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O STATUS TAN\XONCA)M'ICO DE Cervus rufus llliger, 1811 E SUA
CARACTERIZACAO GENETICA E MORFOLOGICA

RESUMO - A espécie Mazama americana passou por diferentes classificacdes
taxonémicas ndo havendo consenso em relacdo ao numero de subespécies e ao
desdobramento destas em espécies. Em diferentes espécimes de M. americana néo
foram observadas diferencas a partir de analises morfolégicas ao contrario das
analises citogenéticas que demonstraram uma grande variacdo cariotipica com
estruturacdo geografica. Este resultado, juntamente com o estudo mostrando
isolamento reprodutivo pos-zigotico com esterilidade ou subfertilidade dos hibridos
entre cit6tipos distintos, demonstra que este € um complexo de espécies. O presente
estudo objetivou a caracterizacdo de Cervus rufus, por muitos considerado como
sinbnimo de M. americana, utilizando para isso técnicas integrativas de analise
citogenética, genética molecular e morfolégica. O padrao morfolégico do espécime
acompanha o padrdo da espécie M. americana. Entretanto, citogeneticamente, o
exemplar se assemelha ao padrdo apresentado pelo citétipo Parana, muito distinto
das espécies descritas anteriormente (M. americana e M. temama). O padrdo
molecular também formou com o0s exemplares do citétipo Parana um ramo
monofilético com forte suporte estatistico. Esses aspectos indicam que Cervus rufus
seja uma espécie valida e por falta de um hol6tipo, propde-se um neotipo,
permanecendo o nome Mazama rufa. A descricdo de uma nova espécie de cervideo
na Mata Atlantica do interior € um fator muito relevante, mesmo porque ha indicios

de que esta espécie possa estar sob eminente risco de extin¢ao.

Palavras-chave: taxonomia, DNA mitocondrial, neétipo, filogenia, citogenética.
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THE TAXONOMICAL STATUS OF Cervus rufus llliger, 1811 AND ITS GENETIC
AND MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION

ABSTRACT - The Mazama americana species has undergone different taxonomic
classifications, without consensus regarding the number of subspecies nor the
unfolding of these subspecies into species. In different specimens of M. americana,
no differences were observed from morphological analyzes, yet cytogenetic analyzes
showed a wide karyotypic variation with geographic structuring. This result, along
with the reproduction study showing postzygotic reproductive isolation with sterility or
subfertility of hybrids between different cytotypes, demonstrates that this is a
complex of species. Therefore, the present study aimed at the redescription of
Cervus rufus, by many considered as synonymous with M. americana, using for this
purpose, integrated techniques of analysis such as cytogenetics, molecular genetics
and morphology. The morphological patterns of the specimen accompanies the
pattern of the M. americana. However, cytogenetically, the specimen resembles the
standard shown by Parana cytotype very different from the species described above
(M. americana and M. temama). The molecular pattern also formed, with the Parana
cytotype, a phylogenetic clade monophyletic with strong statistical support. These
aspects indicate that Cervus rufus is a valid species and for lack of a holotype is
proposed a holotype for her, remaining Mazama rufa. The description of a new
species of deer in the Atlantic Forest of the interior is a very relevant fact even
though there are indications this species may be in emminet danger of extinction.

Key words: taxonomy, mitochondrial DNA, neotype, phylogeny, cytogenetics.



1.INTRODUCAO

O género Mazama apresenta a maior distribuicdo entre os cervideos do novo
mundo, ocupando quase todas as regides entre o centro sul do México e o norte da
Argentina (ROSSI, 2000). Sua complexidade pode ser justificada pela grande
disperséo e diferenciagdo (WEBB, 2000; DUARTE et al., 2008) do grupo a qual
sugere uma diversificacédo a partir de 2,4 milhdes de anos, apds entrada do ancestral
na América do Sul pelo estreito do Panama vindo da América do Norte (DUARTE et
al., 2008).

Atualmente, sdo aceitas dez espécies neste género: M. rufina Pucheran,
1851; M. pandora Merriam, 1901; M. chunyi Hershkovitz, 1959; M. temama Kerr,
1792; M. bricenii Thomas, 1908; M. gouazoubira Fisher, 1814; M. nana Hensel,
1872; M. nemorivaga Cuvier, 1817; M. americana Erxleben, 1777 e M. bororo
Duarte, 1996. Cinco destas sao reconhecidas no Brasil: M. nana, M. gouazoubira, M.
nemorivaga, M. bororo e M. americana (FONTANA; RUBINI, 1990; DUARTE;
MERINO, 1997; WEMMER, 1998; DUARTE; JORGE, 2003; ABRIL et al. 2010).

As espécies pertencentes ao género Mazama demonstram caracteristicas
morfolégicas muito semelhantes como 0os membros anteriores mais curtos que 0s
posteriores, chifres curtos e ndo ramificados (ROSSI, 2000). Esta semelhanca ocorre
somente nas caracteristicas morfoldgicas, pois analises citogenéticas e moleculares
revelam grandes diferencas e caracteristicas particulares de cada espécie,
demostrando assim, a distancia evolutiva interespecifica. A semelhanca morfolégica
pode ser explicada pela convergéncia morfolégica imposta pelo ambiente em que os
cervideos do género Mazama habitam: &reas de densa vegetacdo, arbustiva e
fechada (DUARTE et al 2008).

A espécie conhecida hoje como Mazama americana (ERXLEBEN, 1777)
exemplifica toda a incerteza taxondmica que ocorre no género, sendo a maior
espécie pertencente ao género, com uma altura entre 58 a 80 cm e comprimento de
90 a 145 cm (DUARTE, 1996; REID, 1997; EMMONS; FEER, 1999; JULIA;

RICHARD 2001). Sua massa varia consideravelmente ao longo de sua area de



distribuicdo entre 12 e 65 kg (BRANAN; MARCHINTON, 1987; EMMONS; FEER,
1997; EISEMBERG; REDFORD, 1999; DUARTE et al, 2001; JULIA; RICHRARD,
2001), com média de 30 Kg (DUARTE, 1996). A cor dominante na maioria das
regides do corpo é marrom avermelhada, ja 0 pescoco e o rosto sdo geralmente
cinzas. A parte interna dos membros traseiros e cauda, regido submandibular, ponta
do maxilar superior e a borda interior das orelhas s&o brancas, membros posteriores
sdo pretos na parte traseira tornando-se marrom escuro na parte da frente
(DUARTE, 1996).

Apresenta uma ampla distribuigdo latitudinal, que se estende do norte da
Argentina até o norte da Venezuela e nordeste da Colémbia, além de estar presente
em quase todo o territorio brasileiro, ausente somente no Chile e Uruguai (DUARTE
et al., 2010) (Figura 1).
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Figura 1. Mapa da distribuicdo geografica de M. americana. (Varela et al., 2010)

Habita florestas tropicais e sub-tropicais da América do Sul, sendo sua
ocorréncia preferencialmente em densas florestas Umidas (DUARTE et al., 2010),



porém ha registros em floresta estacional semidecidual de araucéria, florestas de
montanhas até 2000 metros de altitude e areas de transicdo, estas sempre
relacionadas a densa vegetacéo e corpos d’agua (DUARTE et al., 2010). Usam com
frequéncia riachos para se locomover nas florestas, sendo essa uma estratégia anti-

predatoria da espécie ndo deixando rastros (VOGLIOTTI, 2003).

O veado-mateiro (M. americana) foi avaliado, de acordo com os critérios da
IUCN (2018), como dados insuficientes (DD). Essa caracterizacdo para o taxon se
deve as novas informacdes citogenéticas da espécie, que revelaram uma
inconsisténcia cromossOdmica, sugerindo a existéncia de unidades evolutivamente
distintas com implicac6es taxonémicas desconhecidas aos niveis sub-especifico e
especifico (DUARTE et al., 2008; ABRIL et al., 2010) de modo que a avaliacdo pelo

protocolo da IUCN néo seria possivel.

No ano de 2000, Rossi ndo observou diferencas significativas entre
espécimes de M. americana de todo territério brasileiro a partir de anélises
morfolégicas. O oposto ocorreu com as analises citogenéticas que demonstraram
uma grande variacdo cariotipica, mantendo correlacdo com a origem geografica dos
animais (ABRIL et al., 2010). Na mesma linha, a genética molecular também fornece
ferramentas de grande importancia, capazes de reconstruir parte da histéria
evolutiva e conhecer melhor o grau de diferenciacdo entre os citotipos, mas ndo
atinge a resolucao fornecida pela citogenética (DUARTE et al., 2008; ABRIL, et al.
2010; MARAN, 2016).

Duarte e colaboradores (2008), por meio de analise filogenética baseada no
DNA mitocondrial (Citocromo-B), sugeriram que as espécies pertencentes ao género
Mazama possuem origem polifilética com base nos altos indices de divergéncia
molecular e citogenética encontrados. De acordo com esses critérios, um estudo
com variantes cromoss6micas de M. americana revelou que fémeas produzidas de
cruzamentos entre linhagens cromossOmicas distintas séo inférteis ou sub-férteis,
corroborando com a hipétese de que existem distintas espécies dentro do que hoje é
considerada M. americana (CURSINO et al., 2014). Este resultado também foi obtido

no estudo com machos hibridos entre casais de diferentes variantes cromossomicas,



nas quais, os citotipos com maior amplitude do nimero de cromossomos apresentou
maior barreira reprodutiva (SALVIANO et al., 2017).

Com a finalidade de solucionar as incertezas taxondmicas de M. americana
tornou-se necessario realizar uma revisdo nomenclatural, mantendo a ordem

cronoldgica das descri¢cdes de subespécies e sinonimias.

A primeira descricdo de M. americana foi realizada por Erxleben no ano de
1777, sendo sua localidade tipo Caiena — Guiana Francesa. Rincon (2016), a partir
de um individuo coletado proximo a localidade tipo, analisou caracteristicas
moleculares, citogenéticas e morfologicas, propondo um neoétipo para M. americana.
O nedtipo coletado ndo pertence a nenhum dos citétipos descritos, além dos dados
moleculares demonstrarem a separacdo de M. americana em relacdo aos citotipos
brasileiros, conclui-se que todos os cervideos definidos como M. americana no

territério brasileiro seriam possivelmente espécies distintas (RINCON, 2016).

A segunda descricdo foi de Mazama americana temama (KERR, 1792)
considerada como sub-espécie, descrita como localidade tipo Veracruz — México.
Esta subespécie apresentou um padrao cariotipico diferente do apresentado para M.
americana além das analises moleculares demonstrarem uma separacao do clado
de M. a. temama em relacdo ao de M. americana (GUTIERREZ et al., 2017).
Perante o exposto, a subespécie teve seu status elevado ao nivel de espécie,
Mazama temama (GROVES; GRUBB, 1987).

A terceira descricdo foi de Cervus rufus (ILLIGER, 1811) como localidade tipo
Assuncgdo — Paraguai, objetivo do presente trabalho. A qual sera caracterizada com
o auxilio de técnicas integrativas como citogenética, genética molecular e
morfologia, além de apresentar analises filogenéticas dos resultados moleculares,
comparando com espécies do género Mazama. Se os padrdes apresentados pelo
espécime forem diferentes dos dois padrées descritos anteriormente, sera definido a

existéncia de Cervus rufus, validando-a como espécie e criado um neotipo.



2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

Historicamente a espécie M. americana passou por diferentes classificacdes
taxondmicas, entretanto, esta taxonomia ainda é incerta em relagdo ao niamero de

subespécies, até quanto ao desdobramento destas subespécies em espécies.

Thomas (1913) elevou ao nivel de espécie duas subespécies pertencentes a
M. americana: M. zetta e M. sheila, confirmadas posteriormente por Allen (1915),
gue além destas, cita como espécies Mazama trinitatis, M. rufa, M. sartorii, M.
gualea, M. fuscata e M.zamora. Em 1960, Cabrera citou nove subespécies de M.
americana (M. americana gualea, M. a. jucunda, M. a. rosii, M. a. rufa, M. a. sarae,
M. a. sheila, M. a. whitelyi, M. a. zamora e M. a. zetta), e em 1987, Czernay
completou esta lista com mais seis subespécies pertencentes a mesma espécie (M.
a. temama, M. a. cerasina, M. a. reperticia, M. a. americana, M. a. trinitatis e M. a.
carrikeri). JA& em 2005 Grubb, em um novo estudo taxondmico da espécie,
reconheceu 11 subespécies: M. a. carrikeri, M. a. gualea, M. a. jucunda, M. a. rosii,
M. a. rufa, M. a. sarae, M. a. sheila, M. a. trinitatis, M. a. whitelyi, M. a. zamora e M.

a. zetta.

Com a taxonomia ainda ndo esclarecida, permeiam-se duvidas especificas
sobre a quantificacdo de subespécies e a reclassificacdo destas para espécie. Como
exemplo disso, pode ser citado o trabalho de Rossi (2000) que nao observou
diferencas estatisticamente significativas a partir de analises morfolégicas entre os
espécimes de M. americana presentes em museus provenientes de diferentes
regides do Brasil. O mesmo autor cita que a populacdo de M. americana da faixa
litordanea desde Santa Catarina até o sul de Sao Paulo apresenta-se parcialmente
diferenciada da populacdo do interior. Tais diferencas podem constituir outras
espécies, sendo primordial a inclusdo de analises complementares, uma vez que
caracteres morfolégicos, como coloracdo da pele e craniometria, sdo incapazes de
determinar a especiacdo (ROSSI, 2000). Posteriormente, por meio de andlises
complementares a morfologia, como a citogenética e a genética molecular, Duarte e

Jorge (2003) confirmaram que a populacao citada por Rossi (2000) era realmente



diferenciada, elevando-a ao nivel de espécie, que recebeu o nome de M. bororo
(DUARTE; JORGE, 2003).

Andlises citogenéticas de M. americana foram realizadas por Taylor et al.
(1969), que relataram 2n = 68 e NF = 74. Jorge e Bernirschke (1977) analisaram trés
espécimes de M. a. temama e descreveram o cariétipo basico como 2n = 50 e NF =
70. As grandes diferencas entre os animais analisados pelos autores evidenciaram
as duvidas sobre a classificacdo desta espécie por apresentar uma variacao de 18
cromossomos, extremamente ampla para ser caracterizada como uma variagao

intraespecifica.

Neitzel (1987) analisou uma fémea proveniente do Paraguai e descreveu um
outro padrdo cromossbmico para a espécie com 2n = 52, NF = 56 e de 4 a 5
cromossomos B. Esses resultados aumentaram as dulvidas quanto ao padrédo
cariotipico desta espécie. Duarte (1992) ao analisar quatro espécimes brasileiros
obteve resultados conflitantes quanto ao niumero dipldide que variaram entre 48, 50,
52 e 54, e NF = 54, 54, 56 e 56, respectivamente. Estes resultados foram

parcialmente semelhantes aos obtidos por Neitzel (1987).

De acordo com Duarte e Merino (1997) este polimorfismo pode indicar a
existéncia de varias espécies dentro dos veados vermelhos, apresentando Mazama
americana como superespécie composta por um grupo de espécies cripticas. Em
outro estudo, Duarte e Jorge (1998) analisaram 33 animais e encontraram extensa
variabilidade cariotipica, com namero diploide variando entre 42 e 53 cromossomos
e numero fundamental de bracos entre 48 e 57, excluindo cromossomos B. Essa
variacdo cromossdmica teve correlacdo com a origem geografica dos animais, ou
seja, alguns cariétipos foram caracteristicos de algumas regides do Brasil (ABRIL et
al., 2010) (Figura 2).
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Figura 2. Distribuicdo e padrdo dos seis cariotipos de M. americana (Rondénia
(2n=42 ou 43 e NF=46; 2n=42 e NF=49), Juina (2n= 43, 44 ou 45 e
NF=48; 2n=44 e NF=46), Jari (2n=49; NF=56, Carajas (2n=50 e NF=54),
Santarém (2n=51 e NF=56) e Parand (2n=5152 ou 53 e
NF=56))encontrados no territdrio brasileiro com congruéncias geograficas
(ABRIL et al.,2010 adaptado)

A citogenética tem sido indicada como importante ferramenta no estudo
taxondbmico da familia Cervidae. Desde os primeiros trabalhos publicados foi
observada grande variacdo do numero diploide, sendo as fusdes cromossdmicas um

dos principais mecanismos de diferenciacdo cariotipica entre as espécies



(GUSTAVSSON; SUNDT, 1969; TAYLOR et al.,, 1969; CHANDRA et al., 1967;
JORGE; BENIRSCHKE, 1977; NEITZEL, 1987) fator que apresenta a importancia da
citogenética como uma ferramenta na solucdo dos problemas taxonémicos do
género Mazama (DUARTE; JORGE, 2003).

Da mesma maneira, a genética molecular fornece ferramentas importantes
capazes de reconstruir parte da historia evolutiva e, consequentemente, permite
conhecer melhor o grau de diferenciacdo entre os citétipos (DUARTE et al., 2008). A
auséncia de registros fosseis de cervideos na América Central, durante o Plioceno,
representa uma lacuna no conhecimento da familia Cervidae e da espécie M.
americana, o que dificulta as analises sobre a histéria evolutiva destes animais
(WEBB, 2000).

Os escassos registros fosseis na América do Norte apontaram para dois
possiveis ramos de cervideos no Novo Mundo que teriam se diversificado
paralelamente na Asia e se estabeleceram na América do Norte no final do Plioceno.
A grande migracdo dos mamiferos terrestres, ocorrida no final do Plioceno héa
aproximadamente 2,4 milhdes de anos da América do Norte para a América do Sul,
proporcionou um intercambio da fauna entre os continentes, o que favoreceu a maior
diversificacdo genética nos mamiferos da América do Sul em relacdo aos da

América do Norte, em um curto espaco de tempo (WEBB, 2000).

Duarte et al., (2008), estudando a historia evolutiva dos cervideos sul
americanos do género Mazama, sugeriram a existéncia de uma relacdo polifilética
dentro deste género devido aos altos indices de divergéncia molecular e citogenética
encontrados entre 0s grupos que sdo morfologicamente similares. A analise
filogenética baseada no DNA mitocondrial (Citocromo B), feita pelos mesmos
autores, indicou que os veados vermelhos (M. americana, M. nana e M. bororo) néo
se agrupam no mesmo clado que os veados cinzas (M. gouazoubira e M.
nemorivaga) e que estes ultimos deveriam ser considerados géneros distintos de

Mazama, o qual tem como espécie tipo M. americana.

Devido a sua grande variabilidade de cari6tipos e de caracteres moleculares,
M. americana deve ser considerada como um complexo de espécies (complexo M.

americana) (Figura 3). Portanto, estudos futuros podem separa-lo em varias



espécies modificando sua area de distribuicdo atual (DUARTE, 1996; DUARTE;
MERINO, 1997; ABRIL et al., 2010;)
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Figura 3. Arvore filogenética por inferéncia bayesiana do gene Citocromo B,
apresentando a probabilidade posterior e bootstrap, dos cervideos
neotropicais (DUARTE et al., 2008).
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Um estudo com variantes cromossémicas de M. americana revelou que
fémeas produzidas de cruzamentos entre linhagens cromossomicas distintas
(Citétipos) sao inférteis ou sub-férteis, corroborando a hipotese de que existem
distintas espécies dentro do que hoje é considerada M. americana (CURSINO et al.,
2014). Assim, sugere-se gue 0s animais pertencentes a bacia do Rio Parang,
classificados como citétipo Parand, ndo pertencam a mesma espécie dos citotipos
Juina, Ronddbnia, Acre e Carajas. Este resultado também foi obtido no estudo com
machos hibridos de casais apresentando diferentes variantes cromossémicas, o qual
demonstra que quanto mais distante o cariétipo estudado mais impactante a barreira
reprodutiva (SALVIANO et al., 2017).

Carranza e colaboradores (2017) analisaram a existéncia de barreiras pré-
zigoticas entre os citotipos conhecidos, ndo sendo encontrada entre nenhum dos
citotipos de M. americana, fato esse que apresenta um risco pelo surgimento de
hibridos inférteis ou sub-ferteis prejudicando a conservacdo de populacdes de M.

americana com certo grau de simpatria.

Perante o exposto, foi necessério rever todos os nomes disponiveis para a
espécie no sentido de reclassifica-la. A ordem cronoldgica das descricbes de M.
americana, suas subespécies e sinonimias fornecera a base para esta nova
nomenclatura, sendo comparados os padrbes apresentados e, quando diferentes

dos anteriores, propor uma reclassificacdo da populacao estudada.

A primeira descricdo de M. americana foi realizada por Erxleben no ano de
1777, tendo sua localidade tipo Caiena. Um ne6tipo proposto por Rincén em 2016 foi
caracterizado geneticamente e morfologicamente, apresentando padrdes

cromossOmicos distintos dos padrbes existentes no territorio brasileiro (Figura 4).
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Figura 4. Cariotipo basico pertencente ao topotipo de Mazama americana de Caiena
— Guiana Francesa (2n=45 NF=50 +3Bs) sob coloragdo convencional
Giemsa (RINCON, 2016).

As analises moleculares foram realizadas com os genes D-Loop e Citocromo-

B concatenados, que demonstraram suporte para separagdo entre M. americana e

citétipos brasileiros, utilizando-se a inferéncia bayesiana (Figura 5).
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—— R. tarandus

Figura 5. Arvore filogenética das linhagens de M. americana obtida por inferéncia
bayesiana dos genes D-Loop e Citocromo-B concatenados. Os valores
representam a probabilidade posterior, em porcentagem, de cada né da
arvore filogenética (RINCON, 2016).
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A segunda descricdo foi de M. a. temama, que por muito tempo foi
considerada subespécie de M. americana - descrita por Kerr em 1792 com a
localidade tipo Vera Cruz - México — foi apresentado por Jorge e Bernirschke (1977)
seu caridtipo de 2n= 50 e NF= 70, padrao cariotipico diferente do apresentado por

M. americana — Caiena (Figura 6).
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Figura 6. Caridtipo base da descricdo de Mazama temama (2n= 50 e NF= 70)
(Jorge; Bernirschke, 1977).

Andlises filogenéticas mais recentes, realizadas por Gutierrez et al., (2017)
baseadas no gene Citocromo-B, demonstraram uma distancia genética com suporte
para os clados de M. temama e M. americana. Evidenciando assim, a separacao
molecular entre M. temama e M. americana, além da origem polifilética como

apresentado por Duarte et al., (2008) (Figura 7).

Atualmente M. temama teve seu status elevado ao nivel de espécie
(GROVES; GRUBB, 1987), e apresenta uma distribuicdo geografica na Ameérica

Central.
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= s annas b en gannassnnses M. temama MEXICO, Puebla MZFC4660

) M. temama MEXICO, Oaxaca MZFC4656
0.65/70 M. temama MEXICO, Hidalgo MZFC7553

. Q M. temama MEXICO, San Luis de Potosi MZFC4661

1.0/100 ..M. temama MEXICO, Veracruz KC146959
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M. temama MEXICO, Chiapas KC146956
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M COLOMBIA JN632673

PERU JN632657
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M. americana BRAZIL, Para DQ789222
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M. americana BRAZIL DQ789207
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0.8 M. americana BRAZIL DQ789216

------ M. americana BRAZIL DQ789215

....... M. americana BRAZIL DQ789201

0 . --- M. rufina COLOMBIA, Cundinamarca KY928660
= . rufina COLOMBIA NC020721
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. rufina COLOMBIA NC020739

. rufina VENEZUELA, Mérida KR107036

: 1.0/93 | . rufina VENEZUELA, Mérida KR107035
v A . rufina ECUADOR, Pichincha KR107039
. rufina COLOMBIA, Cauca KR107040

Fin 1e na

Figura 7. Topologia resultante de andlise por inferéncia bayesiana apresentando os
suportes dos ndés como probabilidade posterior e valores de bootstrap
respectivamente, localidade de coleta das amostras e seus numeros de
acesso no genBank (GUTTIERREZ et al., 2017).

A terceira descricdo foi de Cervus rufus (llliger, 1811) considerada atualmente
uma sinonimia de Mazama americana (CABRERA, 1960; CZERNAY, 1987; GRUBB,

2005), com localidade tipo Assuncao — Paraguai.

Faz-se necessaria a apresentacdo de Don Felix de Azara, que em 1780 veio
para o vice-reino do Rio da Prata, o qual atualmente compreende o norte da
Argentina, Bolivia, Paraguai, Uruguai e o sul do Brasil, para se fazer cumprir o
tratado de Tordesilhas, demarcando a fronteira entre colGnias portuguesas e
espanholas, para interromper o avanco do territorio portugués. Por interesses
proprios, a coroa portuguesa protelou ao maximo a presenca de seus
representantes fazendo com que Azara ficasse alguns anos nessa espera
(PEREIRA, 2013).
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Naturalista e observador da biodiversidade existente na colbnia, comegou a
descrever inUmeras espécies com uma riqueza de detalhes e conhecimento
bioldgico impressionantes (AZARA, 1802). Entre as centenas de descricbes feitas
por Azara, em sua publicagéo intitulada “Apuntamientos para la historia natural de
los quadrupedos del paragliay y rio de la plata”, estdo duas espécies de cervideos
pequenos que habitam a regido, sob os nomes de gouazoupita (M. americana)

(Figura 8) e gouazoubira (M. gouazoubira) (Figura 9).

Os nomes propostos por Azara (1802) para os cervideos tem relacdo com o
seu comportamento e morfologia. A tradugcdo do Guarani de Guazupita € “veado
vermelho” que o diferencia do outro cervideo que apresenta uma coloragao cinza. A
tradugao de Guazubira é “veado bobo”, por sair mais das matas para forrageamento

do que o outro cervideo, sendo assim mais facil sua visualizagdo e captura.

PARA LA HISTORTIA NATURAL. 5§51I

- —— D T Lo
NUM. VI

DEL GUAZU-PITA.

‘Signiﬁca Cierbo roxo, y le llaman asi por-
-gque lo es. Solo habita los bosques muy espe-
sos del Paragiiay , porque no sé que pase de
los 32 grados. Al ponerse el Sol, y de ma-
drugada van los cazadores costeando los
.bosques espaciosamente , porque 4 esas ho-
-ras suele 'salir 4 las orillas , y al ver al
-cazador , se detiene &4 mirarle , dando lu-
gar a4 que le tire. Entra en las Quintas 6
.Chacras inmediatas al bosque 4 comer ju-
dias y otras legumbres , que le gustan
mucho ; ¥y suelen esperarle con escopeta
las noches de Luna. Tambien le willan

Figura 8. Trecho do Livro de Azara (1802) com a descricdo do guazupita (M.
americana).
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- DEL GUAZU—BIRA

Am le Haman todos, y aprecxan mucho su
piel por excelente para: antes.. Al contrario
la del precedente, por ser. la mas gruesa,
y. de.. textura tan. firine queé no da de si.
No sé que llegue al Rio de la Plata, y
se parece en:lo.demas al precedente en el
mado de cazarlo, en su_habitacion , cos-«
tumbres, prevalecer el sexd femenino, y
en la librea de los recien nacidos. Pare porx
enero en el. Faragiiay. - o - ;

Figura 9. Trecho do Livro de Azara (1802) com a descricdo do guazubira (M.
gouazoubira).

Além dessas descricdes, Azara (1802) apresenta algumas diferencas
morfoldgicas como o tamanho da orelha, maior em guazubira; além de dados da
Biologia dos animais como a visualizacdo mais facil do guazupita no crepdsculo, que

hoje sabemos ser o inicio do periodo de atividade da espécie conhecida hoje como

Mazama americana (OLIVEIRA et al., 2016).

Como Azara (1802) nomeou 0s animais sem se importar com a terminologia
cientifica, seus nomes ndo puderam ser utilizados por ndo apresentarem a
nomenclatura Linneana. Entdo, llliger (1811) finalmente, nomeou 0s animais
descritos por Azara (1802) dentro da nomenclatura Linneana, dando ao "guazupita"
de Azara o nome de Cervus rufus, enquanto "gouazoubira” tornou-se Cervus
simplicicornis. Publicacbes subsequentes posicionaram Cervus rufus como

sinonimia (Rossi 2000) ou subespécie de M. americana (Cabrera, 1960; Grubb,
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2005). Como o género Cervus ndo esta disponivel para esta espécie, a partir desse

momento consideraremos Cervus rufus como Mazama rufa lliger 1811..

E indispenséavel uma justificativa para o fato da publicacdo de llliger (1811) ter
sido aceita na data de 1811 e ndo em 1815, data da publicacéo do livro no qual seu
artigo constava. No inicio do século XIX a velocidade e facilidade de publicacdes
eram minimas, demorando anos para que fosse publicada, o que dificultava a

definicdo da ordem cronoldgica das descri¢coes.

A revisdo bibliografica do género Mazama feita por Allen (1915) traz essa
problematica. Tais documentos comprovaram que llliger no ano de 1811 fez publico
seu paper na Academia de Ciéncias de Berlim fato que, para a época, contava como
uma publicacdo (Figura 10).

indeterminable. Azara, in his ‘Quadrupeds du Paraguay,” published in
1801, was the first author to whom we can turn for any intelligent descrip-
tions of these small deer; he having described in great detail and with
accuracy the two species which inhabit Paraguay, under the names, respec-
tively, Gouazoupita and Gouazoubira. His attempt to identify with his
species the corresponding animals of Mexico, Guiana, and Brazil mentioned
by previous authors does not in the least detract from the value and useful-
ness of his excellent descriptions of the Paraguay animals from actual speci-
mens. These names fortunately became the sole basis of systematic names
1915.] Allen, American Deer of the Genus Mazama. 523

proposed by Illiger, in a paper ! read before the Berlin Academy of Sciences
early in the year 1811, but which was not published till 1815. In this paper
Azara’s “Gouazoupita’ was named Cervus rufus and his “Gouazoubira,”
Cervus simplicicornis, the first being the red and the other the brown brocket
of Paraguay, which country is of course the type locality of both species.
Thus Illiger’s names, dating from 1815 and based on Azara’s descriptions,
form the point of departure in the consideration of the systematic names of
the species of the modern genus Mazama.

Figura 10. Trecho da revisdo de Allen (1915), do género Mazama comprovando que
llliger tornou seu artigo publico na Academia de Ciéncias de Berlim em
1811 e ndo em 1815.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Definir as caracteristicas morfologicas e genéticas de Mazama rufa e avaliar

sua validacdo como espécie, propondo um neotipo.

3.2 Objetivos Especificos

- Descrever morfologicamente um topotipo de Mazama rufa.

- Apresentar os padrdes citogenéticos do topotipo e de alguns paratipos de

Mazama rufa, comparando-os com M. americana e M. temama.

- Descrever as sequéncias de fragmentos dos genes ND5, CytB, D-Loop e
COI do topotipo e alguns paratipos de Mazama rufa, comparando-os com

outras espécies.

- Gerar hipoteses filogenéticas a partir de dados moleculares gerados para
Mazama rufa e compara-los com os padrées apresentados por espécies do

género Mazama.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta do espécime e comparagdes

4.1.1 Obtencao do espécime

Atualmente, ndo se encontra nenhum animal enviado por Azara no “Museo
Nacional de Ciencias Naturales de Madrid” (antigo Real Gabinete). A descricao
vélida para a espécie de llliger (1811) foi embasada no relato de Azara e por isso,
nao foi estabelecido um tipo. O levantamento bibliografico sugere a publicacdo de
Azara (1802) como base para a descricdo de Mazama rufa. Este estudo, portanto,
teve como area de abrangéncia o Paraguai e o Rio da Prata, formado principalmente
pelos Rios Parand e Paraguai (Figura 11), sendo a localidade da espécie em
questao.
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Figura 11. Mapa da bacia do rio da Prata, centro sul da América do Sul, localizacédo
da descricdo pertencente a Mazama rufa realizada por Azara (1802).
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No inicio do século XIX ndo existiam equipamentos de localizacdo geografica
de precisdo e, por isso, normalmente se utilizava como referéncia de coleta as
grandes cidades mais proximas ao local de captura, que podiam estar a centenas de
quildbmetros de distancia. Portanto, para o estudo em questdo foi dada como
localidade da descricdo feita por Azara (1802) a cidade de Assuncéo, capital do

Paraguai.

Foram realizadas duas expedi¢des cientificas para Assuncdo, em marco e
dezembro de 2016, com duracdo de 20 dias e 13 dias, respectivamente. Os
possiveis sitios de localizacdo do animal se estenderam em um raio de 30 a 300 km
de distancia da capital, ainda dentro do territério paraguaio, uma vez que a cidade e
seu entorno se encontram altamente urbanizadas. Infelizmente, mesmo com o
contato realizado com vaqueiros e cacadores locais, indigenas, militares da regido e
com o presidente do clube de tiro nacional, ndo houve sucesso na coleta do hol6tipo
de Mazama rufa. Segundo todos o0s contatos em territorio paraguaio, nao existem

relatos sobre a presenca deste animal na regido ha anos.

Foram analisadas as areas mais distantes de Assuncao respeitando as
caracteristicas necessarias para a ocorréncia da espécie, sempre atentando para
gue ndo houvesse nenhuma possivel barreira geografica entre Assuncdo e a
localidade viavel de coleta. Neste contexto, obtiveram-se como areas propicias para
a ocorréncia de Mazama rufa: a reserva natural do bosque Mbaracayu, localizada no
departamento de Canindeyu, em territério paraguaio, e o Parque Nacional do Iguacu
(PNI), no estado do Parand, no territério brasileiro, como éareas ideais para a

obtencao do animal alvo.

A autorizagdo de coleta em territdério paraguaio ndo abrangia reservas
federais, impossibilitando assim a possivel captura do animal dentro da reserva
Mbaracayu. Assim,. os esfor¢cos foram voltados para o Parque Nacional do Iguacu -
PNI (Figura 12).
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Figura 12. Mapa de distancia entre a localidade da descricdo de Mazama rufa
utilizados como base por Azara, a reserva de Mbaracayl e o parque
Nacional do lguacu, apresentando a distancia em quildmetros.

O PNI tem uma area total de 185.262,2 ha e fica a aproximadamente 290 km
de Assuncédo. Na regido, a espécie é abundante e frequentemente vista as margens

da rodovia que cruza o parque proximo as Cataratas do Iguacu.

Na tentativa de obtencdo de um exemplar da regido, organizou-se uma
expedicdo de coleta para o PNI em outubro de 2017. Entretanto, a autorizagdo de
coleta para a area interna do PNI n&o foi obtida devido a discordancia da equipe do
parque em relagdo a coleta cientifica. Uma vez que a equipe do Nucleo de Pesquisa
e Conservacdo de Cervideos (NUPECCE) possui permissdo de coleta permanente
em todo o territorio nacional, os contatos foram direcionados para as propriedades
vizinhas ao PNI. Coincidentemente, quando a equipe estava em busca dos animais,
uma fémea adulta foi atropelada na estrada parque, no dia 4 de outubro, a poucos
guildmetros da entrada do PNI (Figura 13). Quando a equipe chegou ao local, o

animal ainda estava vivo e p6de ser aproveitado para a coleta de todo o material
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necessario para as analises genéticas. O animal ndo resistiu aos ferimentos do

acidente e veio a 0Obito podendo também ser usado para obtencdo de material para

analises morfolégicas (cranio, pés-cranio e pele).
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Figura 13. Mapa evidenciando o ponto de coleta do holétipo em relacao a entrada

do Parque Nacional do Iguacu.

4.1.2 Paratipos

Faz-se necessaria a apresentacdo de paratipos para que a descricdo seja

embasada em um grupo de individuos, e ndo apenas no neétipo coletado,

minimizando assim possiveis erros de descri¢cdes dos padrdes.

Foram escolhidos como paratipos aqueles espécimes/amostras coletados
proximo ao ponto de coleta do topotipo que, certamente pertenceriam a mesma

populacdo. No caso das analises craniométricas, 0s animais elegiveis sdo

aqueles que chegaram a idade adulta em vida livre e ndo passaram nenhum



22

periodo de sua vida em cativeiro, evitando assim a interferéncia do processo de
criacdo na andlise. Ja para as analises cromossbmicas, biométricas e
moleculares foram escolhidas amostras de animais nascidos em vida livre,

mesmo que tenham passado parte de suas vidas em cativeiro.

Respeitando os critérios descritos acima e dependendo da disponibilidade de
material, podemos observar na Tabela 1 a relacdo de paratipos utilizados nas
analises moleculares, biométrico e citogenético, na Figura 14 apresenta a
localizacdo geografica dos animais utilizados como paratipos das andlises
biométricas. No caso da analise craniométrica ndo foram apresentados paréatipos por
nao ter disponivel cranios dentro da premissa apresentada acima.

Tabela 1. Relacdo dos parétipos utilizados nas analises citogenéticas, biométricas e
moleculares com seu numero de registro no genBank, NUPECCE e
namero de brinco; sexo; estagio de vida; Peso; Origem; Local de coleta e
0S genes analisados para cada um deles. (COI) Citocromo oxidase I;

(CytB) Citocromo B; (D-Loop) regido controle; (ND5) NADH
desidrogenase subunidade 5.

- Mcdecular Cilogendtica Biométria
IDENTIFICAGAD NUPECCE  Museu Binea Sexn E’“ﬁ'ﬂ:‘“ Pf’f‘ Origem Local de coleta
M GOl Gy D-loop NOS
M. iy 2 WPCIIT Fémea  Aduts Fordolgusgy Lo UeraCenalde e x %
Gl
. . Fangues nacional do
M. e 3 Fimea  Fato Foz do igasgu | g X X X X
M, aTeCans - Hemandarias  Reflugio biokigico
Parand 1 T4 Mache  Addto 395 Py Basls visla X X x x x
M, armevicans - BR amarska Terra boa =
Pasand 3 Ti10 0835 00 Mache  Adulto 2 PR X
M. Arradricand - BR arul 218 . _
Parand 3 Ta05 o0 Mache  Acultp &) (eatiaming Haigul enacional X
M. BrPvicand - ER branco 0054 2 .
Parand 4 TIsT OF Fémea  Adulta 42 Criadonun Cascavel - PR % x x X
M. amaricana - Ta68 BRTSOE  Fanes Addts 33 Foodolguy | e naconal do % X %
Parand § (-5 =F)
M. amevicand . . Paijus rasional 30
Pasand b TZT Fbmid  Adulta 3T For do lgusiu | B} X X X X
M. Brrdiicans - 5 - i L
Parand 7 TZa Fémea  Aduta 42 Criadouro Foa do lguagu X
M, aTECATY - To45 BR amarpis Fhmea  Addts 35 Itaipy X x

Parand & 0088 0D Binacional
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Figura 14. Localidade geografica dos paratipos T104, T245, T257, T268, T270 e
NPC117, utilizados na biometria e citogenética (exceto NPC117).

4.1.3 Grupo externo e comparativos

Para todas as analises que geraram arvores (biometria, craniometria e anélise
molecular), foram eleitos alguns espécimes de outros citétipos de M. americana,
bem como outras espécies para servirem como grupo externo ou como base para
comparacao intraespecifica, tendo como premissa para a escolha dos individuos
animais adultos (Tabelas 2, 3 e 4).
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Tabela 2. Espécies utilizadas como grupo externo para as andlises biométricas,
guando necessario, separadas por citétipos e o numero de individuos que
pertencem a cada grupo.

. - NUMERO DE
ESPECIE CITOTIPO INDIVIDUOS
M. americana Carajas 15

M. americana Rondénia
M. americana Manaus
M. americana Acre

M. americana

Alto rio negro

M. americana Nk oS
Caiena
M. nemorivaga ~  -=-m--m-mmmmeeemm 1
M. bororo  smeemeemeeeeeeeee 1
M. gouazoubira ~  -------m--m-emmm- 1
M.nana = = —mmmmememeeeeee 1

Tabela 3. Relacdo de espécies utilizadas como grupo externo para as andlises
craniométricas, sendo um representante para cada espécie e no caso de
M. americana um representante por citétipo, com seu numero de
identificacdo do NUPECCE, numero de identificacdo do museu, nimero
de brinco, sexo, estagio de vida, origem e Localidade de coleta.

IDENTIFICACAO NUPECCE Museu Brinco  Sexo 5?3%'2 Origem  Local de coleta
M. americana jari T258 NPC022 QE=ZuIIOR Macho Adulto Jari Comunidade Cipoal
branco 66
M. americana rondonia T021 NPC055 BR 0530 Macho Adulto Rondénia Ariquemes - RO
M. americana juina NPCO036 Fémea Adulta Juina
M. americana carajas T254 NPC016 BR 225QF Fémea Adulta Imperatriz - MA Mostelrp em
(azul) Imperatriz - MA

M. americana santarem T259 NPCO078 BR 67 Macho Adulto Santarem - PA

M. Americana T358 NPCO079 Macho Adulto Guiana Francesa Regina
M. Nana NPC020 Fémea Adulta
M. Nemorivaga T321  NPCofp BRPrANCOSS o a  Aduta CETAS-Macapa ' 2rdue Nacional
OE Cabo Orange
M. Gouazoubira 7319 Npcot4 029BRMB (i cho  Adulto FazendaNhumirim [ antanalda
oD Nhecolandia
M. Bororo T340  NPCO01 BRO034D Macho  Adulto ~ CEIAS-PUC  Campinagrande do

curitiba Sul - PR
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Tabela 4. Relacdo dos grupos externos utilizados nas andlises moleculares, com
seu numero de registro no genBank ou NUPECCE e os genes analisados
para cada um deles. (COIl) Citocromo oxidase I; (CytB) Citocromo B; (D-
Loop) regido controle; (ND5) NADH desidrogenase subunidade 5, sendo
todos os M. americana provenientes da Guiana Francesa.

ESPECIE GenBank NUPECCE COl CytB D-Loop ND5
Mazama americana 1 JF459195 X
Mazama americana 2 JF459196 X
Mazama ametricana 3 JF459197 X
Mazama americana 4 JN632656 X X X X
Mazama americana T358 (Nedtipo) X X X X
Mazama gouazoubira 1 KJ772514 T314 X X X X
Mazama gouazoubira 2 JNB32658 X X X X
Rangifer tarandus 1 JF443498 X
Rangifer tarandus 2 JF443497 X
Rangifer tarandus 3 DQ673135 X
Rangifer tarandus 4 DQ673134 X
Mazama nana 1 DQ789227 X
Mazama nana 2 DQ789214 X
Mazama bororo 1 DQ789231 X
Mazama bororo 2 DQ789228 X
Mazama temama 1 KP954721 X
Mazama temama 2 KP954720 X
Mazama temama 3 KP954715
Blastoceros dichotomus JNB632603
Mazama rufina 1 JN632661 X
Mazama rufina 2 NC 020721 X
Mazama nemorivaga 1 JNG632660 X
Mazama nemorivaga 2 JNB632659 X
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4.2 Procedimentos ap6s a Coleta do Exemplar

4.2.1 Biometria

O animal inteiro foi avaliado morfologicamente pelas seguintes medidas
corporais: massa, comprimento de cabecga, largura de cabeca, tamanho da orelha,
distancia entre olhos, largura da mandibula a base, comprimento do metacarpo,
comprimento do metatarso, altura, comprimento do corpo, comprimento da cauda,
perimetro de pescoco e perimetro toracico. Estas medidas foram tomadas por
balanca pendular, fita métrica e paquimetro. Isso permitiu comparacbées com o
banco de dados biométricos do NUPECCE (Nucleo de Pesquisa e Conservacao de
Cervideos), tomado de animais anestesiados.

4.2.2 Documentacao Fotografica

O animal foi posicionado em decubito lateral em cima de um pano azul com o
namero da coleta. Foram tomadas fotos nas seguintes posicdes: a) Lateral, b)

Ventral, c) Dorsal e d) Close lateral da cabeca.

4.2.3 Biopsia de Pele

ApOs tricotomia e antissepsia da regido interna da coxa esquerda foi excisado
um fragmento de 5 cm por 2 cm de pele que foi depositado em um tubo contendo
meio de transporte Mc Coy’s + 500mg/Lt de gentamicina + 20mg/Lt de anfotencina
B, segundo Duarte et al. 1999. Permaneceu sob refrigeracdo até a chegada ao
laboratorio de campo e posteriormente foi dividido em 10 fragmentos que foram
depositados em tubos criogénicos contendo meio de congelamento de pele (200mL
de Mc Coy’s + 40mL de soro equino + 12mL de Dimetil Sulfoxido + 249 de polyvinil +

10mL de antibiético (sulfato de Gentamicina + Anfotericina), segundo o protocolo



27

descrito por Duarte et al. (1999). Esse material permaneceu por 4 horas sob
refrigeracao e por 30 minutos no vapor do Nitrogénio Liquido; depois desse periodo
foi estocado em imersdo no Nitrogénio Liquido (-196 °C). Estas células, que
permanecem vivas nessa condicdo, foram utilizadas para cultivos de fibroblastos

para estudos citogenéticos.

4.2.4 Retirada e Processamento da Pele Completa

A pele, na sua integra, foi retirada e limpa de restos musculares, gordura e
fascias, sendo entdo mergulhada em solucédo de limpeza a (25mL de acido acético
glacial + 3Lt de agua), onde permaneceu por 50 minutos. Posteriormente, a pele foi
mergulhada em solucdo de curtume para dessecacdo do material (500gr de sulfato
de aluminio comercial + 500gr de cloreto de sodio + 3Lt de 4gua), permanecendo
por 3 dias. A mesma foi esticada na sombra para secar, esticada periodicamente
para manter a flexibilidade. Depois de totalmente seca e flexivel, a superficie interna
foi lixada. Em principio, a pele foi depositada no Museu do NUPECCE que mantém a
mais importante colecdo de cervideos do género Mazama do mundo, com peles,

cranios e pos-cranios de mais de 100 espécimes.

4.2.5 Coleta de Fragmentos de Orgéos e Musculo

Durante o processamento da carcaga foram coletadas amostras de tecido
(musculo, figado, rim e baco) para estudos moleculares. Fragmentos de 1 cm?®
destes tecidos foram mergulhados em tubos com etanol absoluto, permanecendo a

temperatura ambiente para as analises moleculares.
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4.2.6 Preparacédo do Cranio e Pds-cranio

O esqueleto completo (cranio e pés-cranio) foi limpo de todo resto muscular
no local da coleta do animal e o material foi acondicionado em caixas plasticas sob

temperatura ambiente.

4.3 Caracterizacdo Morfoldgica

O cranio foi fotografado em todos os angulos com o uso de uma camera
digital. Foram tomadas medidas padrdo do cranio segundo Rees (1969) e Driesch
(1976), como apresentado na Figura 15, totalizando 37 medidas do cranio, utilizando
um paquimetro digital de 0,01 mm de precisao.

Figura 15. Padrdo de medicdes cranianas de cervideos. Vistas dorsal (A), ventral
(B) e lateral esquerda (C). A medida 1 representa o comprimento total, 2
comprimento condilo-basal, 3 comprimento basal, 4 comprimento curto do
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cranio, 5 pré-molar — prosthion, 6 eixo base-cranial, 7 eixo base-facial, 9
comprimento vicero-craniano, 10 comprimento frontal mediano, 11 lambda
— nasal, 12 lambda — regido mais distal do osso nasal, 13 lambda —
prosthion, 14 acrocranio, 15 maior comprimento dos nasais, 16
comprimento curto facial — lateral, 18 comprimento palatal-oral, 19
comprimento lateral do pré-maxilar, 20 distancia corrida de dentes, 21
comprimento da linha do molar, 22 comprimento da linha pré-molar, 23
maior comprimento interno da Orbita, 24 maior altura interna da 6rbita, 25
maior largura do mastéide, 26 maior largura dos condilos occipitais, 27
maior largura das bases do processo para-occipital, 28 maior largura do
foramen magno, 29 altura do fordmen magno, 30 maior largura
neurocraniana, 31 menor largura frontal, 32 maior largura entre as orbitas,
33 menor largura entre as O6rbitas, 34 largura do zigomético, 35 maior
largura entre os nasais, 36 maior largura entre o pré-maxilar, 37 maior
largura do palatal, 38 basion — ponto mais alto da crista nucal superior
(REES, 1969; DRIESCH, 1976).

Foram realizados exames na pele taxidermizada e nas fotos sob seguintes
aspectos: coloracao geral da pelagem; campos cromogenéticos da cabeca: faixas
orbitais superior e inferior, mancha superciliar anterior, regibes auriculares
anterobasal e posterobasal, faixa rostral, regido nasal, regido mentoniana, mancha
mandibular, regido bucal e regido gular; campos cromogenéticos do corpo: regido da
cabeca e pescoco, linha mediana dorsal do corpo, dorso da cauda, regido dorsal
posterior do corpo, regido ventral do corpo, ventre da cauda e regido distal dos
membros; padréo de faixas de pigmentos nos pelos das diferentes regiées do corpo;
comprimento dos pelos nas diferentes regides do corpo; ocorréncia de faixas de
pelos antevertidos; ocorréncia de tufo arredondado de pelos na regido tarsal.

Para a andlise de dissimilaridade entre os individuos caracterizados
morfologicamente por sua biometria e craniometria, foi realizada analise de cluster,

as quais foram feitas no software R.

4.4 Andlises Citogenéticas

O presente estudo analisou a estrutura e organizacdo dos cromossomos de

um espécime de Mazama rufa (ILLIGER, 1811) e avaliou as diferencas existentes
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entre as variantes que ja foram ou serdo estudadas auxiliando na identificacdo de

novas espécies.

4.4.1 Cultivo Celular

Uma vez no laboratério de citogenética do NUPECCE - FCAV UNESP,
Jaboticabal SP, as amostras de pele foram descongeladas completamente em
banho-maria a 37 °C e colocadas em placas de Petri contendo tampéo fosfato
(PBS), sendo entdo divulsionadas mecanicamente e divididas em pequenos
fragmentos. Estes foram transferidos para os frascos de cultivo com 1 ml de meio de
cultura DMEM (Meio Essencial Minimo Modificado de Dulbecco — Cutilab + 1L de
agua Milli Q + 3,7g de bicarbonato de sédio + 110mg de piruvato + 5mL de
antibiético (sulfato de Gentamicina + Anfotericina)) enriquecido com 50% de soro
fetal bovino ( SFB —Cutilab), e levadas a estufa a 37°C e 5% de CO2. Apés a
aderéncia das células no frasco o meio foi trocado por 4ml de meio com 10% de

soro fetal bovino.

Os cultivos foram supervisionados a intervalos de 24 horas e o meio foi
trocado a cada dois dias. Quando o crescimento da monocamada foi realizado o
repigue, que consistiu em retirar o0 meio das garrafas, lavar as células duas vezes
com PBS, tratadas com 2 ml de solugéo de tripsina durante 2 minutos na estufa a 37
°C, sob monitoramento em microscépio invertido para verificacdo se as células
soltaram completamente da garrafa. A tripsina foi neutralizada com 200uL de soro
fetal bovino e 1,8mL de meio. Entdo, as células foram transpassadas para outras
garrafas de cultivo (colocando 1mL em cada garrafa nova) onde foram
realimentadas da mesma maneira até obter um numero suficiente de cultivos
secundarios. Dessas garrafas, foi selecionada a que tinha maior crescimento celular
e foi realizado o congelamento de fibroblastos em 5 microtubos e armazenados em
Nitrogénio Liquido no banco de células vivas do Nucleo de Pesquisa e Conservagao
de Cervideos (NUPECCE). Os demais cultivos secundarios que apresentavam 6timo

crescimento celular, foram “pré-tripsinizados” um dia antes da colheita.
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No dia da colheita, foram adicionados 60uL de colchicina em cada garrafa e
incubadas a 37°C durante 30 minutos. Apos a incubacéo foi realizada a tripsinizagédo
para que as células se dissociassem das garrafas. Em seguida, o conteido de cada
garrafa foi transferido para tubos de centrifuga cénicos e centrifugados por 5 minutos
a 2000 rpm, e o sobrenadante foi descartado. As células foram ressuspendidas em
8mL de solucdo hipoténica (2,78g de KCL em 500mL de agua destilada) e
incubadas no banho maria a uma temperatura de 37°C durante 20 minutos.
Posteriormente, foi feita a pré-fixacdo, com a adicdo de 3 gotas de fixador (solugéo
de metanol e &cido acético 3:1 respectivamente), misturado e centrifugado
novamente por 5 minutos a 2000 rpm e o sobrenadante descartado. Foi realizado

trés vezes o mesmo procedimento com 6mL, 4mL e 3mL de solucéo fixadora.

Finalmente as células foram fixadas com mais 1mL de solucéo fixadora e
armazenadas a -5°C para depois preparar as laminas e submeté-las as diferentes
técnicas da citogenética classica (analise convencional Giemsa, banca C, banda G e

coloracdo Ag-NOR).

4.4.2 Biometria Cromossdmica

Para a classificagdo cromossémica, foram utilizadas 10 metafases do animal
coletado em coloracdo convencional Giemsa (5mL de agua destilada, 1mL de
tampéo fosfato 0,001M e 1mL de corante Giemsa (2g de Giemsa + 108mL de
glicerina + 168mL de metanol) para cada uma). As medidas foram feitas a partir do
centrbmero até a extremidade do cromossomo (teldbmero) utilizando o software
Axiovision Release 4.8, de acordo com a razédo de bracos (RB), foram classificados
como metacéntricos, submetacéntricos, subtelocéntricos ou acrocéntricos (LEVAN et
al., 1964).

O comprimento relativo (CR) permitiu a divisdo dos pares cromossémicos em
grupos: grupo A (grandes cromossomos de dois bragos, CR=6%), grupo C

(pequenos cromossomos de dois bragos, CR<6%), grupo D (grandes cromossomos
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de um brago, CR=25%), grupo E (pequenos cromossomos de um bragco, CR<5%) e

grupo B (cromossomos B, CR<1,5%).

4.4.3 Bandamento G

No procedimento da Banda G, as laminas foram previamente envelhecidas a
60°C —overnightll e mais um dia e meio na geladeira. Apds o envelhecimento, estas
foram mergulhadas em solucéo de tripsina (0,5%) a 37°C no banho maria durante 1,
2 ou 3 segundos, sendo, em seguida, lavadas 2 vezes com agua destilada gelada.
Finalmente, logo apos as laminas secarem, as mesmas foram coradas com solugéo
corante Wright-Giemsa (2,5g de Wright + 0,85g de Giemsa + 500mL de glicerina) em
tampao fosfato (0,06M pH 6,8) (2:1) durante 12 minutos.

4.4.4 Bandamento C

As laminas, ap6s 5 dias de preparacdo e envelhecidas a 37°C, foram
mergulhadas em solugcdo de &cido cloridrico, HCL, (16,6mL de HCL / 1L de agua
destilada) por vinte minutos a temperatura ambiente, em seguida foram lavadas com
agua destilada. Depois foram colocadas em solucao de hidréxido de bério (1g de Ba
(OH)2 em 20mL de agua destilada) a 40°C no banho maria durante 12 minutos e
lavadas novamente com agua destilada. Posteriormente, foram incubadas na
solugcéo 2 x SSC (17,53g de NaCl + 8,82g de Na3C6 H507 — 2H20 + 500mL de
agua destilada) por 1.5 horas a 56°C. Finalmente, as laminas foram lavadas
novamente com agua destilada e coradas com Giemsa (2g de Giemsa + 108mL de
glicerina + 168mL de metanol) a 10% em tampao fosfato (0,01M-ph:6,8) por 25

minutos.
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4.4.5 Coloragcao Ag-RON

As laminas, apos 5 dias de preparacdo e envelhecidas a 37°C, foram
mergulhadas em solug¢édo de &cido cloridrico, HCL, (16,6mL de HCL / 1L de &gua
destilada) por vinte minutos a temperatura ambiente, em seguida foram lavadas com
agua destilada. Depois foram colocadas em solucéo de hidroxido de bério (1g de Ba
(OH)2 em 20mL de agua destilada) a 40°C no banho maria durante 12 minutos e
lavadas novamente com &gua destilada. Posteriormente, foram incubadas na
solugéo 2 x SSC (17,53g de NaCl + 8,82g de Na3C6 H507 — 2H20 + 500mL de
agua destilada) por 1.5 horas a 56°C. Finalmente, as laminas foram lavadas
novamente com agua destilada e coradas com Giemsa (2g de Giemsa + 108mL de
glicerina + 168mL de metanol) a 10% em tampéo fosfato (0,01M-ph:6,8) por 25

minutos.

As laminas submetidas as técnicas de bandamento cromossdmico foram
analisadas e fotografadas em um microscépio Olympus CX31 em objetiva de 100x
com uma camera digital Olympus Camedia C5060. Todas as imagens foram

editadas com o auxilio do programa Adobe Photoshop CS2.

4.5 Genética Molecular

4.5.1 Extracdo de DNA

O DNA foi extraido a partir de amostras de musculo. Primeiro foi cortado o
tecido com material estéril e colocado em um tubo de microcentrifuga (1.5 mL), em
seguida, foi adicionado 500 pl de TE-Tween seguido de incubagao no banho-maria a
65°C por 1,5 horas com agitacao periodica. O proximo passo foi adicionar 5ul de
proteinase K, seguido de incubac&o a 55°C durante 6 horas com agitacéo periodica.
Apds as 6 horas, a temperatura foi reduzida para 37°C, permanecendo sob

incubacéo “overnight”. Em seguida, foi feito o processo de extracdo — precipitacao
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do DNA pelo método do fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1), conforme

segue:

Foi adicionado um volume de PCL (fenol-cloroférmio-alcool isoamilico) na
mesma quantidade da amostra, agitando-se vigorosamente no vértex por 10seg,
seguido de centrifugacao por 10 min, entdo o sobrenadante foi transferido para um
novo tubo. A precipitacdo do DNA consistiu em adicionar 1/10 do volume da amostra
de acetato de soédio 0.3M (aproximadamente 300 ul), a qual foi misturada
cuidadosamente e, em seguida, o volume foi completado com etanol absoluto
gelado (2,5 x o volume da amostra), misturado por inverséo e colocado em freezer -
20°C durante 2 horas. Apos este periodo, realizou-se a centrifugacdo a 4°C por 20
minutos a 2000 rpm, sendo que o sobrenadante foi desprezado e o pellet,

completamente seco. Por fim, o DNA foi ressuspendido em 100ul de TE-Tween.

As amostras foram quantificadas por espectrofotometria e por analise em gel
de agarose 1%, sendo em seguida diluidas em uma solucdo de uso (50ng/ul) para

sua amplificacdo e armazenamento em geladeira a 5°C.

4.5.2 Amplificagdo e Sequenciamento de Genes Mitocondriais e Nucleares

As amostras foram submetidas a técnica de PCR (MULLIS, 1983) em
termociclador convencional —Biometra T1 Thermocycler” para amplificagdo do DNA.
Para caracterizacdo molecular, foram utilizados marcadores de DNA mitocondrial.
No genoma mitocondrial foram amplificados o gene do Citocromo B (CytB)
(HASSANIN et al.,, 1998; DUARTE et al., 2008), a subunidade | da Citocromo
Oxidase (COIl) (FOLMER et al., 1994; HASSANIN; ROPIQUET, 2005), NADH5
Desidrogenase subunidade 5 (CAPARROZ et al., 2015) e regiao controladora
mitocondrial (D-loop) (VILA et al., 1999) (Tabela 5).
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Tabela 5. Genes mitocondriais que foram amplificados e os iniciadores (primers)
utilizados com suas respectivas sequéncias, tamanho dos fragmentos
amplificados em pares de bases (pb) e temperatura de pareamento e sua

referéncia.
Genes In\c!adores Sequéncias (Foward/Reverse) Tamanho Temperatura Referéncia
(primers) fragmento (pb) pareamento
CviB L14724 5’CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG3' 480 54°C KOCHER et al.,
yt H15149 5’AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCAZ 1989
CviB FARH 5TCCAATAGTAATAAAGGGGTGTTCAY 660 54°C DUARTE et al.,
v FARL 5'CCATGAGGACAAATATCATTCTGATY 2008
col LCO1490 5'GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG3' 658 54°C FOLMER et al.,
HC02198 S TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCAZ 1994
Thrl15926 5'GAATTCCCCGGTCTTGTAAACC3' o
D-loop ) 1340 5CCTGAAGTAGGAACCAGATGY 660 s4°C VILA etal., 1999
ND5 Leu11775 5GGTGCAACTCCAAATAAAAGY 691 58°C CAPARROZ et al.,
ND512427 STTTTCCRGTTGCAGCTARTG3' 2015
ND5 ND512326 5TCTAGCAATAGCATGATTYCY 688 58°C CAPARROZ et al.,
ND512988 STGTTATTAGGAGGGCTCAGG3' 2015
ND5 ND513167 5AATARTTGGAAGCCTTTTCGY 581 58°C CAPARROZ et al.,
ND513709 5 TATGATACAGGRGATTCTGG3' 2015

Os fragmentos de DNA foram amplificados utilizando uma reacdo de PCR
(“Polymerase Chain Restriction”) que continha: 12, 0 pl de H20, 1,0 pl de dNTP,
2,0ul de tampéo de reacédo, 0,6 yl de MgCl2, 0,5 ul de cada “primer” (“forward e
reverse”), 0,4 ul de DNA “Taq polimerase” e 3,0 ul de DNA, para um volume total de
20 pl por amostra. O programa de amplificacdo utilizado no termociclador foi: ciclo
inicial de 5 minutos a 94°C para desnaturar o DNA, 35 ciclos a 94°C por 1 minuto,
temperatura de pareamento dos iniciadores (Tabela 7) por 1 minuto e por 10 minutos
com temperatura a 72°C para extensao final, depois mantido a 4°C. Em todas as
reacdes foram incluidos controles negativos para verificar a existéncia ou auséncia

de contaminacao.

Apés a PCR, o produto de amplificacéo foi analisado por eletroforese em gel
de agarose 1% para verificagdo da qualidade do produto amplificado, sendo ent&o
purificado utilizando-se o produto comercial QIAquick PCR Purification kit (Qiagen).
Os produtos de PCR foram sequenciados utilizando-se o kit ABI Prism Big Dye
Terminator (Applied Biosystens), analisando-se o produto final no sequenciador

automatico ABI Prism 377 (Applied Biosystems).
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4.5.3 Analise filogenéticas

Foi analisada a necessidade de inserir mascaras nas bases nucleotidicas
manualmente, quando necessario foi adicionado com o BioEdit (HALL,1999) caso
ocorresse pico inespecificos e/ou sobrepostos. As mesmas foram alinhadas pelo
programa SATé (LIU et al., 2009). A partir das sequéncias obtidas foram realizadas
analises filogenéticas utilizando de analise Bayesiana através de programas Beauit e
Beast (BOUCKAERT et al.,2014), os quais foram alimentados com o melhor modelo
evolutivo proposto pelo JModelTest para cada matriz analisada, gerado na
plataforma digital CIPRES. Apds analise bayesiana, foi realizado um burnin de 25%
das arvores obtidas pelo programa LogCombiner e entdo concatenadas em uma
arvore pelo programa TreeAnnotator, todos dentro do pacote Beast. O suporte
estatistico dos agrupamentos filogenéticos foi estimado através do meétodo de
probabilidade posterior. Nao foram realizadas andalises de genes concatenados por
ndo existir disponivel sequéncias de um mesmo individuo para todos os genes,

como podemos observar na Tabela 1 e 4.

Para se permitir uma comparacdo das sequéncias obtidas, seus paratipos,
com as sequéncias ja existentes no Genbank, utilizados como grupo externo para
uma avaliagcdo preliminar da posicdo deste animal em relacdo aos demais ja

avaliados molecularmente conforme Tabela 4.

Os dados obtidos foram finalmente analisados dentro dos conceitos de
espécie filogenética (CRACRAFT, 1983) que consiste no menor conjunto de
organismos que compartilham um ancestral e podem ser distinguidos de outros
grupos de organismos, ou seja, grupo monofilético. Também, foi analisado o
conceito de coeséao das espécies (TEMPLETON, 1989; 2001) definido como “a mais
inclusiva populagéo de individuos que tém o potencial para a coeséo através de
intercambios genéticos e intercambios demograficos” (TEMPLETON, 1989). Foi
também considerado o principio da concordancia genealdgica (AVISE; BALL, 1990),
gue seria uma variante do conceito filogenético de espécie baseado no consenso de

muitas genealogias (filogenias de gene Unico), estimadas de diferentes genes.
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Todo o material deste espécime permanecera a disposi¢cdo da comunidade
cientifica para novas caracterizagfes, junto ao Museu Cervidologico do Nucleo de
Pesquisa e Conservacdo de Cervideos (NUPECCE) da Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal, Sdo Paulo, com o niumero de colecéo
NPC118.

5. RESULTADOS

5.1 Descricdo do espécime

5.1.1 Mazama rufa (llliger, 1811) desc. Emend.: faixa de pelos antevertidos na
nuca, salpicado de castanho (Figura 16.a). Faixa rostral larga, castanha enegrecida
em direcdo posterior, como toda linha lombar, mais escura que a coloragéo
predominante, castanho avermelhado (Figura 16.b). Tufo de pelo tarsal presente
(Figura 17). Laterais da cabeca com coloracdo parda. Regido gular pardo claro
(Figura 18.C). Mancha nasal presente. Mancha mentoniana branca (Figura 18.C).
Faixas orbitais superior e inferior ausentes. Mancha superciliar ausente. Orelhas
pequenas e anguladas, borda interna castanho, com pelagem branca na borda
lateral inferior e nas pregas, parte externa castanho enegrecido (Figura 18.C). Pelos
mais compridos na regido basal da orelha e préoximo a regido inguinal. Flancos
acinzentados, mantendo essa coloracéo até o inicio do térax (Figura 18.A). Pescoco
castanho claro na regido ventral (Figura 18.A). Regido anterior das ancas com
coloracao igual ao dorso (Figura 18.B). Parte final do torax, castanho escuro. Regiédo
ventral branca, assim como a regido inguinal. Regido posterior das ancas e dorso da
cauda de coloracdo marrom avermelhada (Figura 19). Regido ventral da cauda
branca. Ventre da cabeca pardo clara. Cor da area proximal e distal dos membros
bem definidas (Figura 20), sendo a proximal externa da cor dos flancos e na parte

distal castanho escuro como na linha dorsal e area rostral (Figura 18.A).

Ponto de coleta: Avenida das Cataratas, nUmero 2264. BR 469
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Coordenadas geograficas do ponto de coleta: 25°36'22.66"S e 54°29'54.50"0O

Depositado em: Museu do Nuacleo de Pesquisa e Conservacdo de Cervideos
(NUPECCE) - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) - Universidade
Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho"- Campus de Jaboticabal/SP. Com o
namero de tombo, NPC 118.

Sinonimias: Serdo consideradas sinonimias somente nomes baseados na
descricdo de Azara, que sdo: Mazama pita (Rafinesque, 1817); Mazama rufiz
(Fisher, 1814).

Figura 16. (A) Tufo de pelos frontais do hol6tipo de Mazama rufa (a) e faixa rostral
(b) (B) Vista dorsal (Foto: J. M. B. Duarte).

Figura 17. Vista ventral do hol6tipo de Mazama rufa. Em detalhe, tufo de pelos na
regido tarsal. (Foto: J. M. B. Duarte).
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Figura 18. (A) Vista lateral do hol6tipo de Mazama rufa. (B) Ancas e dorso da cauda.
(C) Vista lateral da cabeca (a) mancha nasal. (b) mancha mentoniana. (c)
mancha gular.



Figura 19. Vista ventral do hol6tipo de Mazama rufa.
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Figura 20. Pele taxidermizada do holétipo de Mazama rufa.
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5.1.2 Biometria

42

As medidas obtidas na biometria corporal do nedtipo estdo apresentadas na

Tabela 6, juntamente com os paratipos obtidos na regido da coleta, os quais

pertencem ao banco de dados do NUPECCE. Visando maior robustez e suporte

para as descricbes dos dados apresentados, os dados foram tratados como um

grupo e ndo apenas como um animal (Tabela 6).

Tabela 6. Medidas biométricas do hol6tipo de Mazama rufa e seus paréatipos
(NPC117, T268, T257, T245, T270 e T104). Medidas em milimetros (mm),

massa em quilogramas (kg). (x) = Média e (DP) = Desvio padrao.

HOLOTIPO NPC117 T268 T257 T245 T270 T104 X DP

Peso 33,7 33,05 33 42 37,7 37 39,5 36,56 3,23
Comprimento chifreesq =~ - ——— e e e e 47 47,00  --eee-
Comprimento chifredir ~ -——- e 100 100,00  -——-
Diametro chifreesq =~ —— = —— e e 32 32,00 e
Diametro chifredir ~ -—— = —— = e 18 18,00 -
Diametro testiculoesq =~ - = ——— e e e 27 27,00 e
Diametro testiculodir ~ ——  —— 25 2500  -——
Comprimento testiculoesq =~ - - 72 72,00 e
Comprimento testiculodir ~ -———-- - e o e 66 66,00 @ -
Comprimento cabega 226 240 250 255 240 235 245 241,57 8,89
Largura cabega 90,5 98 95 103,5 99 99,9 99 97,84 3,80
Orelha 103 103 95 100 105 120 105 104,43 7,13

Entre olhos 52,5 57,5 61,5 56 54 57,5 59,5 56,93 2,86
Entre chifres 65 @ 68 64 23 55,00 18,53
Mandibula 76,5 68 73 80 86 76 91,5 78,71 7,35
Metacarpo 163 155 145 160 160 145 150 154,00 6,89
Altura 645 690 640 675 645 610 665 652,86 24,33
Corpo 952 970 960 970 950 900 950,33 23,82
Cauda 153 165 125 155 115 115 140 138,29 18,80
Metatarso 257 245 235 250 250 230 230 242,43 9,98
Pescogo per 305 270 280 340 310 310 380 313,57 34,30
Térax 690 680 705 770 705 720 750 717,14 29,98
Abdbémen 843 790 890 790 850 780 823,83 40,08

Relacionando os dados obtidos do grupo de individuos considerados Mazama

rufa (hol6tipo + paratipos) com o grupo externo das andlises biométricas, foi possivel
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realizar uma andlise de cluster (Figura 21). Como resultado n&do foi possivel obter
um cluster especifico para cada uma das espécies e variagbes citogenéticas
(citétipos), demonstrando apenas uma distancia significativa de espécies distantes

biologicamente, como M. nana, M. gouazoubira e M. nemorivaga.
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Figura 21. Arvore de distancia feita a partir das medidas corporais de individuos de
M. americana provenientes de diferentes cit6tipos do Brasil, juntamente
com o neétipo de M. americana, hol6tipo de Mazama rufa e espécies
mais distantes biologicamente, M. nana, M. gouazoubira, M. nemorivaga
e M. bororo

5.1.3 Craniometria

A seguir € apresentado o cranio macerado do holétipo de Mazama rufa
(Figura 22) e suas medidas cranianas (Tabela 7), medidas nas quais sdo utilizadas
na caracterizacdo do nedtipo, definindo assim o padrdo craniométrico da espécie,

podendo posteriormente realizar um comparativo com demais espécies.



Figura 22. Vista superior, inferior e laterais do cranio macerado de Mazama rufa.
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Tabela 7. Medidas cranianas do hol6tipo de Mazama rufa em milimetros (mm), onde
a medida 1 representa o comprimento total, 2 comprimento condilo-basal,
3 comprimento basal, 4 comprimento curto do cranio, 5 pré-molar —
prosthion, 6 eixo base-cranial, 7 eixo base-facial, 9 comprimento vicero-
craniano, 10 comprimento frontal mediano, 11 lambda — nasal, 12 lambda
— regido mais distal do osso nasal, 13 lambda — prosthion, 14 acrocranio,
15 maior comprimento dos nasais, 16 comprimento curto facial — lateral,
18 comprimento palatal-oral, 19 comprimento lateral do pré-maxilar, 20
distancia corrida de dentes, 21 comprimento da linha do molar, 22
comprimento da linha pré-molar, 23 maior comprimento interno da Orbita,
24 maior altura interna da orbita, 25 maior largura do mastoide, 26 maior
largura dos céndilos occipitais, 27 maior largura das bases do processo
para-occipital, 28 maior largura do foramen magno, 29 altura do foramen
magno, 30 maior largura neurocraniana, 31 menor largura frontal, 32
maior largura entre as oOrbitas, 33 menor largura entre as Orbitas, 34
largura do zigomatico, 35 maior largura entre 0os nasais, 36 maior largura
entre o pré-maxilar, 37 maior largura do palatal, 38 basion — ponto mais
alto da crista nucal superior (REES, 1969; DRIESCH, 1976).

Medidas Holdtipo Medidas Holdtipo Medidas Holotipo

1 200,63 14 139,78 26 41,55
2 189,37 15 59,19 27 55,6
3 174,46 16 96,88 28 20,54
4 112,72 17 121,87 29 20,03
5 62,39 18 89,66 30 58,98
6 43,28 19 51,33 31 56,6
7 133,43 20 53,2 32 61,82
9 97,64 21 32,17 33 44,22
10 118,45 22 28,73 34 88,9
1 105,15 23 33,58 35 22,94
12 163,18 24 32,55 36 25,47
13 190,53 25 60,91 37 61,02

38 47,53
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Relacionando os dados obtidos do espécime de Mazama rufa com o grupo
externo das analises craniométricas, foi possivel realizar uma andlise de cluster
(Figura 23). Como resultado néo foi possivel obter um cluster especifico para cada
uma das espécies e variacdes citogenéticas (citotipos) demonstrando apenas uma
dissimilaridade parcial de espécies distantes biologicamente, como M. nana, M.

gouazoubira e M. nemorivaga.

Duvatinres

M, americana jari

M. americana

M. americana rondonia
M. americana juina

M. rufa

M. nemaorivaga

M. nana

M. gouvaroubira

M. bororo

M. americana carajas

M. americana santarem

Figura 23. Arvore de distancia feita a partir das medidas craniométrica dos
individuos de M. americana provenientes de diferentes citotipos do
Brasil, com o neétipo de M. americana, hol6tipo de Mazama rufa e
espécies mais distantes biologicamente, M. nana, M. gouazoubira, M.
nemorivaga e M. bororo.

5.2 Citogenética

O cariotipo base do espécime foi obtido por meio da coloracdo convencional
Giemsa. Os cromossomos foram classificados pelo comprimento relativo (CR) sendo
o Grupo A composto somente pelo par 1, o grupo D é constituido pelos pares 2, 3 e
4, e dos pares 5 ao par 25 foram agrupados no grupo E. Os cromossomos B

apresentaram uma variacdo de 3 a 6 cromossomos por cariotipo (Figura 24). O
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mesmo padréo foi encontrado para os paratipos, sendo que uma banda C positiva
no braco longo do cromossomo X coincide com o ponto de fusdo em tandem entre
este e 0 autossomo ancestral, homologo ao Y2. O cromossomo Y1 é o menor do

lote, com morfologia metacéntrica, totalmente eucromatico.

§0 AR 0D 00 00 0n 00 a0 a0 00
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A D E

B0 00 00 00 80 AD A0 A0 M AA
11 3 14 15 16 17 18 19 20
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»

h
Y2 i
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Figura 24. Cariétipo basico pertencente ao hol6tipo de Mazama rufa, apresentando
2n= 52 NF= 56 + 3-6 Bs. Em anexo, 0s cromossomos sexuais X, Y1 e
Y2 pertencente ao paratipo T104 para complementar a descri¢ao.

No bandamento C (Figura 25) observou-se blocos de heterocromatina
constitutiva na regido pericentromérica de todos oS cromossomos autossGmicos.
Além disso, foram visualizadas duas bandas heterocrométicas intersticiais nos
bragcos longos dos pares cromossomos um e trés e trés bandas nos cromossomos
do par dois. O cromossomo X apresentou um grande bloco heterocromatico na
regido intersticial do braco longo. As caracteristicas apresentadas no bandamento C
do holdtipo foram comparadas com os com o0s resultados produzidos pelos

paratipos, confirmando assim o padrdo apresentado (Figura 26).
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Figura 25. Cario6tipo do holétipo de Mazama rufa fémea sob o Bandamento C
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Figura 26. Representacdo esquematica do padrédo de bandas C para Mazama rufa,
com o0 holotipo e seus paratipos, sendo o primeiro do hol6tipo e os
seguintes dos paratipos para cada par cromossdémico.
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Com a coloracdo Ag-NOR foi possivel observar que a regido organizadora do
nucléolo esta localizada na regido telomérica de 4 cromossomos, nos pares 5 e 6
(Figura 27).
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Figura 27. Cari6tipo do holétipo de Mazama rufa fémea sob coloracdo ag-
RON.

Na coloragdo ag-NOR houve completa similaridade do neotipo com todos 0s
paratipos, comprovando o padrao apresentado na figura 27.

O Bandamento G permitiu o pareamento correto dos cCromossomos € a
possibilidade de averiguar possiveis translocacdes e fusbes, fatos que néo
ocorreram no estudo em questdo (Figura 28). As caracteristicas apresentadas no
bandamento G do nedtipo foram comparadas com os paratipos, confirmando assim
0 padrao apresentado e definindo assim o idiograma para o bandamento G (figura
29).
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Figura 28. Cariétipo do holotipo de Mazama rufa fémea sob o Bandamento G.
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Figura 29. Representacdo esquematica do padrédo de banda G para Mazama rufa,
com o holotipo e seus paratipos, sendo o primeiro do holo6tipo e os

seguintes dos paratipos para cada par cromossémico.
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5.3 Anélise do DNA mitocondrial

A amplificacdo e alinhamento dos quatro genes mitocondriais estudados
geraram fragmentos analisaveis de 687 pb para o gene Citocromo Oxidase | (COl),
1178 pb para o gene Citocromo B (CytB), 664 pb para a regido controle (D-loop) e
1831 pb para o gene NADH desidrogenase subunidade 5 (ND5). Na matriz de cada
gene foi adicionado sempre mais de um individuo pertencente a M. americana
(Citétipo Parand) e o topotipo de M. americana, além de sequéncias de M. temama
para os genes CytB e D-Loop, por serem 0s Unicos genes sequenciados disponiveis
para o estudo, justamente para comprovar se as diferencas citogenéticas que foram
evidenciadas estejam também demonstradas nas analises moleculares. Ainda néo
foi construida uma arvore produto dos quatro genes concatenados pela falta de
sequéncias de um mesmo individuo para os quatro genes. O resultado do melhor
modelo evolutivo para cada gene separadamente pode ser observado na Tabela 8.

Tabela 8. Modelos de substituicdo nucleotidicas para cada matriz de gene pelo
Jmodeltest com padrao definido de nst=6.

Gene Jmodeltest

Col GTR + |

CytB TrN + |
D-loop TN+ G

ND5 TIM3 + G

A arvore filogenética gerada pelo gene COI apresentou um grupo monofilético
composto pelo holétipo de Mazama rufa e de animais provenientes da mesma
regido, mas nao apresentou um suporte de probabilidade posteriori robusto, tendo
apenas 0,49 para o grupo. No caso dos animais que compde o grupo M. americana,

coletados na Guiana Francesa, juntamente com o topoétipo da espécie, foi observada
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probabilidade posterior de 0,88, fato que corrobora com a sua origem monofilética

(Figura 30).

0,62

0,49

0,88

M. americana 1

M. americana 2

|
L

M. americana 3

M. americana 4

M. americana - Neotipo

M. rufa 2

M. rufa

M. rufa 3

T104

M. gouazoubira 1

M. gouazoubira 2

R. tarandus 1

R. tarandus 2

Figura 30. Arvore filogenética referente ao gene COI, obtida por anélise Bayesiana,
apresentando probabilidade posterior como suporte.

A arvore filogenética gerada pelo gene CytB também apresentou um grupo

monofilético composto pelo holétipo de Mazama rufa e de animais provenientes do

citétipo Parand, com um suporte de probabilidade posterior maior do que o obtido no

gene COI (0,59). Formou-se um grupo monofilético com os M. americana coletados

na Guiana Francesa, juntamente com o topétipo da espécie, com probabilidade

posterior de 1,0. As sequéncias disponiveis de M. temama para o0 gene também

formaram um grupo monofilético distinto de M. americana e M. rufa, com

probabilidade posterior de 1,0 (Figura 31).
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Figura 31. Arvore filogenética referente ao gene CytB, obtida por anélise Bayesiana,
apresentando probabilidade posterior como suporte.

A arvore filogenética gerada pelos genes D-Loop e ND5 foram as que
apresentaram melhores suportes estatisticos para o grupo monofilético composto
pelo hol6tipo de M. rufa e de animais provenientes da mesma regido geografica,
com um suporte de probabilidade posterior de 1,0. Também apresentou
probabilidade posterior de 1,0 o grupo de animais que compde o grupo monofilético
de M. americana da Guiana Francesa. A Unica sequéncia de M. temama acessivel
para o gene D-Loop mostrou-se distante geneticamente de M. americana e M. rufa
formando um ramo basal isolado na arvore. Em relacdo ao gene ND5, néo
conseguimos confirmar o posicionamento de M. temama por ndo existir sequéncias

disponiveis para o gene (Figura 33).
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Figura 32. Arvore filogenética referente ao gene D-Loop, obtida por anélise

Bayesiana, apresentando probabilidade posterior como suporte estatistico.
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Figura 33. Arvore filogenética referente ao gene ND5, obtida por analise Bayesiana,
apresentando probabilidade posteriori como suporte estatistico.
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6. DISCUSSAO

6.1 Descricao do espécime

Mazama americana € considerada uma superespécie formada por um grande
namero de espécies cripticas (SALVIANO et al., 2017) com diferencas morfolégicas
imperceptiveis (ROSSI, 2000) mas com alta variabilidade cariotipica (ABRIL et al.,
2010). A auséncia de diferencas morfolégicas significativas entre as espécies que
compde esta superespécie deve-se a recente especiacdo dentro do complexo
Mazama americana (DUARTE et al., 2008).

Na descricdo morfolégica, com base no padrdo de cores e regides
cromogenéticas, 0 espécime analisado apresentou algumas caracteristicas
semelhantes com as descritas por Rossi (2000): tufos de pelos na regido tarsal; faixa
de pelos antevertidos na linha mediana dorsal do pescoc¢o; mancha superciliar;

mancha nasal e mentoniana presentes.

O espécime analisado apresenta caracteristicas que nao foram observadas
pelo mesmo autor, como faixas orbitais, faixa rostral larga e distinta além da regiao
distal externa dos membros posteriores e anteriores bem definidas. A descricéo
morfologica de Rincén (2016), apresentou as mesmas caracteristicas descritas por
Rossi (2000). Vale ressaltar que essas distincbes podem ser caracteristicas
individuais do espécime e ndo caracteristicas de Mazama rufa, sendo necessaria

uma analise populacional.

No que tange a alguns dados biométricos de M. americana, Rossi (2000)
encontrou altura de 650 mm para M. americana, similar ao neétipo analisado e seus
paratipos (652,86 + 24,33; n= 7); a massa apresentada por Duarte (1996) foi de
30kg, com uma variagdo de 20 a 45kg, dentro da faixa encontrada no presente
estudo (36,56 = 3,23; n=7). O comprimento de orelha apresentado por Rossi (2000)
foi de 105 a 110 mm, resultado compativel com o encontrado em Mazama rufa
(104,43 + 7,13; n=7).
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Na craniometria, analisando os resultados obtidos por distancia (cluster),
podemos constatar que estas medidas apresentadas n&o proporcionam um
agrupamento para diferenciacdo entre variaveis cromoss6micas dentro de M.
americana. Entretanto as medidas craniométricas apresentaram uma dissimilaridade
maior entre a superespécie M. americana e espécies distintas biologicamente, como

M. gouazoubira, M. nana e M. nemorivaga.

As andlises morfolégicas, como ja citado em trabalhos anteriores (ROSSI,
2000), ndo mostraram ser um fator discriminatorio entre as diferentes variantes de
M. americana. Entretanto, isso pode ter sido provocado pela amostragem pequena,

gue influencia na analise.

6.2 Citogenética

O padréo cariotipico de M. americana apresentado por Abril et al., (2010)
demonstra uma amplitude no numero diploide (2n) de onze cromossomos, sendo a
espécie do género Mazama com maior variacdo intraespecifica de seu cariétipo.
Diferencas bem menores que esta separam espécies bem distintas como M.
gouazoubira (2n= 70+0-3B; FN=70) e M. nemorivaga (2n= 67-70+2-8B; FN= 69-72).
Assim, torna-se muito provavel a existéncia de mais de uma espécie no que se
define como M. americana (DUARTE et al, 2008; GUTTIERREZ et al., 2017). A
origem desta amplitude cariotipica pode ser explicada pela fragilidade cromossémica
presente no grupo (VARGAS-MUNAR et al., 2010; TOMAZELLA et al., 2017).

O padrao cariotipico mostrado pelo hol6tipo de M. rufa foi de 2n=52 e NF= 56
+ 4-6Bs, mesmo padrao encontrado para M. americana citotipo Parana, diferente do
apresentado por Rincon (2016) para o neotipo de M. americana (2n=45 NF=50
+3Bs) (JORGE; BENIRSCHKE, 1977). Sendo esses dois ainda diferentes do padrao
cariotipico de M. temama (2n = 50 e NF = 70).

Essa diferenca do numero diploide, certamente proporciona uma barreira pos-
zigbtica entre M. americana e M. rufa e entre M. rufa e o0s outros citétipos

conhecidos como foi provado por Salviano et al., (2017) e Cursino et al., (2014),
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sendo a prole de cruzamentos de M. americana citotipo Parana com outros citétipos

do Brasil inférteis ou sub-férteis.

Houve correspondéncia dos padrbes de bandamentos C, G e coloracdo ag-
RON do hol6tipo com seus paratipos, demonstrando a estabilidade do padrdo de

banda dentro de M. rufa.

A variacdo cromossdmica do holotipo de M. rufa com o topoétipo de Mazama
americana pode ser explicada por fusbes em tandem e fusdes céntricas que
ocorreram entre eles (RINCON, 2016). Mazama rufa, por apresentar o maior nimero
diploide, é considerado o padréo cariotipico mais proximo do ancestral hipotético de
M. americana (2n=52/53; NF=54) havendo apenas uma inversdo pericéntrica
discriminante entre eles (ABRIL et al., 2010). Assim sendo, a citogenética é
determinante para a taxonomia do género Mazama e eleva Mazama rufa ao nivel de

espécie.

6.3 Andlise filogenética

As andlises filogenéticas de M. americana mostram uma origem polifilética
para a espécie (DUARTE et al., 2008; GUTTIERREZ et al., 2017), fato que corrobora
com os dados apresentados por andlises citogenéticas, pelas quais é definido M.

americana como uma superespécie (ABRIL et al., 2010).

Foram analisados quatro genes mitocondriais com o0 objetivo de entender o
processo evolutivo que ocorreu com M. rufa (COI, Citocromo-B, D-loop e ND5). As
topologias apresentadas por esses quatros genes foram semelhantes, apesar de

nao terem sido analisados os mesmos individuos para todas as sequéncias.

A topologia apresentada para o gene COIl mostrou que o neétipo de M.
americana e outros individuos provenientes da Guiana Francesa se agruparam em
um clado monofilético. Em relagéo ao holdtipo de M. rufa, seus paratipos e animais

geograficamente proximos, formaram um outro grupo monofilético (Figura 30).
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Para o Citocromo-B apresentaram-se cinco clados monofiléticos distintos para
Mazama, representados por M. americana, M. rufa, M. bororo, M. nana e M. temama
(Figura 31). Estas seriam, portanto, cinco espécies distintas sustentadas por alto

suporte estatistico.

As arvores filogenéticas apresentadas pelos genes D-Loop e ND5
apresentaram topologias semelhantes, separando claramente M. rufa, com seus
paratipos de M. americana e M. temama com alto suporte estatistico (probabilidade
posterior 1 para a maioria dos nés, Figuras 32 e 33). Estes genes também
comprovam a diferenca destes trés tdxons em nivel especifico, corroborando a

validade de Mazama rufa.

Portanto, como as quatro topologias apresentadas sao semelhantes, apenas
com diferenca no suporte estatistico para cada clado, podemos assumir a
consisténcia deste resultado. Perante o exposto, em todas as analises M. rufa e
seus paratipos ficaram no mesmo clado monofilético. Portanto, reconhece-se
claramente a validade da espécie Mazama rufa, corroborando os resultados

apresentados pelas analises citogenéticas.
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7. CONCLUSOES

As andlises morfologicas de craniometria e biometria se mostraram incapazes
de separar M. rufa de M. americana e dos outros citotipos presentes no territorio
brasileiro, estando as medidas do neoétipo dentro da variacdo descrita para o

complexo M. americana.

Citogeneticamente, M. rufa apresentou o mesmo padrdo citogenético do
citétipo Parand, e um padrdo citogenético diferente do apresentado por M.

americana e M. temama

Os resultados filogenéticos, principalmente dos genes D-loop e ND5,
demonstram claramente a distancia filogenética entre M. rufa e as descri¢cdes

anteriores, de M. americana e M. temama.

Este estudo deixa claro que Cervus rufus, classificado como subespécie e
posteriormente como sinonimia de M. americana deve ser elevado ao nivel de

espécie, sob o0 nome de Mazama rufa, tornando valida a descri¢ao de llliger (1811).

E proposto um hol6tipo para a espécie Mazama rufa.
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