores que o Dloop possui uma saturagao de sinal que pode afetar a
acuracia dos estudos filogenéticos. No mesmo trabalho é possivel verificar a
existéncia de arvores filogenéticas com a utilizagao de fragmentos concatenados
grandes (2000 pb) e pequenos (741 pb) para os genes propostos, que
reconstroem a historia filogenética das populagdes do Pantanal e do PARNA
Emas mas que ndo apresentam monofilia para as regides, diferente do proposto

por Gonzalez (1998).

A compreensdo e conhecimento da estrutura genética de mais populagdes
de Veado-campeiro € de grande importancia para a definigdo de locais
prioritarios para a conservacao da espécie, uma vez que esta é susceptivel a
diversas ameacas como a perda de habitat, caca, enfermidades e
atropelamentos (Thornback; Jenkins, 1982; Weber; Gonzalez, 2003; Gonzalez
et al., 2010). Por sua vez, informacgdes sobre estrutura genética das populagdes

sdo cruciais a definicdo de unidades de manejo para as populagdes relictuais.

As unidade evolutivas significativas (ESUs - Evolutive Significant Unit) sdo
definidas como sendo grupos de haplétipos com representagédo monofilética
reciproca ou grupos alélicos sem fluxo génico com outras populagbes (Moritz,
1994). No entanto, esse conceito é restritivo para populagdes que ndo possuem
monofilia. Visto que é de grande importancia a definicdo de areas prioritarias
para a conservagao de populagdes de uma espécie, podemos utilizar a definicao
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de unidades de manejo (MU), que apresenta um conceito menos restritivo que o
de uma ESU, pois abordam a estrutura populacional atual, frequéncias alélicas

e questdes de gestao populacional de curto prazo (Moritz, 1994).

Desta forma, o presente trabalho testa a hipotese de que as populagdes de
Veado-campeiro possuem estruturagao genética devido ao isolamento por
distancia geografica, uma vez que a distribuicdo da espécie é muito ampla e,
atualmente, disjunta. Assim, espera-se caracterizar a diversidade genética das
populagdes amostradas ao longo de sua distribuigdo geografica, utilizando
marcadores mitocondriais e realizar a reconstrucao filogenética das populagdes
amostradas para determinar possiveis ESUs ou Mus. Essa informacgao servira
como base na elaboragao de planos de manejo e agdes para a conservacao da

especie;

2. Material e Métodos

2.1.Obtencgao de amostras

Foram obtidas 293 amostras de fezes (Anexo |) em campanhas de coleta e
banco de amostras, totalizando 25 localidades (Tabela1, Figura 1). Apos o
processo de triagem, descrito nos itens 2.2, 2.3 e 2.4, o conjunto amostral
utilizados para as analises foi de 43 amostras. O restante do material biolégico
nao utilizado se encontra armazenado em alcool absoluto no Banco de amostras
fecais do Nucleo de Pesquisa e Conservacgao de Cervideos a (NUPECCE). As
amostras referentes as localidades do Pantanal, Regido da Nhecoléandia (9) e
PARNA de EMAS (10) fazem parte do banco de amostras do NUPECCE. As
amostras provenientes do Uruguai foram gentilmente cedidas pela Professora
Dra. Suzana Gonzalez do Instituto de Investigaciones Biologicas Clemente
Estable, Profesora Titular de Investigacion Departamento Biodiversidad y
Genética, IIBCE-MEC, Montevidéo, Uruguai.

Para encontrar as fezes foi utilizada uma cachorra farejadora, treinada para
identificar amostras de cervideos. Apds a localizagdo das amostras, elas foram
avaliadas visualmente. Aquelas que n&o pareciam secas ou com fungos, foram
colocadas em tubos de polipropileno (60 mL) com alcool absoluto. A partir da

coleta destas amostras, foi realizado o processo de identificagdo enzimatica para
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confirmagao da espécie. Apos isso, uma nova selegao foi feita com base na na
distancia geografica entre as amostras (Figura 2) para determinar quais seriam

as melhores amostras a serem sequenciadas para os demais fragmentos.

I Amazobnia
KXX Caatinga
Cerrado
Mata Atlantica
Pampa
| Pantanal
[~ Republica Oriental do Uruguai
[_] Limites das unidades federais

@ ndo sequenciadas
@ Sequenciadas

Figura 1.Distribuicdo dos locais amostrados na coleta de fezes. Os circulos azuis representam as amostras sequenciadas,
enquanto os circulos vermelhos representam as amostras coletadas, mas que nao foi possivel o sequenciamento. Os
numeros indicados ao lado dos circulos correspondem a numeragao de identificacdo da Tabela 1.
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Tabela 1. Localidades de coleta utilizadas no presente estudo com a identificagao (ID) sequencial
referente a Figura 1; Identificagdo (ld); Localidades da coleta; Abreviagbes utilizadas nas
representagdes das analises; Unidade federal (UF); coordenadas geograficas de longitude e
Latitude e tipo de amostra obtida. Abreviagées das localidades: PARNA — Parque Nacional,
REVIS — Reserva de Vida Selvagem; RPPN — Reserva do Patrimdnio Particular Natural; P. E.

Parque Estadual.

Id Localidade Abreviacao UF Longitude Latitude Tipo de
amostra
1 PARNA Mapinguari MAP AM -63.861789 -7.870682 Fezes
2 PARNA dos Campos Amaz0nicos CAP AM -61.40753 -8.576555 Fezes
3 Regido do Rio Guaporé GUA RO -61.276887 -13.449885 Fezes
4 Regido de Vilhena VIL RO -60.375034 -12.511389 Fezes
5 Parque Estadual do Araguaia PEA GO -50.53969 -13.12347 Fezes
6 PARNA da Serra da Canastra SDC MG -46.499739 -20.236527 Fezes
7 REVIS dos Campos de Palmas CDP PR -51.695576 -26.461328 Fezes
8 RPPN Yta-Y-Tiba YT PR -50.23654 -24.520494 Fezes
9 Pantanal da Nhecolandia PAT MS -57.02607 -19.247632 Sangue
10 PARNA de Emas EMA GO -52.928094 -18.106644 Sangue
11 P. E. de Caldas Novas PCN GO -48.70258 -17.805725 Fezes
12 Regido de Céceres CAC MT -57.997704 -16.254496 Fezes
13 PARNA da Chapada dos CDG MT  -55.836853 -15.411405 Fezes
Guimaraes
14  PARNA das Veredas do Oeste VOB  GO/BA -45.924635 -14.457084 Fezes
Baiano
15 PARNA da Chapada dos Veadeiros CbhV GO -47.771359 -14.148979 Fezes
16~ PARNAdas Nascentes do Rio NRP Pl -45725677 -9.93018 Fezes
Parnaiba
17 PARNA da Serra Geral do SGT TO  -46.890885 -11.203439 Fezes
Tocantins
18 P. E. de Serra Dourada SDA GO -50.274488 -16.0755 Fezes
19 Regido de Pirai do Sul PIR PR -50.038531 -24.284535 Fezes
20 Regido da Coxilha Rica CXR SC -50.47281 -28.330637 Fezes
21 P.E. de Tainhas TIS RS -50.441599 -29.020305 Fezes
22 FLONA de Séao Francisco de Paula FSF RS -50.298772 -29.350726 Fezes
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23 Regido de Manoel Viana MVA RS -55.602335 -29.259748 Fezes
24 Parque Estadual do Espinilho ESP RS -57.50414 -30.198293 Fezes

25 Regido de El Tapado URU Uruguai -56.745506 -31.688159 Fezes

2.2.Extracao, amplificacao e identificacdo enzimatica

A extracdo do DNA total foi realizada com a utilizagao do protocolo de silica
(Glenn et al., 1998) otimizado, e posterior amplificagdo do fragmento de 224
pares de bases (pb) do gene mitocondrial Citocromo B (CytB) por meio de PCR
(Mullins; Faloona, 1987). Para a amplificagdo desta regido, foram utilizados os
primers IDMAZ224 e IDMAZ H (Gonzalez et al., 2009) padronizados para um
volume final de 30 yL (25uL de reagentes e 5 uL de DNA total extraido com
concentracéo de aproximadamente 20 ng/ uL) contendo 1x buffer e 1,5U de DNA
polymerase (ambos Platinum™, Thermo Fisher Scientific), 2 mM MgCI?, 0,6 mM
dNTP, 1,3 mg/ml BSA e 0.5 pM de cada primer. As reagdes foram realizadas no
termociclador Bio-Rad C1000 Touch™ Thermal Cycler sob as seguintes
condigbes: temperatura inicial de 94°C por 2 minutos (min.) seguidos por 45
ciclos de (1) 94°C por 1 min., (2) 94°C por 50 segundos (seg.), (3) 58°C por 50
seg., (4) 72°C por 50 seg., (5) repetir a partir do passo (2) cinco vezes, (6) 94°C
por 50 seg., (7) 57°C por 50 seg., (8) 72°C por 50 seg., (9) repetir a partir do
passo (6) seis vezes, (10) 94°C por 50seg., (11) 56°C por 40 seg., (12) 72°C por
50 seg., (13) repetir a partir do passo (10) oito vezes, (14) 94°C por 50 seg., (15)
55°C por 30 seg., (16) 72°C por 50 segq., (17) repetir a partir do passo (14) 13
vezes, (18) 94°C por 50 seg., (19) 54°C por 30 seg., (20) 72°C por 50 segq., (21)
repetir a partir do passo (18) 13 vezes, (22) 72° por 10min para extensao final e

(23) 4°C para armazenamento.

Apés a amplificagdo desta regido foi realizada a digestao enzimatica com a
enzima Sspl (NewEnglandlab®) cujo padréo de visualizagdo em gel de agarose,
na concentragao de 2% (Gonzalez et al., 2009; Souza et al., 2013), juntamente
com o local de coleta, possibilitou diferenciar a espécie Ozotoceros bezoarticus
das demais espécies de cervideos brasileiros.

2.3.Individualizacdo das amostras
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Para a individualizagéo das amostras de fezes foi utilizado o programa QGis
v. 3.28 para tragar um buffer de 2,5 Km?, representando a area de vida da espécie
(Rodrigues; Monteiro-Filho, 2000; Tomas et al., 2001; Vila et al., 2008) ao redor

Area de interseccao

A
[ |

Duas amostras independentes
de cada amostra coletada com o auxilio do cido. Apds essa etapa, foram

excluidas aquelas que apresentaram sobreposi¢cao de area, como indicado na

Figura 2.

Figura 2. Representacdo esquematica da forma que amostras de fezes foram consideradas
independentes.

2.4.Sequenciamento

Ao todo foram utilizados quatro fragmentos génicos (Tabela 2) para a
realizacdo das analises genéticas. Além do fragmento CytB (224 pb), foi
utilizado outro fragmento do mesmo gene com 306 pb desenvolvidos no
NUPECCE (Leandro et al., 2022). Ainda, também foram amplificadas as
regides D-Loop (159 pb) (Morenoet al., 2016), que foi descrita como a mais
polimorfica para a espécie (Gonzalez et al., 1998), e NADH Dehigrogenase
subunit 5 (ND5, 224 pb) (Leandroet al., 2022).

Ap0s a identificagdo da espécie, o produto de PCR restante passou pelo
processo de purificagdo com a utilizacdo do kit de purificacdo Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System, seguindo as instru¢des do fabricante. Em
seguida, as amostras purificadas foram sequenciadas para a fita senso e anti-
senso, por meio do conjunto de reagentes Big Dye (Perkin-Elmer ®) no
sequenciador automatico ABI 3500 (Applied Biosystems, Foster City,
California, CA) no Instituto de Biotecnologia, UNESP, Botucatu - SP.
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O protocolo utilizado no termociclador foi o mesmo, seguindo o item 2.2,
para os fragmentos CytB (224 pb), CytB (306 pb) e ND5 (224 pb). Para o
fragmento Dloop (129 pb) foram utilizadas as seguintes condig¢des: (1) 94°C
por 2:00 min., (2) 94°C por 50 seg., (3) 63°C por 35 seg., (4) 72°C por 50 seg.,
(5) repetir a partir do passo (2) 45 vezes, (6) 72°C por 10 min e (7) 4°C para

armazenamento.

Tabela 2. Fragmentos mitocondriais e sequéncias iniciadoras (primers), juntamente com o
tamanho do fragmento (pb) a ser amplificado e a respectiva temperatura de anelamento (Ta).

Iniciadores Sequéncia Ta N
Genes (Primers) (Foward/Reverse) pb (°C) Referéncia
IDMAZ224 5CATCCGACACAATAACAGCA3’
CytB 224 55 Gonzalez,
IDMAZ H 5TCCTACGAATGCTGTGGCTA3’ 2009
F 5CCATCAGACGCAGACAAA3Z’
CytB 306 55 Leandro et al.,
R 5GCGTTGTTTAGATGTGTGAAG3 2022

5GCGGCATGGTAATTAAGCTC3’

F
D-loo 159 63
P R 5GCTAGATTGCCAGCTAAAGGG3’ Moreno et al.,

2016
D5 F 5TGTCACATGGTCCATCATAG3 - Leandro et al,
R 5GCAGAGCTGCTGTGTTT3 2022
2.5. Analises

2.5.1.Diversidade genética e teste de neutralidade.

Com o auxilio do software DnaSP v.6 (Rozas, 2017), foram calculados os
indices de diversidade genética e teste de neutralidade, utilizando a matriz total
de amostras concatenadas (895pb, sem gaps e com as extremidades limpas), e
para os fragmentos individuais.

Foram gerados os seguintes indices: (N) numero total de sitios excluindo
gaps e dados faltantes, (h) numero de hapldétipos, (S) numero de sitios
polimorficos segregantes, (Eta) numero total de mutagdes, (Hd) diversidade
haplotipica, (Var Hd) varidncia da diversidade haplotipica, (1) diversidade
nucleotidica e (k) numero médio de diferengas nucleotidicas. Para os testes de
neutralidade foram utilizados os parametros Fs de Fu e D de Tajima. Esses testes
avaliarao se os polimorfismos observados nas sequéncias seguem o modelo de

variacao neutra.
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2.5.2.Mismatch distribution e distancia genética
No programa DnaSP v.6 (Rozas, 2017) foi realizada a analise de Mismatch
distribution, que infere a histéria demografica das populag¢des estudadas a partir
da frequéncia modal da distribuigdo par-a-par.

Foi utilizado o programa MEGA11 (Tamura et al., 2021) para calcular a
distancia genética entre o conjunto amostral amplo, descrito a seguir no item
2.5.3. A analise foi conduzida usando o modelo Tamura 3-Parametros estimado
pelo mesmo programa e escolhido a partir do critério de AICc. A variagao entre
o site modeladas pela distribuicdo gamma (0,7) e todas as posi¢des com menos
de 75% de cobertura foram deletadas (delegao parcial). Ao final foram analizadas

825 posigdes.

2.5.3.Comparagao entre conjuntos amostrais

Para a discussao dos dados a serem apresentados, foram consideradas
populagdes independentes, o conjunto amostral pertencente a cada localidade
sequenciada.

Para a construgdo da rede haplotipica, da estruturagdo genética, da
histdria evolutiva e o teste de mantel, foi realizada a comparagao entre o conjunto
amostral amplo, representado por todas as sequencias obtidas (n = 43), o qual
abrange todas as localidades sequenciadas apds a triagem das amostras fecais,
€ apenas as localidades correspondentes a descrigao restrita das sub espécies,
de acordo com Gonzalez e colaboradores (1998) (n = 17). Essa descrigao
corresponde as subespécies O.b. leucogaster (PAT), O. b. bezoarticus (EMA) e
O.b.arerunguaiensis (URU), que para fins praticos serdo referidas ao longo do

trabalho como amostras restritas.

2.5.3.1.Rede haplotipica
A rede haplotipica foi construida utilizando a abordagem TCS Network
(Clemente et al.,2002) implementado pelo software PopArt (University of Otago,
2023, https://popart.maths.otago.ac.nz/download/), onde as sequéncias de DNA
foram analisadas par-a-par utilizando o critério da parciménia, considerando

gaps como dados faltantes.

2.5.3.2.Estruturagao genética
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No programa Arlequim 3.5 (Excoffier; Lischer, 2010) foi feito o teste de
variancia molecular (AMOVA) para elucidar a distribuicdo da diversidade
genética dentro e entre as populagdes amostradas de acordo com sua localidade
de origem. O teste € considerado significativo com p < 0,05.

Para avaliar a hipotese de isolamento por distancia, foi realizado o teste de
Mantel,com a utilizagdo do pacote vegan (OKSANEN et al., 2020), implementado
no Rv. 4.0.1 (R Core Team, 2020), utilizando o método a correlagao de Pearson
(onde r € o coeficiente de correlagdo), com numero de permutagdes igual a
10000. Para a realizacdo da analise foram consideradas as sequéncias
concatenadas juntamente com as coordenadas geograficas de cada uma das
amostras.

Foram testados diferentes agrupamentos de amostras: Todas as amostras;
apenas as amostras restritas (PAT, EMA e URU); Uruguai e Pantanal; Uruguai e
PARNA Emas; PARNA Emas e Pantanal; Uruguai e regidao do Guaporé.

O teste de agrupamento implementado no R versao 4.2.3, com o pacote
rhierBAPS (R Core Team, 2020), que identifica agrupamentos genéticos
baseados na distédncia genética entre as amostras. Ambas as analises foram
realizadas com a matriz gerada a partir dos fragmentos concatenados.

Além do teste de agrupamento foi realizado o teste SAMOVA 2.0 (DUPALUP
et al., 2002), que relaciona as populagdes geograficamente homogéneas com a
maxima diferenciacdo genética que pode ocorrer entre elas. A quantidade de
grupos a serem formados ¢é definido a priori. Para este trabalho foi utilizado dois

e trés grupos.

2.5.3.3. Historia Evolutiva
A reconstrucao das relagdes evolutivas foi inferida pelo método de Neighbor-
Joining com o auxilio do programa MEGA 1. Como outgroup, foram extraidas as
mesmas regides amplificadas neste trabalho e construida uma matriz
concatenada com as seguintes sequéncias: Blastoceros dichotomus (PP224) e
Subulo guazoubira (Mgh386 e Mgb389), pertencentes ao banco de dados
NUPECCE.

A porcentagem de arvores replicadas nas quais os taxons foram agrupados

no teste bootstrap (10.000 réplicas) sdo mostradas ao lado dos ramos [2]. A
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arvore foi desenhada em escala, com os comprimentos dos ramos nas mesmas
unidades das distancias evolutivas usadas para inferir a arvore filogenética. As
distancias evolutivas foram calculadas usando o método Tamura 3 parametros.
A taxa de variagéo entre os sitios foi modelada com uma distribuicdo gama de
0,73 para a amostragem ampla e de 0,3 para as localidades restritas. Esta
analise envolveu 46 sequéncias de nucleotideos para a amostragem ampla e 17
sequencias para a amostragem restrita. Todas as posicdées com menos de 75%
de cobertura do local foram eliminadas, dados ausentes e bases ambiguas foram
permitidas em qualquer posigéo (exclusdo parcial). Ao final foram utilizadas um
total de 756 posi¢cées no conjunto de dados ampla e 701 posigdes para as

amostragens restritas.

3. Resultados
3.1.Diversidade genética e teste de neutralidade

Dentre as 43 sequencias analisadas com os fragmentos concatenados foram
encontrados 61 sitios segregantes, com um total de 29 haplétipos, gerando uma
diversidade haplotipica de 0,968 e diversidade nucleotidica de 0,02537. O
fragmento mais variavel foi o CytB (524 pb) com uma diversidade haplotipica de
0.885. O fragmento com a maior diversidade haplotipica foi o ND5 (223 pb) com
um valor de 0,03111.

Tabela 2. Indices de diversidade genética calculados para o conjunto amostral ampla e os subgrupos
divididos por provincia, concatenadas por fragmento. (n) numero total de amostras, (N) niimero total de
sitios excluindo gaps e dados faltantes, (h) numero de hapldtipos, (S) numero de sitios polimorficos
segregantes, (Eta) nimero total de mutagdes, (Hd) diversidade haplotipica, (Var Hd) variancia da

diversidade haplotipica, (1 )diversidade nucleotidica e (k) nimero médio de diferengas nucleotidicas.

Fragmentos s Em Hd VarHd = K
(pb)

Con(gaggg‘ada 275 29 61 67 0968 0.0002 002537 6,976
Dloop
156 37 7 5 5 0627 00061 002278 0843
ND5 68 10 17 19 0827 00012 003111 2115
(223) : : : !
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é{tf) 207 22 44 48 0885 00017 002348 4,860

O teste de Neutralidade de D de Tajima's apresentou o valor -1,96436, no

entanto ndo houve significancia para p<0,05. O teste de Fu and Li's D apresentou
o valor de -2,52907 com p< 0.05.

3.2. Distribuigao par-a-par

O grafico gerado a partir da distribuicdo par-a-par realizado com a matriz
concatenada dos fragmentos (Figura 4), para o conjunto amostral ampla
apresentou um padrao de distribuigdo multimodal, indicando uma populagdo em

equilibrio demografico ha um longo e continuo periodo.
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Figura 4. Grafico de distribuicdo par-a-par construido para a populagdo ampla (n=43). A

frequéncia observada é representada pela linha vermelha. A frequéncia esperada é representada
pela linha verde.

3.3.Rede de hapldtipos

Foram construidas duas redes haplotipicas seguindo a definicao de
amostragem ampla e restrita do item 2.5.3. (Figura 5). Quando todas as
localidades sao inseridas na analise, amostragem ampla, ndo ha um padréo

claro de agrupamentos para a regionalizacdo das populagbes por biomas.
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Mesmo dentro da mesma localidade. As populagbes do Pantanal regido de
Caceres (CAC), Regiao do Guaporé (GUA), Serra da Canastra (SDC) e Chapada
dos veadeiros (CDV) apresentam congruéncia entre os haplogrupos formados
na rede haplotipica, pois cada um destes possui apenas sequencias das

localidades indicadas, sem que outras localidades componham o haplogrupo.

Na rede haplotipica composta apenas com a amostragem restrita é possivel
notar a formagao de haplogrupos que refletem a separagao entre as subespécies
descritas (Gonzalez et al. 1998) para as localidades amostradas. Ha um
haplogrupo formado apenas pelas amostras do Uruguai. Entre as sequencias
representantes do Pantanal da Nhecolandia (PAT) e do PARNA Emas (EMA),
existe apenas uma amostra do Pantanal que se mistura com as amostras do
PARNA de Emas.
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Figura 5. Rede haplotipica construida a partir das sequéncias concatenas [ DLoop (153pb) +
ND5 (243pb) + CytB (514 pb)] gerada pelo programa POPART com 43 sequencias (a)
distribuidas em 13 localidades e com 17 sequencias (b) distribuidas em 3 localidades. Os
tamanhos dos circulos indicam a frequéncia relativa dos haplétipos. Os tragos ao longo dos
bragos indicam os passos mutacionais entre haplétipos. (GUA) Regidao do Guaporé — RO; (PEA)
Parque Estadual do Araguaia — GO; (CAP) PARNA dos Campos Amazonicos; (MAP) PARNA do
Mapinguari; (CDV) PARNA da Chapada dos Veadeiros - GO; (CAC) Regido de Caceres - MT;
(PCN) PARNA de Caldas Novas - GO; (TIS) P.E. de Tainhas - RS; (CXR) Regido da Coxilha Rica
— SC; (SDC) PARNA da Serra da Canastra — MG; (Uru) El tapado — Uruguai; (PAT) Pantanal sul
— MS; (EMA) PARNA de Emas — GO.
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3.4. Estruturagéo genética

Os valores de estruturacdo genética (Tabela 4) obtidos para o conjunto
amplo de sequéncias e para as populagbes URU, PAT e EMA, com p
significativo abaixo de 0.05, mostram que para ambos os conjuntos amostrais
existem estruturacdo entre as populagbes. O indice de fixacdo das
localidades indica que ha uma alta estruturagdo genética, segundo a
interpretacdo de Wright (1978), que propde que valores acima de 0,25 como
forte diferenciagdo genética, 0,15 a 0,25 como grande, 0,05 e 0,15 como

moderada e 0,0 a 0,05 como pequena.

Tabela 4. Analise de variancia molecular entre as (a) localidades e entre as (a) provincias (p = 0.05)

Componentes da Percentagem da

o o9 indice de fixag&o (FST)
variagéo variagéo

Tipo da variacdo

(a) Estruturacdo genética entre localidades totais

Entre populacdes 3,27 33,28 0.33
Dentro das 6,57 66,72 p = 0.00 +/- 0,00000
populacdes

(b) Estruturacdo genética entre URU, PAT e EMA

Entre~ 4,45 31,81 0,31
populagdes
Dentro an 9,54 68,19 p = 0,02 +/- 0,00377
populacGes

A partir das distancias genéticas foram computadas comparagdes par-a-
par para determinar a estruturacao entre as populacdes definidas (Tabela 5).
Pode-se destacar a nao estruturacao entre as populagdes do PARNA Emas
(EMA) e Pantanal da Nhecolandia (PAT) que sdo descritas na literatura como
subespécies diferentes. A populagao da regido do Guaporé nao apresentou
valores significativos quando comparada com as demais regides. No entanto,
existe valor significativo para a estruturagéo entre as populagbes de CDV e
PCNA. A populacdo da Serra da Canastra apresentou valores de forte

estruturacdo em relagao a todas as outras populacodes.

Tabela 5. Comparacao par-a-par entre as populagdes para os indices FST (parte inferior) e
os valore de p < 0,05, parte superior. **AMA = CAP + MAP; *SUL = TIS + CXR

GUA EMA PAT URU SDC SUL PCN CAC CDhV AMA PEA

0.009+- 0.000+- 0.009+- 0.027+- 0.018+- 0.225+- 0.009+- 0.063+- 0.018+- 0.045+-

*
GUA 0.009 0.00 0.009 0.013 0.012 0.043 0.009 0.036 0.012 0.020
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EMA

PAT

URU

SDC

SUL

PCN

CAC

CbhV

AMA
PEA

0.407 " 0.090+- 0.000+- 0.018+- 0.027+- 0.234+- 0.000+- 0.027+- 0.045+-
: 0023 0000 0018 0013 0020 0000 0013 0.020
0485 018 0027+ 0018+ 0.072+- 0261+ 0.009+ 0.072+ 0.027+-
: : 0013 0012 0037 0034 0009 0032 0013
. 0.009+ 0324+ 0.757+ 0.018+ 0.009+ 0.081+-
0493  0.357  0.451 0009 0045 0038 0018 0009 0021
0027+ 0.027+ 0.000+- 0.045+ 0.000+-
0570 0432 0417 0394 0013 0013 0000 0020 0.000
0.423+- 0.018+- 0.045+ 0.108+
0409 0293 0374 0090 0.330 (25 0018 0Dy 0108
0.072+ 0.342+- 0.162+-
0661 0191 0332 0134 0516 0.079 0721 0342 01021
0.036+ 0.099+-
*

0329 0350 0460 0266 0373 0173 0222 s 00
0387 0240 0393 0301 0356 0249 0123 0.305 0603255-

0353 0306 0427 0209 0358 0130 0252 0069 0.183
0340 0175 0351 0273 0344 0180 0106 0195 0167 0.148

0.126+-
0.030
0.027+-
0.013
0.054+-
0.014
0.027+-
0.013
0.090+-
0.023
0.171+-
0.025
0.009+-
0.009
0.117+-
0.030
0.018+-
0.012

*

3.5. Analise de agrupamentos

O teste SAMOVA gerou dois tipos de agrupamentos a serem testados para a
estruturagdo (Tabela 6; Figura 6). Esses agrupamentos foram informados ao
programa de maneira a obter no maximo trés grupos distintos, o que poderia
condizer com as trés subespécies descritas. Quando informado para o programa
gerar 2 grupos (Tabela 6b), ele formou um grupo formado pelas amostras do
PARNA Campos amazénicos (CAP) e PARNA do Mapinguari (MAP) e outro com
o restante das amostras, o qual ndo apresentou valor significante de estruturagao
entre os grupos (p = 0,815+/- 0,012). Quando informado para o programa gerar
trés grupos ele formou um grupo com a populagao do Parque Estadual de Caldas
Novas (PCN), outro que compreendia Uruguai (URU), PARNA da Chapada dos
Veadeiros (CDP) e as amostras do SUL (CXR + TIS), também com um valor ndo

significativo para a estruturagao populacional entre grupos (p = 0,699+-0,011).

A distribuicao das amostras de acordo com os grupos propostos pela analise
de agrupamento realizada pelo pacote rhierBAPS, mostram 2 grupos formados
(Figura 7) de acordo com a distédncia genética e geografica. Observa-se uma
distribuicao homogénea das amostras, estando a maioria contemplada no grupo
1, o0 qual € composto por quatro subgrupos. As amostras pertencentes ao PARNA
Serra da Canastra (SDC) formam um unico subgrupo (1.3). O cluster 2 é formado
pelas amostras pertencentes a regidao sul do pantanal (PAT), no entanto, ha

amostras do grupo 2 que sao observadas no PARNA Emas (2.2). Alocalidade de
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EMA apresenta amostras dos dois grupos formados (1 e 2), e também diferentes

subgrupos dentro desse conjunto amostral.

Tabela 6. Analise de varidncia molecular realizada de acordo com os grupamentos gerados pelo
teste SAMOVA. (a) 2 grupos de populagdes (GUA; EMA; PAT; URU; SDC; SUL; PCN; CAC; CDV;,
PEA) e (AMA); (b) 3 grupos de populagbes (PCN), (AMA; PAT; SDC; CAC; GUA; PEA; EMA) e
(URU; CDV; SUL"). AMA = CAP + MAP; SUL = CXR + TIS. Sao apresentados os valores dos
indices de fixagdo. O valor de p é significativo quando p<0,05.

Componentes da Percentagem da indice de fixacdo (FST)

Tipo da variacdo o e
variacdo variacédo

(a) Estruturacdo genética para 3 grupos gerados

FCT =-0,04981
Entre grupos -0.47868 -4.98 D = 0.699 +/- 0.011
Entre populacdes FSC =0,349
dentro de grupos 3.52169 36.65 p = 0.000 +/- 0.000
~ FST = 0,316
Entre populacdes 6.56667 68.33 b = 0.000 +/- 0,000

(b) Estruturacéo genética para 2 grupos gerados

FCT =-0,023

Entre grupos -1.88746 -22.72 b = 0.815 +/- 0.012
Entre populacdes FSC = 0,355

dentro de grupos 3.62768 43.67 p = 0.000 +/- 0.000
~ FST = 0,209

Entre populacdes 6.56667 79.05 b = 0.000 +/- 0,000
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Figura 6. Representagao geografica dos agrupamentos gerados pela analise SAMOVA; a. 2 grupos de populagdes 1 =
(GUA; EMA; PAT; URU; SDC; SUL; PCN; CAC; CDV; PEA) e 2 = (AMA); (b) 3 grupos de populagdes, 1 = (AMA; PAT, SDC;
CAC; GUA; PEA; EMA); 2 = (URU; CDV; SUL"); 3 = (PCN), AMA = CAP + MAP; SUL = CXR + TIS

56



0 500 1.000 km
L S
€ € € € < 5 <8 0> LOULUU PR BB R & 2>, o € & b b -
wow - L <€ £ A0 % % @ w = # AL E S < < 22X X X X 2SS =22 23
R E B Ry I E s R P F3E8 ¥E522%852238£:3
————————— L - - 3 é :—,\v,,"::-v'__::::;:f:

Figura 7. Distribuicdo geograficas dos grupos e subgrupos formados pela analise rhierBAPS. Os numeros 1 e 2
representam os grupos e subgrupos formados. As partigbes nos discos mostram o numero de sequencias

pertencentes a cada localidade e a qual grupo e subgrupo elas pertencem.
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3.6. Histodria evolutiva

As relagdes filogenéticas apresentadas para o conjunto amostral (Figura 8.a
) amplo ndo evidenciam uma relagao geografica clara. Agrupamentos formados
entre amostras com localidades préximas como € o caso de PAT e CAC que
pertencem ao bioma pantanal, se apresentam distantes na arvore. Apenas o
grupo formado pelas amostras pertencentes ao PARNA da Serra da Canastra
possui monofilia, no entanto ha um baixo valor de bootstrap (0,55) no ramo

formado, o que fragiliza a composigao do grupo.

Para a arvore construida apenas com as sequencias referentes as
subespécies (PAT, EMA e URU) (Figura 8.b) os valores de bootstraps se mostram
acima de 0,7 para a maioria dos ramos, indicando uma maior coesao da arvore.
Ainda é possivel identificar grupos formados pela regionalizagdo das amostras
de acordo com a localidade de origem. As sequéncias do Uruguai (URU),
relacionadas a O. b. arerunguaensis sao posicionadas mais distantes em relagéo

a sequéncia de O. B. Leucogaster (PAT).
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Figura 8. Arvore filogenética construida a partir do método de Neighbor-Joining para as sequencias totais (a) (n = 43) e
para as sequencias do Pantanal (PAT), PARNA Ema (EMA) e Uruguai (URU) (b) (n = 14). A numeracgdo na frente das
amostras indica o nimero voucher referente ao anexo I. A porcentagem de réplicas é apresentada nos ramos das arvores
a partir de um valor de bootstrap de 10 000. A arvore é apresentada em escala com o tamanho dos ramos correspondente
as distancias evolutivas entre as sequencias; (a) As distancias foram modeladas com a utilizagdo do modelo Tamura 3-
parameter. A taxa de variacdo entre os sites foi modelada pela distribuicdo gamma (0,73). A analise envolveu 46
sequencias de nucleotideos, sendo trés destas (Mgb 386 e 389; Bdp 224) utilizadas para o enraizamento e nao estdo
mostradas na figura final. Todas as posicbes com menos de 75% de cobertura foram excluidas (delecdo parcial)
perfazendo um total de 756 sitios utilizados na analise final desenvolvida pelo software MEGA11.
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3.7. Teste de Mantel

A hipotese de isolamento por distancia aferida pelo teste de Mantel mostra
que quando colocamos em um mesmo cenario todo o conjunto amostral (Tabela
7)(r=0,172 e p=0.987), ou apenas as amostras restritas (r= 0,112 e p = 0.125),
o teste ndo mostra um valor significativo (Tabela 7) para a correlagdo entre
distdncia genética e distancia geografica. No entanto, quando colocamos a
populacdo do Uruguai em comparagao com as populagdes do Pantanal, PARNA
de Emas e Guaporé € mostrada uma correlagao significativa e positiva. Sendo a
maior correlagao entre Pantanal e Uruguai (r = 0,785 e p = 0,007). As
populagdes do Pantanal e PARNA Emas também n&o apresentam valores

significativos para o teste.

Tabela 7. Teste de correlagao entre distancia genética e distancia geografica com o coeficiente
de correlagéo de Pearson (r) e o valor de significancia (p).

Populacao r p
Total -0.172  0.987
URU, PAT e EMA 0.112 0.125
URU e PAT 0.785 0.007
URU e EMA 0.153 0.012
PAT e EMA 0.259 0.077
URU e GUA 0.489 0.014

4. Discussao

O Veado-campeiro € uma espécie que possui ampla distribuicdo por areas
abertas sul-americanas. Apesar da continuidade e conectividade dessas areas,
sua historia filogeografica mostra indicios de expansdo demografica recente
devido a sua alta variabilidade genética. Sob isolamento por distancia o alelo
derivado deve ser localizado geograficamente onde o alelo ancestral sera menos
frequente. Isto porque, com fluxo génico restrito, novos alelos ndo tém tempo
para se espalhar. Esse padrao ndo é esperado em condicdo de expansao
(Templeton, 1998). Algumas localidades apresentam indicios de estruturagao e
devem ter atengédo no que diz respeito ao manejo conservacionista, como é o

caso da Serra da Canastra, regides do Pantanal sul e norte, e Uruguai.
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4.1.Diversidade genética

O Veado-campeiro possui altos indices de diversidade genética tanto para as
sequéncias analisadas de maneira concatenada quanto para os fragmentos
individuais (Tabela 1). Essa alta diversidade ja foi observada para a regiao
controle (Gonzalez, 1998) onde em 53 amostras distribuidas em seis localidades
distantes geograficamente (Brasil, Argentina e Uruguai) apresentaram um
numero total de 43 haplétipos e diversidade nucleotidica que variou de 0,011 a
0,025, similar ao valor de 0,023 encontrado para o presente estudo. O Dloop se
apresenta como a regidao mais variavel para o Veado-campeiro quando
comparamos as populagbes do Pantanal e PARNA Emas, no entanto sua
utilizagao para estudos filogenéticos deve ser considerada com cautela, uma vez
que seus valores de saturagao para transicoes resultam em uma homoplasia

filogenética o que pode enviesar as analises (Leandro et al, 2022).

Braga (2005) também encontrou novos haplétipos para os fragmentos de
CytB e Dloop para a maior populagéo existente no estado do Parana. Para outros
marcadores moleculares como os microssatélites, foi possivel identificar uma
alta diversidade genética para a populagdo do Pantanal pertencente a regido da
Nhecolandia (Mantellato, 2017).

A alta variabilidade pode estar associada a um passado onde existiam mais
de 3 milhées de Veados-campeiros, um numero mais de dez vezes maior se
comparado com as estimativas existentes (Gonzalez et al., 1998;1994). Com
isso, os indices de diversidade genética observados atualmente sao reflexo de
uma expansao demografica recente e rapida das populagdes derivadas do
ancestral comum mais recente da espécie, a qual esta fortemente associada as
formacbes de areas de campos abertos que remontam do pleistoceno ha mais
de 2 milhdes de anos (Gonzalez 1998;2020).

4.2.Padrao demografico e teste de neutralidade

De modo geral, é possivel compreender que as populacbes de Veado-
campeiro nao se encontram em expansao demografica, uma vez que o padrao
para a analise de distribuicdo par-a-par é apresentado em um grafico multimodal
(Figura 4). Esse resultado também pode ser observado pelo fato da rede

haplotipica nao apresentar haplogrupos definidos por regionalizagdes, como foi
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observado em outros trabalhos que possuem estruturagao genética bem definida
(Haijji., et al., 1998; Wiehler; Tiedemann, 1998; Mahmut et al, 2002; Moscarella
et al., 2003; Marquez et al., 2006; Zachos et al., 2006; Skog et al., 2009; Doan et
al., 2017; Frank et al., 2021; Mackiewicz et al., 2022). O teste D de Tajima n&o
apresentou valor significativo para p<0,05 enquanto Fs de Fu apresentaram
valores significativos e negativos, -2,529 (p < 0.05), o que pode ser indicativo de
selecao purificadora, efeito carona ou expansao populacional (Tajima,1989; Fu,
1997). Nesse caso, como outros dados mostram uma tendéncia de estabilizacédo
demografica da populagéo, a hipétese de selegao purificadora parece ser mais
adequada aos resultados observados, ao passo em que atua eliminando

haplétipos menos frequentes na populagéo do longo do tempo.

4.3.Padrdes filogeograficos

A espécie Ozotoceros bezoarticus possui uma divisdo em cinco
subespécies definidas pela sua localizacdo, dados morfolégicos (Cabrera,
943; Gonzalez et al., 2002) e moleculares (Gonzalez, 1998), sendo estes
baseados em um fragmento da regido controle de 423 pb. Esta descri¢édo se
limita a seis localidades distantes, PARNA Emas, Pantanal regido da
Nhecolandia, El tapado e Sierra de Los Ajos, Uruguai, e Bahia de
Samborobdén e San Luis, argentina. Nado ha até o presente trabalho um
estudo que utilizou diferentes marcadores e novas localidades para o
entendimento da distribuicdo da espécie. Para tal, algumas analises
presentes neste trabalho foram conduzidas de maneira a comparar os

padrdes ja estabelecidos com as novas localidades amostradas.

Para o teste AMOVA (Tabela 4), existe estruturacdo tanto para a
populacdo ampla quanto para apenas as populagdes restritas, ambos os
cenarios apresentam um alto indice de FST (0,33 e 0,31 respectivamente)

mostrando forte estruturagao (Hartl;Clark, 2010).

A rede haplotipica construida apenas com as amostras restritas (URU,
PAT e EMA) remonta uma estrutura muito semelhante a apresentada por
Gonzalez (1998), com um haplogrupo formado apenas pelas amostras de O.

b. Arerunguaensis e outros dois haplogrupos bem definidos formados pelas
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amostras do PARNA Emas, consideradas como O. b. bezoarticus, e Pantanal
regiao da Nhecolandia, O. b. Leucogaster (Figura 5b.). Contudo, quando
inserimos todo o conjunto amostral (Figura 5a.) ndo € possivel definir um
padrdo claro que divida as trés subespécies juntamente com as outras

amostras.

A populacdo de EMA apresenta uma de suas sequencias junto com um
haplogrupo formado por URU, PCN, PAT e CXR, o que ndo possui sentido
geografico uma vez que sao localidades distantes entre si. O mesmo
acontece com a populagdo PAT e URU que nao aparecem formando

haplogrupos coesos geograficamente.

Outro fato a ser notado € que existem duas populagdes pertencentes a
regido do Pantanal que nao ficam conectadas na rede e ndo aparecem juntas
na arvore de filogenética, ficando em clados opostos (Figura 7). De uma
forma geral, a rede haplotipica conecta populagbes que nao possuem
proximidade geografica, o que impossibilita encontrar algum padrao para o
conjunto amostral amplo. Algumas populagdes se apresentam coesas entre
si, como é o caso da SDC, GUA, CDV e CAC. Essa coesao pode estar estar
associado a grande populagéo e troca genémica no passado, visto que isso
é diferente para as amostras que estdo nos extremos das redes de haplotipos

e aquelas que se agrupam em fortes boostraps.

A arvore filogenética com a amostragem ampla e amostragem restrita
(Figura 8a e 8b) nao recuperam a monofilia para as populagoes EMA, PAT e
URU. Esse fato poderia estar relacionado a utilizacdo de marcadores
mitocondriais construidos a partir de pequenos fragmentos, e que, portanto,
nao possuem sinal filogenético suficiente para suportar os clados formados,
gerando ruidos na analise e agrupando sequencias com correlagdes
geograficas espurias. Mas mesmo quando sao utilizados outros marcadores,
como o ND5 e o COIl, com fragmentos maiores, chegando até 1973 pb
(Leandro et al, 2022) as relagdes filogenéticas apresentadas ndo recuperam

a monofilia sugerida para Pantanal e PARNA Emas.

Foram realizados alguns testes sem definicdo de grupos a priori para

averiguar se havia algum indicio de estruturacdo para as sequencias
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baseando-se em distancias genéticas. A analise de rhierBaps (Figura 7)
recuperou um grupo homogéneo com quase todas as localidades a excegao
de SDC, a unica populacgao a formar um grupo diferente dos outros, indicando

assim uma unicidade para o fragmento.

Outro teste que confirma o resultado da analise de rhierBaps é o
SAMOVA, que utiliza a localizagdo geografica e a distancia genética para
sugerir possiveis agrupamentos de acordo com o numero de grupos que
inserimos nos parametros da analise. A tabela 6 mostra os agrupamentos
sugeridos e seu teste de estruturagao. Tanto para dois grupos, quanto para
trés grupos existe significancia do teste para a estruturagao entre populagdes
dentro de grupos e entre populagdes apenas, porém os valores dos indices
de fixacdo também sao baixos, variando de 0,209 até 0,349. Nao houve
significancia para os testes entre grupos apenas. E Importante ressaltar que
0s grupos sao formados pelas populagdes, entdo, o grupo de populagdes que

poderia formar determinada subespécie ndo apresentou valor significativo.

Os grupos sugeridos pelo teste também ndo apresentam coeréncia
geografica com o que conhecemos da espécie até o momento. Quando o
teste é realizado para dois grupos (Figura 6 a), um grupo € formado apenas
pelas amostras definidas como AMA (CAP + MAP) e o outro grupo pelo
restante das amostras. Com trés grupos (Figura 6b.) é colocado junto a
populagdes da regido Sul (TIS + CXR + URU) a populacado da Chapada dos
Veadeiros (CDV), e formando um grupo isolado a populagdo do Parque
estadual de Caldas Novas (PCN).

De acordo com o proposto pela literatura até o momento (Cabrera 1943;
Gonzalez et al., 1998; 2002) deveriamos observar uma estruturagéo entre a
regido do Pantanal, o Cerrado e a regiao sul, abrangendo a area do Pampa,
e desta maneira, as novas localidades amostradas poderiam estar inseridas
em alguns desses grupos. No entanto isso ndo é mostrado em nosso
conjunto de dados amplos, indicando que quando observamos regides mais
conservadas do DNA mitocondrial a estruturagdo genética da espécie é

fragilizada.
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A hipétese de que a estruturacido da espécie poderia ter ocorrido por
isolamento por distédncia ndo é corroborada quando analisamos o conjunto
amostral ampla (Tabela 7) onde ndo ha significancia para a correlagao entre
distancia genética e distancia geografica. Quando as amostras restritas séo
analisadas também n&o ha significancia para a correlagéo, porém neste caso,
as populagcbes de EMAS e Pantanal podem estar enviesando a analise.
Quando analisamos isoladamente a correlagado separada entre PAT e URU;
EMA e URU, em ambos os casos temos uma correlagao positiva com p<0,05
(Tabela 7). Também é positiva e significativa quando analisamos a correlagao
entre URU e GUA, No entanto essa mesma relagdo nao € observada entre
PAT e EMA, mesmo sendo classificadas como subespécies diferentes.
Rodrigues et al. (2007), utilizando a técnica de RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) ndo encontrou estruturagdo entre as populagdes do

Pantanal e do PARNA Emas corroborando nossos dados.

Os dados apresentados neste trabalho tendem a se comportar como uma
clina genética. O tamanho da escala de variagdo genética ao longo da
distribuicdo da espécie implica em um equilibrio das frequéncias haplotipicas,
impedindo a determinagao de um padrao geografico para este conjunto de
dados. As populagdes néo respondem as variagdes ambientais locais, a nao
ser que estas exercam uma forte pressao seletiva. Quando possuimos uma
escala de variagdo no ambiente muito grande as populagdes podem
apresentar variagcdes locais, porém ha a formagcdo de uma clina genética
entre as diferentes populagdes. Dessa forma o resultado da variagao
genética €& consequéncia da distancia geografica média entre duas

populacgdes e nao das pressdes de cada ambiente (Slatikin, 1973).

Para outras espécies de ampla ocorréncia, como o Tamandua-bandeira
(Myrmecophaga tridactyla) por exemplo, também ndo é observado uma
estruturagdo entre populagdées do Cerrado e do Pantanal, uma vez que a
estrutura para esta espécie ocorre entre Cerrado/Pantanal em relagao a
Amazénia (Clozato, 2017).

Portanto, é esperado que ao analisar apenas populagcbes com relativa
distancia genética, sem as populagcdes conectivas entre elas, ocorra uma
estruturacdo entre populagdes, no entanto, quando sdo adicionadas mais
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populagdes o padrao geral da espécie tende a se apresentar de forma a nao

estruturagdo em decorréncia de um continuo de dispersao geografica.

4.4.Unidades evolutivas significativas e areas prioritarias para a conservagao

Com base na definicdo trazida por Moritz (1994), que leva em
consideragdo a monofilia reciproca dentro de um grupo definido a priori,
podemos considerar o PARNA Serra da Canastra-MG como uma ESU, no
entanto mesmo esse grupo possui um baixo valor de bootstrap (55) que

suporta sua monofilia.

Para fins de manejo, populagdes distantes geograficamente como URU e
GUA, ou URU e PAT, por exemplo, devem ser evitadas de ser colocadas em
contato, uma vez que isoladamente elas possuem diferengas genéticas
devido a distancia geografica. Dessa maneira, é indicado para possiveis
trabalhos que envolvam reintroducdo de populagbes que seja priorizada
aquelas com a menor distancia geografica e que possuam uma grande

variabilidade genética.

. Conclusao

Este € o primeiro estudo que utiliza uma ampla amostragem de
populag¢des de Veado-campeiro ao longo de sua distribuigdo atual, e propde
um entendimento de como o padrao filogeografico da espécie é expresso em

outras regides do DNA mitocondrial que nao a regido controle.

Nossos dados mostram uma populagdo em equilibrio demografico que
possui alta variabilidade genética. Esta variabilidade esta distribuida pelas
suas populacdes relictuais em forma de clina genética. O que torna uma
populacdo homogénea geneticamente, mas com diferengas devido a

distancia genética

Para que a compreensao da espécie seja aprimorada se faz necessaria
uma amostragem ainda maior, abrangendo Paraguai, Bolivia, Argentina e a

populagado disjunta da Illha do Marajo, Brasil. Junto a isso, a utilizagdo de
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mitogenomas para futuras analises pode eliminar vieses devido a utilizagao

de pequenos fragmentos.

A utilizagdo de informagdes vindas de DNA nuclear, como a utilizagdo de
SNPs, ou mesmo um conjunto robusto de marcadores microssatélites indica
0 proximo passo para a composigao de dados que possam entender a historia
genética recente da espécie e como as agdes antrépicas podem moldar o

futuro da conservagdo do Veado-campeiro.
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CAPITULO 3 - Distribuicdo e influéncia das transformacdes de campos
naturais na conservacgao do Veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus
LINNAEU, 1758)

Resumo

O Veado campeiro € uma espécie que possui ampla distribuicdo pela regiao sul-
americana, estando presente desde o sul amazoénico até o norte da Argentina
ocupando regides de formacdes de vegetacdes abertas. E uma espécie gregaria
e de habitos diurnos, sendo de facil visualizagdo onde ocorre. O presente
trabalho se propOs a realizar a modelagem de nicho ecolégico da espécie,
prospectando areas com a maior probabilidade de ocorréncia da espécie
baseando-se em varidaveis climaticas. Apds esse procedimento foram
investigadas através de um conjunto de dados publicados na colagdo 7 do
instituto MapBiomas, a alteragdo do uso do solo nas areas adequadas para a
espécie entre o periodo de 1985 e 2021. As areas com a maior probabilidade de
ocorréncia da espécie foram o Leste do Tocantins, Pantanal e Pampa. O bioma
Pampa foi a area que sofreu a maior perda proporcional de campos naturais
nesse periodo. Mais de 90% da substituicdo das areas naturais de campo
ocorreu pelo avango agropecuario, sendo, 50% desse avango atribuido ao
plantio de Soja. Ndo é claro na literatura como a espécie se adapta a essas
modificagdes, o que deixa cenario abertos para futuras pesquisas que envolvam

0 uso de habitat da espécie em escala local.

Palavras chaves: Ozotoceros bezoarticus; soja; Pantanal; Pampa; Cerrado;

Agropecuaria.
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Abstract

The pampas deer is a species that present a wide distribution along the South
America, occurring from the southern Amazon to the north of Argentina, and
occupying open vegetation areas. It is a gregarious species with diurnal habits,
being easy to see where it occurs. This work aimed to perform the ecological
niche modeling, prospecting areas with higher probabilities of occurrence, based
on climatic variables and on the intersection of the model with areas of natural
grasslands. After this, we investigate how the changes in the land use occurred
between 1985 and 2021, based on data published by MapBiomas institute. The
areas with the highest probabilities of species occurrence were eastern
Tocantins, Pantanal, and Pampa. The Pampa biome is the area that suffered the
highest proportional loss of natural open grassland in the period. More than 90%
of the replacement of natural field areas was due to agricultural advances, with
50% of this advance attributed to the planting of Soy. It is not clear in the literature
how the species adapts to these modifications, which leaves the scenario open

for future research involving the use of the species' habitat on a local scale.

Key words: Ozotoceros bezoarticus; soybean; Pantanal; Pampa; Brazilian

savana agriculture and livestock.
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1. Introducgao

Areas de campos naturais e savanas cobrem aproximadamente 40% do
territério mundial e, no Brasil, pouco mais de 1,5 milhdes de Km? sdo compostos
por formagdes desses tipos, 0 que representa aproximadamente 18% do
territério nacional (Gibson et al. 2009). Essas areas sido consideradas um
importante tipo de habitat para ungulados de todo o mundo (Janis et al, 2000).
As espécies desse grupo atuam como importantes modificadores de
ecossistemas, diminuindo a incidéncia de grandes queimadas. Em relagédo a
outras espécies, os ungulados contribuem no aumento de nitrogénio disponivel
no solo através da amodnia e ureia solubilizada presente na urina e nas fezes. A
urina e as fezes servem de substrato para atuacdo de decompositores que
transformardo a ureia em amoénia e posteriormente nitrato, disponibilizando o
nitrogénio para os vegetais criando assim uma heterogeneidade espacial e
modulando o processo de sucessao ecoldgica (Hobbs, 1996).

Os veados e os cervos, como sdo conhecidos popularmente, sdo ungulados
e fazem parte da familia Cervidae (Gray, 1872), uma das mais diversas familias
dentro do grupo dos mamiferos, possuindo cerca de 60 espécies dispersas pelo
mundo (Wilson; Reeder, 2005). Dentro da regido neotropical, foram descritos,
até o momento, seis géneros e 17 espécies de cervideos (Weber; Gonzalez,
2003; Gutierrez et al., 2015; Ludovério, 2018).

O Veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus, LINNAEUS, 1758) é um
cervideo neotropical encontrado exclusivamente em fitofisionomias de
formagdes abertas, compreendidas entre as latitudes 4° e 41°S, como o Cerrado
(exceto Cerraddes), o Pampa e o Pantanal no Brasil (Cabrera, 1943; Gonzalez
et al., 2010; Zucco, 2015). Seu periodo de atividade é diurno, podendo ser
avistado com certa facilidade nos ambientes em que habita, uma vez que mesmo
com altas temperaturas a espécie fica nas areas abertas e ndo onde ha cobertura
arborea (Zucco, 2015). Possui tamanho médio, variando de 1,20 a 1,50 metro de
comprimento e 0,7 a 0,75 metro de altura, com peso entre 30 e 40 Kg (Gimenez-
Dixon, 1986; Gonzalez et al., 2010).

A espécie é seletiva em relacao a sua alimentacéao, preferindo brotos, folhas
e flores mais tenras, que sejam de facil digestdo e alto valor energético, sendo

considerado um animal podador-pastador que procura ativamente e
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continuamente seu alimento (Mcarthur; Pianka, 1966; Rodrigues, 1996; Duarte
et al.,, 2012). Apesar de ser seletivo em relagcdo ao seu alimento, o Veado-
campeiro possui plasticidade para se adaptar as condigdes do meio onde esta
inserido, podendo variar sua dieta escolhendo plantas que, geralmente, ndo séo
suas preferéncias em condi¢gdes de ampla variedade de alimento (Cosse, 2001).

Atualmente, estdo descritas cinco subespécies de Veado-campeiro: (1) O. b.
arerunguaensis e (ll) O. b. uruguayensis, ambas identificadas no Uruguai
(Gonzalez et al., 1998; 2002); (lll) O. b. celler, que vive na regido do pampa
argentino, pé das cordilheiras dos Andes e Sul do Rio Negro; (IV) O. b.
leucogaster, encontrado no sudoeste brasileiro, sudeste boliviano, norte da
Argentina e Paraguai; e (V) O. b. bezoarticus, que vive desde o sul amazdnico
até a regido do pantanal mato-grossense. Essas trés ultimas subespécies foram
descritas por Cabrera (1943), baseando-se em dados morfologicos.

As maiores populagdes da espécie, no Brasil, sdo encontradas na regido do
Pantanal (Gonzalez et al., 2016) variando entre 20.000 e 40.000 individuos
estimados, no entanto é projetado que para os préximos 15 anos essa populagéo
sofra uma reducdo de aproximadamente 30%. Essa reducdo pode estar
relacionada a introdugédo de orbiviroses e a invasdo de gramineas exaticas, o
que influenciaria na disponibilidade de alimentos com a qualidade exigida pela
especie.

Os eventos de incéndios devido as mudancgas climaticas, expansao de areas
cultivaveis e pastagens tem aumentado nos ultimos anos (Schmidt; Eloy, 2020;
Silva et al., 2021; Filho et al., 2021). No Brasil estima-se que nas queimadas
ocorridas no Pantanal entre 2019 e 2020, cerca de 16 952 000 de vertebrados
de pequeno e médio porte tenham sidos mortos em decorréncia dos incéndios
(Tomas et al., preprint). Ainda ndo se sabe qual o comportamento dos veados
em relacdo a grandes queimadas como essa pois ndo ha uma contagem
sistematizada especifica para cervideos, no entanto, a degradagao de seu
habitat pode demorar anos até que ocorra sua regeneragdo deixando estes
animais em condi¢des muito vulneraveis.

A perda de habitat foi um dos fatores que mais contribuiram para que este
cervideo se tornasse uma espécie ameacada, visto que, de 1900 até o momento,
essa area foi reduzida a apenas 1% de seu tamanho original (Weber; Gonzalez,

2003; Gonzalez et al., 2010). Com a perda de habitat, ocorre a fragmentagéo dos
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remanescentes de areas adequadas para a espeécie, o que pode levar a
problemas como a manutengao da viabilidade das populagdes relictuais devido
a perda de conectividade e consequente interrupgao de fluxo génico.

O cerrado € um dos principais ambientes onde é encontrado o Veado-
campeiro, sendo, mas também é um bioma dominado pela agricultura e
pastagem, o que tornou este ambiente altamente fragmentado. Atualmente
estima-se que restam apenas 48% da sua cobertura original, cujo 3,1% séo
encontrada dentro de unidade de protegao integral (Ganem, 2013). Esses altos
indices de fragmentacao sdo associados ao agrobuisness que vem aumentando
suas areas de cultivo de maneira desenfreada e ilegal nos ultimos anos (Rajao
et al. 2020). As culturas de soja no estado de Goias tém contribuido para o maior
aumento da fragmentagao do Cerrado, pois as areas cultivaveis sdo menores e
mais fragmentadas em relagdo aquelas onde ocorrem as pastagens (Carvalho
et al., 2009).

Para o Cerrado o modelo climatico de distribuicdo da espécie sugerido por
Lima (2020) prevé que a maioria dos habitats abertos com adequabilidade ocorre
dentro de Terras indigenas, seguido de unidades de conservagdo de uso
sustentavel. No entanto, isso pode ser um problema para a conservagao da
espécie uma vez que conflitos politicos e a dificuldade no monitoramento das
areas de uso sustentavel podem atrapalhar a execucdo de agdes para a
conservacao da espécie.

Na regidao sul do Brasil, vem ocorrendo a conversdo dos campos naturais,
que historicamente possuem um sistema de criacdo de gado adaptado as
pastagens naturais tipicas do pampa, em plantagdes de soja, a qual ocupa
1,526,267 ha do Bioma, e outras culturas (Lima et al., 2019; Hazards; Waquil,
2020). Essa conversao de areas naturais em agricultura tem fragilizado a
conservagao do bioma (Roesch, 2009). Ainda no sul do Brasil, tem ocorrido a
invasao progressiva pela espécie Axis axis, conhecida como Chital, (Sponchiado
et al., 2009; Preus et al., 2020; Foster et al., 2021), um cervideo de grande porte
de origem asiatica, e que ainda ndo possuimos dados para entender como sua
interacdo com as populagdes de cervideos neotropicais pode afetar as espécies
nativas.

Outras causas podem ser apontadas para o declinio populacional do Veado-

Campeiro espécie em ambientes naturais, como a caga predatéria e de
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subsisténcia (Gonzalez et al., 2016). Estima-se que mais de 2 milhées de couros
de veados neotropicais tenham sido exportados para a Europa entre 1860 e 1870
(Thornback; Jenkins, 1982). Além disso, a carne de veado tem sido uma das
principais fontes de proteina para algumas comunidades rurais (Robinson;
Bennett, 1999; Peres, 2000), o que, junto a pratica da caga esportiva e as
questdes culturais associadas a cada regiao, também gera impactos negativos
as populagdes de veados (Weber; Gonzalez, 2003).

Junto a isto, os atropelamentos em rodovias e dentro das lavouras e a
transmissdo de enfermidades por outros ungulados domésticos sao fatores
agravantes para a conservacgao da espécie (Weber; Gonzalez, 2003; Duarte et
al., 2012; Morini et al, 2023).

Visto 0 avango da agropecuaria nos principais ambientes de ocorréncia do
Veado-campeiro € levantada a hipotese de que as conversdes de campo natural
em areas de cultivo e pastagem estejam causando grande impacto dentro das
areas mais adequadas para a ocorréncia da espécie no Brasil. Este trabalho
possui o objetivo de avaliar os impactos que as mudangas na paisagem das
ultimas décadas tiveram na manutencao das populacdes de Veado-campeiro no
Brasil, através da modelagem da distribuicdo passada e atual da espécie e a

identificacdo do atual uso do solo nas areas perdidas de potencial distribui¢ao.

2. Material e métodos

2.1.Area de estudo

As areas amostradas especificamente neste trabalho, através de coleta de
amostras fecais em campo (n= 16), foram determinadas de acordo com
ocorréncia atual e passada do Veado-campeiro no Brasil. Elas estdo associadas
a formacgdes vegetacionais abertas, compreendendo as fitofisionomias de
Cerrado, Pampa, Pantanal e Campos do parana. Foram obtidos 181 pontos de

ocorréncia da espécie distribuidos por cinco diferentes biomas (Figura 1).
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Figura 1. Distribuigdo dos pontos de ocorréncia de veado-campeiro obtidos para o procedimento
de modelagem e adequabilidade bioclimatica com a divisao politica do Brasil e as areas de
biomas.
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Apesar da espécie ocorrer em outros paises, o recorte amostral limitado ao
Brasil foi necessario devido ao fato de que a base de dados do “Projeto
MapBiomas — Colecdo 7 da Série Anual de Mapas de Uso e Cobertura da Terra

do Brasil” (http://mapbiomas.org, mapbio7, acesso em 04 de janeiro de 2023)

(Souza et al., 2020) nao apresentar dados de uso do solo de outros paises.

2.2.0Obtengao dos pontos amostrais

Os pontos utilizados para a modelagem de distribuicdo da espécie (Anexo |)
sdo provenientes das campanhas de coleta de amostras fecais, obtidas com o
auxilio de cao farejador, realizadas entre 2019 e 2022 pelo Nucleo de Pesquisa
e Conservagao de Cervideos (NUPECCE), da coleta de fragmentos de ossos
realizada no Museu de Zoologia da USP (MZUSP), Sdo Paulo-SP, e no museu
de Histéria Natural do Capdo da Imbuia (MHNCI), Curitiba-PR, dos dados
fornecidos pela bidloga Dra. Fernana Goéss Braga, Diretoria de Politicas
Ambientais (DIPAM) de Curitiba-PR e provenientes do banco de amostras do
NUPECCE, Jaboticabal-SP.

80


http://mapbiomas.org/

2.3. Extracao, amplificacao e identificagao enzimatica

Para a confirmagao espécie-especifica das amostras fecais coletadas foi
realizada a analise de fragmentos de restricdo do gene mitocondrial Citocromo
B (CytB). A extracdo do DNA total com a utilizagao do protocolo de silica (Glenn
et al., 1998) otimizado, e posterior amplificagdo do fragmento de 224 pares de
bases (pb) do gene mitocondrial Citocromo B (CytB) por meio de PCR (Mullins;
Faloona, 1987), com a utilizagdo dos primers IDMAZ224 e IDMAZ H (Gonzalez
et al., 2009). A padronizagao foi feita para um volume final de 30 pL (25uL de
reagentes e 5 uL de DNA total extraido com concentragao de aproximadamente
10 ng/ uL) contendo 1x buffer e 1,5U de DNA polymerase (Platinum™, Thermo
Fisher Scientific), 2 mM MgCI?, 0,6 mM dNTP, 1,3 mg/ml BSA e 0.5 pM de cada
primer.

As reagdes de amplificagdo foram realizadas no termociclador Bio-Rad
C1000 Touch™ Thermal Cycler sob as seguintes condi¢des: temperatura inicial
de 94°C por 2 minutos (min.) seguidos por 45 ciclos de (1) 94°C por 1 min., (2)
94°C por 50 segundos (seg.), (3) 58°C por 50 seg., (4) 72°C por 50 seg., (5)
repetir a partir do passo (2) cinco vezes, (6) 94°C por 50 segundos (seg.), (7)
57°C por 50 seg., (8) 72°C por 50 seg., (9) repetir a partir do passo (6) seis vezes,
(10) 94°C por 50 segundos (seg.), (11) 56°C por 40 segq., (12) 72°C por 50 seg.,
(13) repetir a partir do passo (10) oito vezes, (14) 94°C por 50 segundos (seg.),
(15) 55°C por 30 segq., (16) 72°C por 50 segq., (17) repetir a partir do passo (14)
13 vezes, (18) 94°C por 50 segundos (seg.), (19) 54°C por 30 seg., (20) 72°C por
50 seg., (21) repetir a partir do passo (18) 13 vezes, (22) 72° por 10min para
extenséo final e (23) 4°C para armazenamento.

Apos a amplificacdo desta regido, foi realizada a digestdo enzimatica com a
enzima Sspl (NewEnglandlab®), cujo padrao de visualizagdo em gel de agarose

na concentracéo de 2% (Gonzalez et al., 2009; Souza et al., 2013),

2.4.Individualizagao dos individuos

Apés a identificacdo especifica, as amostras foram individualizadas por um
critério de espacializacdo levando em consideracéo a area de vida da espécie
(Rodrigues; Monteiro-Filho, 2000; Tomas et al., 2001; Vila et al., 2008). Para isso,

foi utilizado um buffer com um raio de 2,5km no entorno de cada amostra com o
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auxilio do programa QGis 3.28. Aquelas amostras que nao obtiveram
interseccdo entre seus buffers foram consideradas como sendo amostras

pertencentes a individuos diferentes.

2.5.Modelagem de nicho ecologico

Para a realizacdo da modelagem de nicho ecoldgico foram utilizados 181
registros georreferenciados da espécie. Os registros foram implementados na
andlise através do software MaxEnt v.3.4.1 (Phillips et al. 2004, 2006),
considerando apenas a presenca da espécie e a probabilidade de ocorréncia
com maxima entropia. Para o treino do modelo foi utilizado 70% dos pontos e
30% para testa-lo (Pearson, 2007) com a amostragem realizada através do
método de bootstrap, com dez particdes aleatorias com substituicoes.

As variaveis climaticas utilizadas foram: Temperatura média anual (biol);

Precipitacdo anual (bio 12); precipitacdo do més mais chuvoso (bio 13);
precipitacdo do trimestre mais seco (bio 17); precipitacdo do trimestre mais
qguente (bio 18); precipitacédo do trimestre mais frio (bio 19) (Hijmans, 2005). Essa
variaveis possuem 1 km? de resolucdo e correspondem as variaveis utilizadas
em outros trabalhos com cervideos neotropicias (Duarte et al., 2016; Oliveira et
al., 2019;2022; Peres et al., 2021) e foram testas quanto as suas autocorrelacdes
em um teste de correlacdo de Pearson, sendo retiras uma das variaveis com
correlacéao (valor de R) acima de 0,8 (Anexo Il). A avaliagdo do modelo foi feito
pelo AUC (Area Under the Curve), calculo do erro de omissao e teste binomial
de duas propor¢des (Fielding; Bell, 1997; Elith et al., 2006; Pearson, 2007;
Phillips; Dudik, 2008). O “Minimum training presence logistic threshold” foi
utilizado para determinar o limite de corte para a predicdo da ocorréncia da

espécie.

2.6. Distribuicdo geogréfica histérica e atual
A distribuicdo histérica e atual da espécie foi determinada através da
interseccdo dos resultados da modelagem de nicho ecoldgico (assumida como
inalterada no tempo) com o as areas histéricos e atuais de de uso do solo
adequadas para a espécie (vegetacdes de fitofisionomia aberta). Para a
obtencao da classificacdo dessas areas de uso do solo, histérica e atual, foi
utilizada a base de dados disponibilizada pelo MapBio7 (Souza et al., 2020) entre
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0s anos de 1985 e 2021. Foram assumidas como adequadas as classes de uso
do solo das categorias 11 (campo alagado e area pantanosa) e 12 (formacéo
campestre), pertencentes as formacdes naturais ndo florestais estabelecidas
pelo maobio7. Com base nessas categorias foram inferidas as areas de potencial
ocorréncia para a época passada e atual do Veado-campeiro. Apds esse
procedimento foi realizada a comparacédo entre as areas de campo de 1985 e
2021 estabelecendo uma comparacéo de areas perdidas e areas ganhas.

Para testar a significancia das eventuais perdas e ganhos de éarea, foi
criada uma grade de quadriculas de 50 por 50 quildmetros (2500 pixels de 1
km?), sobre a area de interseccdo do modelos de nicho e as classes de uso do
solo selecionadas (Figura 2) . Em cada quadricula foram computados os
ndmeros de pixels ganhos e perdidos entre 1985 e 2021 e realizado um teste de
comparacdo de médias nao paramétrico (Wilcoxon) onde cada quadricula
constou como uma observacdo . ApOs esse procedimento as areas foram
sobrepostas e foi possivel inferir areas de distribuicdo geografica perdidas e
areas. Para as éareas perdidas, foram analisadas o que estas areas se tornaram

no ano de 2021 de acordo com a base de dados MapBio7 Souza et al., 2020
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Figura 2. Mapa com os limites dos estados brasileiros e grade de quadriculas de 50 por

50 quilémetros (2500 pixels de 1 km2), sobre a area de intersec¢do do modelo de nicho.
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3. Resultados

3.1. Modelagem de nicho ecoldgico

A partir da modelagem de nicho ecoldgico realizada com os 188 pontos
de ocorréncia para a geracdo do modelo de maxima entropia, foi gerado o mapa
de distribuicdo de Veado-campeiro para o Brasil (Figura 2). O valor de AUC foi
de 0.883 +/- 0.017, teste bionomial bicaudal com p<0.05 e erro de omisséo de
1,47%. As variaveis Bio 1 (45,6%), Bio 17 (16,6%) e Bio 18 (16,0%) sao as que

mais explicam o modelo.
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Figura 2. Modelo de nicho ecolégico de veado-campeiro (Ozotoceros bezoarticus) mostrando os
pontos de ocorréncia utilizados para alimentar o modelo de maxima entropia.

ruguay

-
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3.2.Distribuicao historica e atual

A interseccéo entre as areas de campo existentes em 1985 e 2021 com a
modelagem de nicho ecoldgico, indica a potencial ocorréncia da espécie nessas
duas épocas. Assim, foi possivel indicar as areas onde a distribui¢cao historica da

espécie diminuiu (Fig. 3) e onde ela aumentou (Fig. 4)
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Figura 3. Mapa da area de distribuicdo de veado-campeiro evidenciando em vermelho as areas
de campo aberto perdidas entre 1985 e 2021 e em verde a potencial ocorréncia da espécie. A
area | abrange a regido do Pantanal; a Il abrange a regiao do leste de Tocantins e Oeste da
Babhia; Ill a regido da Coxilha Rica localizada em Santa Catarina; e IV a regido do Pampa.
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Figura 4. Mapa da area de distribuicao de Veado-campeiro evidenciando em azul as areas de
habitat adequado ampliadas entre 1985 e 2021.

Em 1985, a area disponivel para campeiro segundo distribuicdo histérica
determinada era de 356.463 Km2. Em 2021, essa area passou para 286.334 Kmz,
totalizando uma area perdida de 70.129 Km? o0 que representa
aproximadamente 19% da area histérica de distribuicdo da espécie (p = 1,506
*1047),

Ao todo, foram sobrepostos 126.019 pixels para as categorias do MapBio7
para a determinacdo das areas naturais que foram modificadas entre 1985 e
2021. O cultivo soja foi o principal substituto dos campos naturais (Figura 5.)
representando aproximadamente 48% das areas convertidas, seguido pela
conversdo em pasto (17%), mosaico agricola (8%), formacao de florestas 7%,
silvicultura 7%, rio ou lagos (2,5%), arroz (2%) e outras areas que possuem
menos de 2% de conversao cada. As areas de agropecuaria juntas representam
86% da conversdo das areas naturais, seguidas de 9% de outras formagdes
naturais, 2,5% de inundacdes e solo exposto, area urbana e mineracdo que

possuem menos de 1% cada.
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Figura 5. Destino das areas de distribuicdo geografica histérica de Ozofoceros bezoarticus
perdidas entre 1985 e 2021. (a) conversao por categoria isolada de acordo com a classificagdo
MapBio7; (b) agrupamento de categorias. * Outras formagdes naturais (O.F.N).

4. Discussao

Os resultados gerados a partir do modelo de nicho ecolégico de maxima
entropia condizem com o descrito na literatura para a espécie (Cabrera, 1943;
Gonzalez et al 1998; 2002; Weber; Gonzalez, 2003; Lima, 2020). Esta possui
uma distribuicdo ampla, associada a areas de formacdes abertas do Brasil.
Essas areas vao desde o limite norte do Cerrado, recobrindo o estado do
Tocantins, passando por formag¢des abertas no sul da Amazénia, e chegam até
o extremo sul do Brasil na regido de Pampa, no Rio Grande do Sul (Figura 2).

No entanto, o cenario que é observado no Brasil é o de areas
fragmentadas, principalmente na regido de Cerrado, onde o avango
agropecuario dominou as areas naturais (Carvalho et al.,2009; Bernett et al.,
2006). Entre 1990 e 2010, o Cerrado perdeu cerca de 89 mil Km? de vegetagao
natural. As areas remanescentes mais preservadas ocorrem em relevos
acidentados, os quais sao improprios para agricultura (Beuchle et al., 2015).

Alguns estudos com espécies diversas mostram que a existéncia de areas
de cultivo pode trazer beneficios a populag¢des ja fragmentadas, uma vez que
essas areas atuariam como pontos de conectividade entre as populagdes
separadas, permitindo a manutencgao do fluxo génico entre elas e a manutencgao

da variabilidade genética da populacédo matriz (Fahrig et al., 2003;2017;2019).
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No entanto, esse conceito apresenta diversos problemas conceituais,
enviesando e enfraguecendo ac¢des conservacionistas (Fletcher et al., 2018) que
visam a manutenc¢ao de populagdes pequenas e isoladas de espécies como o
Veado-campeiro.

A fragmentacgao do habitat pode prejudicar a manutencao das populagdes
relictuais uma vez que o efeito de borda e o isolamento dessas populagdes
trazem efeitos negativos para a manutengao da viabilidade populacional devido
a invasao de espécies exoticas, como o capim africano (Augusto;Mendonga et
al., 2015), desfavorecendo espécies especialistas (Pfeifer et al., 2017).

O Pantanal é uma area que possui uma histéria de modificacao de mais
de 200 anos devido a introdugao do gado pelos europeus e, até duas décadas
atras, era detentora da maior densidade de Veado-campeiro no Brasil (Merino et
al. 1997, Mourao et al., 2000). No entanto, as areas abertas no pantanal vem
aumentando devido a conversao da vegetacdo natural em pastagens e novas
culturas que substituem a criacdo de gado (Seidl et al., 2001). A perda de area
nativa do pantanal para a agricultura foi de 16% para as areas apenas de
pantanal e de 61% para as areas que incluem as regides de intersecg¢des
(plateau) entre Cerrado, Amazonia e Pantanal, para 2050 as projegdes apontam
uma perda 17% para o Pantalnal e de 65% para a area de plateau formando um
arco de desmatamento semelhante ao que ocorre na Amazonia (Guerra et al.,
2020), o que condiz com o aumento de areas abertas no para o modelo de nicho
do Veado-campeiro (Figura 3, destaque I).

Em relacdo as areas que apresentaram redugao acentuada, o Pampa foi
a que apresentou a maior taxa de reducédo (Figura 3, destaque V). Essa regido
tem passado por uma mudanca no uso de sua area nos ultimos anos, afetando
nao s6 a composi¢ao das areas naturais de campo, mas também a propria
dindmica de produgdo de gado tradicional da regido (Matte; Waquil, 2020).
Durante as campanhas de coleta realizadas para a obtencdo de amostras para
a composigcao desse trabalho pela regiao do sul do Brasil, os relatos dos
moradores locais indicaram que é perceptivel a mudanga no avistamento do
Veado-campeiro na regidao nos ultimos anos, condizendo com a mudanga na
paisagem devido, principalmente, ao avango do cultivo de soja,
descaracterizando a paisagem natural da regido (Oliveira et al., 2017, Lima et
al., 2019; Hazards; Waquil, 2020; Roesch, 2009).
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A regiao da Coxilha Rica (Figura 3, destaque Ill) € conhecida como um
reduto da espécie no estado de Santa Catarina (Tortato;Althoff, 2011). No
entanto, Mazzolli e Benedet (2009) relatam uma diminuigdo no tamanho
populacional do Veado-campeiro na regido. Sao necessarios outros estudos
para verificacdo efetiva dos niveis dessa reduc¢ao populacional que ocorreu na
regiao.

Os avangos agropecuarios no Brasil fizeram com que vastas areas
naturais fossem substituidas por diversos tipos de culturas (Figura 5.b). (Weber;
Gonzalez, 2003; Bernett et al., 2006; Carvalho et al.,2009; Duarte et al., 2012;
Oliveira et al., 2017; Morini et al, 2023) o que indica que Mais de 50% dessas
areas sao de plantio de soja, seguido de pasto, mosaico agricola e silvicultura
(Figura 5a). Juntando as categorias de uso de solo classificada pelo MapBio7, a
agropecuaria soma aproximadamente 90% da conversdo de area natural em
areas de plantio e de gado. Essa conversao promove a perda de habitat do
Veado-campeiro e exerce sobre a espécie a necessidade de uma rapida
adaptacdao ao uso de areas antropizadas, e a mudancga de dieta devido a
conversao das areas naturais exercendo assim uma intensa pressao seletiva nas
populagdes.

Nao esta claro na literatura se a conversao de campos naturais em areas
de plantio afugenta os espécimes. Ha duas hipoteses a serem investigadas em
futuros estudos: (i) a espécie se adapta as areas convertidas, estabelecendo um
uso harmonico com a ocupacao antrépica; ou (ii) apesar da conversao de areas
naturais, a espécie usa a area convertida, mas nao possui preferéncia por ela.

Além da perda de habitat por transformacdo das areas naturais, a
competicdo com espécies exoticas pode ser um fator de grande relevancia para
a continuidade de uma espécie em seu ambiente de distribuigao histérica (Webb
et al., 2006). Além das areas de campo convertidas no sul do pais, temos alguns
registros de invasao pela espécie Axis axis, que vao desde o Parque Estadual
do Espinilho até o entorno do Parque Nacional de Foz do Iguagu — PR
(Sponchiado et al., 2009 ; Preus et al., 2020; Foster et al., 2021). Ainda, s&o
deficientes estudos que busquem a compreensao do impacto causado por essa
especie para os cervideos brasileiros. Embora a presenca de espécies exoticas
traga uma série de problemas para as areas onde sao encontradas, a sua

remogao é complexa por uma série de fatores. Entre eles, as comunidades locais
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se adaptam ao convivio com a espécie, fazendo com que a eliminagao da
mesma se torne socialmente inviavel (Sharp et al., 2011).

E de grande importancia que estudos de densidade populacional também
sejam realizados em outras areas além do Pantanal, pois a realidade da
distribuicao da espécie pode variar de acordo com o ambiente e com as pressoes

existentes em cada local.

5. Conclusao

e A modelagem de nicho ecolégico de Veado-campeiro realizada no
trabalho condiz com a distribuicao historica da espécie;

e Aregido do Pampa e oeste da Bahia foram as que mais perderam areas
de habitat entre o periodo do estudo;

e A principal fonte de perda de habitat entre 1985 e 2021 foi o avango da
agropecuaria;

e O avancgo dos campos de soja foram responsaveis por mais de 50% da
conversao dos campos;

e Se faz a necessidade de estudos que busquem entender a interagao da
especie com a mudanga no seu habitat;

e Estudos de densidade populacional em diferentes areas de ocorréncia
da espécie contribuiriam para avaliar o real status de conservacao do
Veado-campeiro.
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Localidades utilizadas para a confecgédo da analise de modelagem e

Anexo |

prospecc¢ao de areas com a maior probabilidade de ocorréncias de Veado-

campeiro.
Localidade representativa Tipo de amostra Lat Long
Vilhena Fecal -12.529737 -60.403012
PE Araguaia Fecal -13.123470 -50.539690
Guaporé Fecal -13.449885 -61.276887
PARNA Mapim Guari Fecal -7.870682 -63.861789
PARNA Campos Amazoénicos Fecal -8.576555 -61.407530
PARNA Emas Fecal -18.106644 -52.928094
Pantanal sul NUPECCE -18.106644 -52.928094
PARNA Chapada dos Veadeiros Fecal -47.771359° -14.148979°
PE Caldas Novas Fecal -48.708407 -17.795418
Maurilio Viana Fecal -55.603855 -29.260763
PE Tainhas Fecal -50.439929 -29.013847
Coxilha Rica Fecal -50.47281 -28.330637
Serra Geral do Tocantins Fecal -46.843551 -11.250285
Barra do Quarai Fecal -30.20722222 -57.55472222
Distrito de Capé&o do Tigre FGB -28.61937 -50.19566
gistrito de Capéo do Tigre - Propriedade FGB -28.6465191 -50.1833048
Localidade Postinho - Propriedade 9 FGB -28.65869 -50.22481
Propriedade 10 FGB -28.613003 -50.5208034
Cambara do Sul FGB -29.05 -50.15
Cambara do Sul FGB -29.0823 -49.9932
Parque Estadual de Tainhas FGB -29.09402778 -50.36668056
Distrito de Criuva - Propriedade 14 FGB -28.84534 -50.84209
Distrito de Vila Seca - Propriedade 5 FGB -29.0218893 -50.9508317
Encruzilhada do Sul FGB -30.54388889 -52.52194444
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Esmeralda

Lavras do Sul

Machadinho

Estacdo Ecoldgica de Aracuri
Pelotas

Quarai

Rosario do Sul

Santana da Boa Vista

RPPN Fazenda Sta. I1zabel
Sao Borja

Distrito de Cazuza Ferreira -
Propriedade 2

Distrito de Cazuza Ferreira -
Propriedade 3

Distrito de Cazuza Ferreira -
Propriedade 4

Distrito de Silveira

Localidade de Capéo Alto - Propriedade
6

Morrinhos

Potreiro Velho

Séo Francisco de Paula

Distrito de Silveira - Propriedade 12
Sao José dos Ausentes

Batu

Passo do Leé&o

Vacaria

Pantanal norte

PARNA Chapada dos Guimaraes
PARNA Serra da canastra

ESEC aguas de Santa Barbara

FGB
FGB
FGB
FGB
FGB
FGB
FGB
FGB
FGB
FGB
FGB

FGB

FGB

FGB
FGB

FGB
FGB
FGB
FGB
FGB
FGB
FGB
FGB
Fecal
Fecal
Fecal

MZUSP

-28.05361111
-30.81305556
-27.56694444
-28.233333
-31.75
-30.3875
-30.25833333
-30.87194444
-29
-28.83666667

-28.87785

-28.97422

-28.963201

-28.634083

-29.4360788

-29.366667
-29.43738889
-29.44138889

-28.6616213

-28.733333

-29.066667
-30.26611111
-28.51222222

-16254496

-15411405

-20,222,343

-22.881211°

-51.19027778
-53.895
-51.66777778
-51.166667
-52.333333
-56.45138889
-54.91416667
-53.11527778
-55.683333
-55.53194444

-50.68917

-50.689444

-50.5346969

-49.853121

-50.5250611

-50.416667
-50.24416667
-50.57916667

-49.8546289
-50.05

-53.833333
-57.54158333
-50.93388889

-57997704

-55836853

-46,476,849

-49.239775°
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