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FILOGENIA MOLECULAR DE Mazama americana (ARTIODACTYLA: CERVIDAE)
COMO AUXILIO NA RESOLUCAOQO DAS INCERTEZAS TAXONOMICAS
RESUMO - Estudos recentes com a espécie Mazama americana apontam
duas linhagens cromossdémicas dentro deste possivel complexo de espécies
cripticas e entre elas verificou-se a existéncia de eficiente barreira reprodutiva por
isolamento  p0és-zigético. No entanto, o efeito das pequenas diferencas
cromossOmicas entre populacdes € ainda pouco esclarecido, ndo sendo claro se
seriam polimorfismos intraespecificos, diferencas subespecificas ou especificas.
Marcadores moleculares permitem investigar se ocorreu fluxo entre estas
populacdes e se este fluxo ainda ocorre no presente, auxiliando na elucidacdo dos
processos evolutivos que ocorreram na diferenciacdo cromossdmica e qual o real
efeito dessas variacdes no isolamento e especiacdo no taxon. Diante do exposto, 0
presente trabalho estudou as relacdes filogenéticas entre variantes cromossémicas,
com alto namero dipléide, de M. americana com o objetivo de compreender melhor a
histéria evolutiva da espécie e verificar a existéncia de unidades evolutivamente
significativas dentro deste complexo especifico, contribuindo para o delineamento de
programas de conservacao da espécie. As relacdes filogenéticas da espécie foram
examinadas utilizando genes mitocondriais (citocromo b, citocromo oxidade |, regido
controladora D-loop e NADH dehigrogenase subunit 5), com 44 individuos de
veados-mateiro provenientes de diferentes localidades do Brasil. Os resultados
encontrados ndo corroboram a existéncia de unidades evolutivamente significativas
dentro do grupo amostrado. A topologia encontrada nas arvores filogenéticas néo
mostram agrupamentos por cittipos, mas sim uma pofilifilia dos clados das arvores
filogenéticas.
Palavras-chave: Genes mitocondriais, Filogenia molecular, Veado - mateiro,

Unidade Evolutivamente Significativa

\



MOLECULAR PHYLOGENY OF Mazama americana (ARTIODACTYLA:
CERVIDAE) AS AID IN THE RESOLUTION OF UNCERTAINTY TAXONOMICAL

ABSTRACT - Recent studies on the species Mazama americana point two
chromosomal lineages within red brocket deer and among them there was the
existence of effective reproductive barrier post-zygotic isolation. However, the effect
of these small chromosomal differences between these populations is not clearly
established, it is not clear whether they would be intraspecific polymorphisms,
subspecific or specific diferences. The molecular markers allow to investigate if there
was flows occurred between these populations and whether these flows still occur in
the present, helping to unravel the evolutionary processes that have occurred on
chromosome differentiation and what the actual effect of these changes in isolation
and speciation in the taxon. Given the above, this research project studied the
phylogenetic relationships among chromosomal variants of M. americana with the
aim of elucidating the evolutionary history of the species and verify the existence of
evolutionarily significant units within this particular complex, contributing to the design
of programs conservation of the species. The phylogenetic relationships of the
species were examined using mitochondrial genes (cytochrome-b, cytochrome
oxidase I, control region D-loop and NADH dehidrogenase subunit 5, with 44
individuals of red brocket deer from different locations in Brazil. The results do not
support the existence of distinct evolutionary units within the sampled groups. The
topologies found in phylogenetic tree show no groupings cytotypes but a polyphyly of
clades of the phylogenetic tree.

Keywords: Evolutionary Significant Units, Mitochondrial genes, Molecular
phylogeny, Red brocket deer
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| - INTRODUCAO

A espécie Mazama americana, popularmente conhecida como veado-mateiro
€ a maior espécie do género Mazama, pesando entre 30 a 40 Kg, altura entre 58 a
80 centimetros e comprimento de 90 a 145 centimetros (DUARTE, 1996). A pelagem
apresenta cor marrom-avermelhada com manchas brancas em alguns pontos do
corpo (BODMER, 1997). A distribuicdo do veado-mateiro ocorre em quase toda a
regido neotropical e, tdo ampla quanto sua distribuicdo € a variabilidade citogenética
e molecular encontrada na espécie. A taxonomia de M. americana é incerta quanto
ao numero de subespécies e até mesmo quanto ao desdobramento destas
subespécies em espécies (VOGLIOTTI, 2004; DUARTE et al., 2008; ABRIL et al.,
2010).

As primeiras descricdes de M. americana foram baseadas apenas em
aspectos morfologicos (ERXLEBEN, 1777). Somente com os avangos tecnoldgicos
nas ferramentas moleculares e na citogenética foi possivel utilizar aspectos
genéticos como peca fundamental na solucéo de problemas taxonémicos e, no caso
da espécie M. americana estes estudos tém apontado diferencas genéticas bastante
significativas.

Duarte (1998) realizou um amplo estudo citogenético da espécie e encontrou
extensa variacdo cromossémica, identificando sete citotipos de acordo com a regido
de origem dos animais analisados. Um estudo molecular, realizado por Carnelossi
(2008) revelou, por meio de informacBes filogenéticas geradas com genes
mitocondriais, duas linhagens evolutivas dentro de M. americana. Abril et al. (2010),
em um estudo associando analises citogenéticas e moleculares de veados-mateiro
identificaram seis citotipos, além da possivel evolucdo cromossdémica dos mesmos.
Estes resultados corroboraram a existéncia de duas linhagens cromossémicas, uma
com menor numero diploide (Juina e Rondobnia) e outra com maior numero diploide
(Parana, Carajas, Santarém e Jari) e, mais tarde, estudos detectaram a presenca de
isolamento pdés-zigbtico entre as duas linhagens evolutivas, embora 0 mesmo
mecanismo de isolamento ndo ficou claro no cruzamento entre os citotipos com
maior numero de cromossomos (SALVIANO, 2011, CURSINO et al., 2014).



A genética molecular pode ser de grande importancia para a caracterizacédo
desta espécie, uma vez que a andlise de certas regides do DNA permite inferir sobre
parte da histéria evolutiva destes individuos e conhecer melhor acerca do grau de
diferenciacdo entre os citotipos (GILBERT et al.,, 2006). Para a conservagao e
gestdo da biodiversidade, espécies desconhecidas ou ndo descritas representam um
grande problema (WILSON, 2003), pois, ndo identificar uma populacdo, bem como
nao definir o seu tamanho, tém impacto direto em acdes que preveem 0 manejo
adequado de populacbes ameacadas e o0 delineamento de estratégias de
conservacao (ROJAS, 1995). Lacunas nas relagdes filogenéticas podem resultar em
negligéncia no manejo de espécies ameacgadas, hibridizacdo ndo natural e uso
inadequado de recursos financeiros (FRANKHAM et al., 2006).

Infelizmente, definir o que é uma espécie envolve questdes complexas e
amplas sobre sua biologia, morfologia, genética e outros aspectos (VOGLIOTTI,
2004), sendo dificil imaginar um ramo da biologia que tenha enfrentado mais
problemas epistemolégicos do que o ligado a definicdo do significado de espécie
(ALEIXO, 2007). Ryder, em 1986, observando a dificuldade abordou pela primeira
vez o Conceito “Evolutionary Significant Units” (ESU), onde passou a reconhecer
como unidades independentes uma populacdo ou um grupo de populacdes que se
apresenta diferenciada em termos genéticos, morfoldgicos ou ecoldgicos de
populacdes proximas e refletem uma historia de isolamento geografico em niveis
variaveis.

Moritz, em 1994, elaborou um critério genético para identificar estas
unidades. Para o autor uma ESU deve apresentar monofilia reciproca para
haplétipos do DNA mitocondrial e mostrar divergéncia significativa nas frequéncias
alélicas de locos nucleares. Ainda segundo o autor, identificar uma ESU é
compreender que dentro da mesma espécie existem unidades demograficas que
ocupam areas geograficas distintas e se apresentam diferenciadas geneticamente
de outras unidades semelhantes.

Frente a isso, o presente trabalho estudou as relacdes filogenéticas entre
variantes cromossomicas (citétipos) de M. americana por meio da analise dos genes
mitocondriais Cit-b, COI, regido controladora D-loop e ND5, no intuito de verificar a

existéncia de unidades evolutivamente significativas dentro deste complexo



especifico. Além disso, contribuir para a tomada de decisdes em trabalhos futuros
com relacdo ao manejo adequado e independente, quando necessario, destas
unidades até que seja possivel compreender melhor sobre a taxonomia da espécie.
A hipotese deste trabalho € de que as diferencas genéticas observadas entre
0s citétipos de veados-mateiro permite separa-los em, pelo menos, duas unidades

evolutivamente significativas.



II - OBJETIVOS

Este trabalho objetivou estudar as relacbes filogenéticas entre variantes
cromossbmicas (citétipos) de M. americana, com alto nimero cromossémico, no
intuito de compreender melhor sobre a historia evolutiva da espécie e verificar a
existéncia de unidades evolutivamente significativas dentro deste complexo
especifico, contribuindo para o delineamento de programas de conservacdo da

espécie.



Il - REVISAO DE LITERATURA

3.1 Familia Cervidae e Género Mazama

A familia Cervidae pertence a Ordem Artiodactyla e a subordem Ruminantia.
E composta por ruminantes ungulados denominados cervos e veados, sendo
representada por 52 espécies que se distribuem em 19 géneros (WALKER, 1992;
WILSON e REEDER, 2005; DUARTE et al., 2006; WILSON et al., 2009). Além disso,
é bastante caracteristico da familia a alta taxa de evolugdo cariotipica, grande
inconsisténcia acerca das relagbes evolutivas em diferentes niveis entre suas
espécies (GILBERT et al., 2006; WILSON et. al., 2009; HASSANIN et al., 2012) e a
ampla distribuicdo geogréafica destes animais, que se estende por toda América,
Eurasia, ilhas continentais associadas e norte da Africa (NOWAK, 1999).

Andlises citogenéticas apontam a taxa de evolucédo cariotipica dos cervideos
como uma das mais altas dentro da ordem Mammalia (SCHERTHAN, 1991). Os
primeiros estudos acerca da evolucdo cromossdmica destes animais sugeriram que
0 caridtipo ancestral ou basal hipotético da familia Cervidae apresentava ndamero
dipléide (2n) e numero fundamental de bracos cromossémicos (NF) iguais a 70,
sendo 68 cromossomos autossomos acrocéntricos, um X acrocéntrico e um Y
metacéntrico (TAYLOR et al., 1969; Neitzel, 1987; Fontana e Rubini, 1990).
Segundo Neitzel (1987) este caribtipo teria se conservado e poderia ser encontrado
em duas espécies recentes, porém filogeneticamente distantes, a espécie Mazama
gouazoubira e Hydropotes inermis. Além disso, o0 autor levantou a hipétese de que a
variacao cariotipica apresentada pelas diferentes espécies de cervideos poderia ser
uma caracteristica evolutiva do grupo. Abril et al. (2010) sugerem que a evolucéo
cromossOmica dos cervideos seguiu padrdes distintos entre as subfamilias.

Embora escassos, 0s registros fosseis na América do Norte apontam para
dois possiveis ramos de cervideos no Novo Mundo, a tribo Odocoileini e Rangiferini
que teriam se diversificado em paralelo na Asia e no final do Plioceno se
estabeleceram na América do Norte. A grande migracdo dos mamiferos terrestres
(“Great American Interchange”) ocorrida no final do Plioceno ha 2,5 milhdes de anos,

da América do Norte para a América do Sul, proporcionou um intercambio da fauna



entre os continentes favorecendo uma diversificacdo genética maior nos mamiferos
da América do Sul em relacdo aos da América do Norte em um curto espaco de
tempo (WEBB, 2000).

Apoés esta migracédo, os cervideos da América Central e do Sul teriam dado
origem a duas formas morfolégicas, a primeira composta por pequenas espécies
com chifres pontiagudos, representada pelos géneros Pudu e Mazama, e a segunda
composta por espécies de grande estatura onde os machos apresentam chifres
ramificados, representada pelos géneros Odocoileus, Hippocamelus, Ozotoceros e
Blastocerus (EISENBERG, 2000).

A incerteza de quem migrou primeiro apés a formacgéo do istmo panamenho
pode esconder uma diferenciacdo ocorrida na América Central anterior a grande
migracdo, 0 que evidéncia, mais uma vez, a complexa historia evolutiva destes
animais (WEBB, 2000). Gilbert et al. (2006) levantam a hipotese de que a
colonizacdo da América do Sul ocorreu em duas etapas, em um primeiro momento
por um ancestral do ramo dos cervideos da América do Sul no inicio do Plioceno, e
posteriormente por M. americana e O. virginianus no final do Plioceno e inicio do
Pleistoceno. Além disso, ressaltam que, provavelmente, devido a enorme
semelhanca morfoldgica entre os cervideos da América Latina, pode ter ocorrido
selecdo similar e independente ao longo do tempo para as espécies do género
Mazama.

Dentre os géneros da familia, o género Mazama (RAFINESQUE, 1817)
apresenta a maior diversidade entre os cervideos neotropicais (DUARTE e MERINO,
1997). Segundo a IUCN (2016) o género é composto por dez espécies: M.
americana, M. temama, M. gouazoubira, M. nemorivaga, M. nana, M. bororo, M.
rufina, M. pandora, M. bricenii e M. chunyi. Destas, cinco ocorrem no Brasil, M.

gouazoubira (Veado-catingueiro), M. americana (Veado-mateiro), M. nana (Veado-



borord), M. bororo (Veado-bororo-do-sudeste) e M. nemorivaga (Veado-amaz6nico)
(DUARTE et al., 2001).

A principio, as espécies do género foram divididas em dois grupos: veados
vermelhos (M. americana, M. nana e M. bororo) e veados cinza (M. gouazoubira e
M. nemorivaga) baseada na coloracéo da pelagem, no tamanho pequeno e na forma
do corpo, além da presenca de chifres curtos, simples e pontiagudos nos machos
(ALLEN, 1915; DUARTE et al., 2008). No entanto, estudos posteriores ressaltaram a
dificuldade em distinguir corretamente cada espécie tomando como base a
aparéncia externa, pois, existe uma impressionante convergéncia morfologica nestes
animais sendo necessario analisar caracteristicas morfolégicas, ecoldgicas,
citogenéticas e moleculares para uma classificacdo taxonémica coerente (DUARTE
e MERINO, 1997; GEIST, 1999; DUARTE et al., 2008).

Duarte et al. (2008), em um estudo sobre a historia evolutiva dos Cervideos
sulamericanos do género Mazama sugerem a existéncia de uma relacéao polifilética
entre estes animais baseada nos altos indices de divergéncia molecular e
citogenética encontrados entre 0s grupos que sdo morfologicamente similares.
Inferéncias filogenéticas geradas a partir do DNA mitocondrial (mtDNA) indicaram
que os veados vermelhos ndo se agrupam nos mesmos ramos das arvores
filogenéticas que os veados cinzas, e que estes uUltimos deveriam ser alocados em
um género distinto de Mazama, o qual tem como espécie tipo M. americana.

A genética molecular e a citogenética sdo de grande importancia para a
avaliacdo, monitoramento e manejo para a conservacdo de espécies ameacadas
(CARNELOSSI, 2008). De acordo com Vogliotti (2004), dados sobre a biologia,
ecologia e comportamento do género Mazama ainda sdo pouco esclarecidos devido
ao fato dos animais do género serem bastante evasivos, principalmente em
ambientes naturais, além de apresentar muitas duvidas acerca das relacbes
evolutivas entre as espécies descritas até o presente momento, sendo evidente a
importancia de novas pesquisas para melhor esclarecer estas rela¢cdes evolutivas
dentro do género (GILBERT et al., 2006; CARNELOSSI, 2008).



3.2 A Espécie Mazama americana

A espécie Mazama americana, a maior espécie do género (DUARTE, 1996;
VARELA et al., 2010), apresenta alta variabilidade de aspectos ecoldgicos,
citogenéticos e moleculares. Popularmente é conhecida como veado-mateiro, seu
peso varia entre 30 e 40 Kg, apresenta dorso arqueado com altura variando de 58 a
80 centimetros e comprimento de 90 a 145 centimetros. Sua coloracdo é marrom-
avermelhada e apresenta manchas brancas abaixo da cauda, porcéo interna dos
membros, regido submandibular, ponta da maxila superior e face interna das
orelhas. Nos membros posteriores, ocorre uma faixa negra que se estende até a
regido anterior dos mesmos (Figura 01) (DUARTE, 1996; BODMER, 1997).

Figura 01. Veado-mateiro (M. americana). Foto de J.M.B. DUARTE.

Duarte (1996) aponta as grandes matas, quase sempre cobertas por densa
vegetacado e a beira de rios como habitat de preferéncia destes animais. S&do bons

nadadores e usam pequenos rios como via de movimentagdo ampliando sua rota de



fuga (VOGLIOTTI, 2004). A ampla distribuicdo destes animais resulta em uma
sobreposicdo com relacdo a distribuicdo de outros veados do género, como M.
gouazoubira, M. nana e, possivelmente, M. bororo (VOGLIOTTI, 2004). Sua area de
ocorréncia abrange praticamente toda a regido neotropical, desde o norte da
Argentina, Brasil, Bolivia, Coldmbia, Equador e Venezuela incluindo Suriname e
Trindad e Tobago (EISENBERG, 1989; EMMONS, 1990). Ribeiro (1919) e Vieira
(1955) também apontam veados-mateiro na Guiana, Guiana Francesa, Peru e

Paraguai (Figura 02).
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Figura 02. Mapa da distribuicdo do veado-mateiro (M. americana). (Fonte: DUARTE
e GONZALEZ, 2010).

Em nivel internacional, a espécie esta categorizada como DD (dados
deficientes) na IUCN (2016). Isso porque o comportamento evasivo e a preferéncia
por habitats com densa vegetacao implicam em dificuldades de coleta e observacéo.



Segundo a IUCN, ndo é possivel caracterizar a espécie até que sua taxonomia seja
melhor estudada.

Em virtude das distintas caracteristicas ecoldgicas, citogenéticas e
moleculares encontradas em veados-mateiro a classificacdo taxondmica destes
animais tem sido amplamente discutida. Muitas incertezas ainda permanecem com
relacdo ao grau de diferenciagdo entre as distintas variantes cariotipicas (citétipos)
da espécie M. americana e se estas poderiam gerar eficientes barreiras reprodutivas
caracterizando espécies distintas. Duarte (1998) alerta que estes citotipos possuem
potencial de serem espécies distintas e estar em risco de extingdo devido a
fragmentacdo de habitat. Estudos envolvendo genética molecular de veado-mateiro
buscam compreender a taxonomia da espécie, uma vez que a analise de certas
regides do DNA permite reconstruir parte da histéria evolutiva, além de tornar
possivel o melhor esclarecimento do grau de diferenciacdo entre os citotipos
(Carnelossi, 2008).

3.3 Taxonomia Inconclusiva

A taxonomia da espécie Mazama americana € incerta quanto ao numero de
subespécies e até mesmo quanto ao desdobramento destas subespécies em
espécies (DUARTE, 1996; ABRIL, 2010). A grande inconsisténcia acerca da
classificacdo taxonbmica da espécie persiste desde as suas primeiras descricoes.
Estudos de comparacdes morfolégicas resultaram em diferentes divisdes e
classificacdes taxondbmicas ao longo da histéria evolutiva da espécie.

Thomas (1913) classifica como espécie M. zetta e M. sheila, corroboradas por
Allen (1915) que, além destas, aponta mais seis espécies M. trinitatis, M. rufa, M.
sartorii, M. gualea, M. fuscata e M. zamora. Cabrera (1960) em uma nova
classificagao indica M. americana gualea, M. americana jucunda, M. americana rosii,
M. americana rufa, M. americana sarae, M. americana sheila, M. americana whitelyi,
M. americana zamora e M. americana zetta como subespécies de M. americana.
Em 1987, Czernay classifica mais seis subespécies, M. americana temama, M.

americana cerasina, M. americana reperticia, M. americana americana, M.
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americana trinitatis e M. americana carrikeri, perfazendo um total de quinze
subespécies.

Em uma revisdo taxondmica do género Mazama, Rossi (2000) propds a
existéncia de somente uma espécie de veado-mateiro no Brasil e incluiu nessa
espécie M. bororo, que foi descrito posteriormente por meio de sua constituicdo
cromossOmica em Duarte e Jorge (2003). Em 2005, Grubb reconheceu onze
subespécies, M. americana carrikeri, M. americana gualea, M. americana jucunda,
M. americana rosii, M. americana rufa, M. americana sarae, M. americana sheila, M.
americana trinitatis, M. americana whitelyi, M. americana zamora e M. americana
zetta.

A principio, os estudos taxondémicos levavam em consideracdo apenas
aspectos morfologicos dos animais (MEDELLIN et al., 1998; ROSSI, 2000). Apesar
das semelhancas morfolégicas entre as populacdes de M. americana, analises
citogenéticas e inferéncias filogenéticas realizadas posteriormente evidenciaram
uma extensa variacdo cariotipica e molecular dentro deste complexo especifico
(DUARTE et al., 2008; ABRIL et al., 2010).

Os avancos nas ferramentas da citogenética e da genética molecular
possibilitaram a utilizacdo de aspectos genéticos como peca fundamental para
esclarecer problemas relacionados a histéria evolutiva e taxonbmica de grandes
grupos (FRANKHAM et al., 2006), e, no caso da familia Cervidae, estes avancos tém
permitido aos pesquisadores esclarecer aspectos taxondmicos antes pouco
compreendidos sobre algumas de suas espécies (WEBB, 2000; PITRA et al., 2004
GILBERT et al., 2006; DUARTE et al., 2008; DUARTE e GONZALEZ, 2010).

A medida que novos estudos foram realizados, aumentaram as duvidas
guanto ao padrdo cariotipico da espécie. A descricao citogenética de um animal
com 2n=68 e NF=74 foi feita primeiramente por Taylor et al. (1969). Em estudos
seguintes 0 que se observou foi uma variagdo cromossémica dentro da espécie
caracteristica de acordo com a regido de origem do individuo. Jorge & Benirschke
(1977) em uma analise com trés animais oriundos do México encontraram
2n=49/50/50 e NF=71/72/72. Neitzel, em 1987, analisou um individuo do Paraguai
com 2n=52 e NF=56, cuja variante cariotipica coincide com o numero de

cromossomos de um dos quatro outros individuos brasileiros analisados por Duarte
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e Merino (1997), que encontraram 2n=48 e NF=54; 2n=50 e NF=54; 2n=52 e NF=56
e 2n=54 e NF=56.

Duarte (1998) realizou o mais amplo estudo citogenético da espécie. Foram
analisados 33 espécimes de veados-mateiro provenientes de varias localidades do
Brasil e, os resultados encontrados revelaram um extenso polimorfismo
cromossOmico, com 2n variando de 42 a 53 cromossomos e 0 NF de 48 a 57, com
excecdo dos cromossomos B. Cada regido amostrada no trabalho evidenciou
espécimes com diferentes nimeros cromossémicos, que eram caracteristicos de
acordo com a regido de origem. As diferentes variagdbes cromossomicas foram
denominadas cit6tipos, que receberam os nomes de suas respectivas origens
geograficas, sendo possivel descrever sete cittipos: Rio Negro (2n=44; NF=51),
Manaus (2n=43-44; NF=49-50), Jari (2n=49; NF=56), Acre (2n=46-47; NF=48-49),
Rondbénia (2n=42-45; NF=47-48), Carajas (2n=48-51; NF=54-55) e Rio Parana
(2n=51-53; NF=56-57). Os resultados de uma analise posterior, realizada por Abril e
Duarte (2006), com mais 18 individuos de diferentes regides, confirmaram, mais uma
vez, a extensa variagdo cromossOmica dentro de M. americana, 0 que permitiu
levantar a hip6tese de que alguns destes citotipos possam vir a ser outra espécie.

Carnelossi (2008) em um estudo filogenético de veados-mateiro utilizou genes
mitocondriais e nucleares para gerar inferéncias filogenéticas entre variantes
cariotipicas da espécie. As inferéncias geradas por meio dos genes mitocondriais
revelaram duas linhagens evolutivas da espécie, uma da populacédo da Bacia do Rio
Parané e outra dos individuos do oeste da Bacia do Rio Amazonas. Além disso, foi
observada uma diferenca genética entre as duas linhagens de M. americana maior
que a diferenca entre duas espécies bem definidas taxonomicamente (M. bororo e
M. nana).

Em 2010, Abril et al. realizaram analises citogenética e molecular de veado-
mateiro e identificaram seis citotipos: Rondoénia, Juina, Jari, Carajas, Santarém e
Parana, com 2n variando de 42 a 53 cromossomos e 0 NF de 48 a 56 cromossomos.
O citétipo Parana apresentou o maior numero dipléide e niumero fundamental de
cromossomos e foi utilizado como base para comparacdes entre o0s cariotipos, cujas
relacbes possibilitaram criar a hipotese de que o0s citétipos identificados se

diferenciaram a partir de um ancestral comum em duas linhagens evolutivas (Figura
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03). Por meio de uma inversdo pericéntrica, fusdes céntricas e em tandem surgiram
0s citétipos Parang, Carajas, Santarém e Jari, e a partir de fusdes céntricas e em

tandem surgiram os citétipos Juina e Rondonia.

mmm  Centric fusion
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2n = 42/43;
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Figura 03. Evolugcdo cromossdmica de seis citotipos de M. americana (PR = Parana;
CA = Carajas; SA = Santarém; JA = Jari; JU = Juina; RO = Rondobnia). (Fonte:
ABRIL et al., 2010).

E, corroborando com os resultados citogenéticos, as analises moleculares do
MtDNA identificaram dois clados independentes, A e B, sendo o clado A composto
pelos citétipos Rondobnia, Juina, Jari e Santarém e o clado B composto pelos
citotipos Parana, Carajas e Santarém. Além disso, foi observado um alto valor de
diferenciacdo e de distancia genética entre os dois clados, onde A é geneticamente
mais proximo das espécies M. bororo e M. nana do que do clado B, reforgando
novamente que a espécie M. americana possa, na verdade, ser um complexo de

especies cripticas.
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Salviano (2011) e Cursino et al. (2014) procuraram provar a existéncia de
isolamento reprodutivo pos-zigotico entre as duas linhagens cromossémicas de M.
americana analisando a viabilidade reprodutiva em machos hibridos e fémeas
hibridas, respectivamente. Os resultados obtidos com o0s cruzamentos entre
individuos pertencentes a citdtipos de linhagem cromossémica distinta
demonstraram eficiente isolamento reprodutivo pds-zigético, o que suporta a
separacao das linhagens em duas espécies, de acordo com o Conceito Biologico de
espécie. O estudo aponta como provavel causa deste isolamento reprodutivo o
acumulo de rearranjos cromossémicos envolvidos na diferenciacdo entre as
linhagens A e B. No entanto, questdes referentes as pequenas variacoes
cromossOmicas que ocorrem dentro de cada linhagem ainda néo foram esclarecidas,
uma vez que ndo mostraram um claro isolamento reprodutivo.

Estudos citogenéticos e moleculares da espécie M. americana buscam
resolver a questdo ainda incerta da sua taxonomia, pois, embora nado apresente
variacdo morfoldgica intraespecifica, exibe extensa variacdo cariotipica (DUARTE et
al., 2008). Somar informacfes genéticas é de grande importancia para solucionar 0s
problemas taxondmicos das espécies do género Mazama, além de auxiliar na
compreensdao dos mecanismos de especiacdo que envolve rearranjos

cromossOmicos e alta instabilidade cromossémica (DUARTE e JORGE, 2003).

3.4 Analises Filogenéticas

A busca pela classificacdo e identificacdo das espécies, bem como a
compreensao de suas relacdes evolutivas € historicamente importante para estudos
envolvendo incertezas taxondmicas de grandes grupos. A taxonomia classifica os
organismos com base em similaridades de estruturas ou caracteristicas, enquanto a
filogenia busca relacionar os organismos com base em eventos evolucionarios. Sob
a premissa de que as espécies evoluem a partir de um ancestral comum, as
espécies mais proximas apresentam mais caracteristicas em comum do que as mais
distantes (MAZZAROLO, 2005).

Zuckerkand| e Pauling (1965) foram os pioneiros a utilizar dados moleculares
para gerar inferéncias filogenéticas. Os autores sugerem que mudancas moleculares

e substituicbes de aminoacidos ou nucleotideos ocorrem em uma taxa proporcional
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ao reldgio molecular (velocidade em que os amino&cidos ou nucleotideos homaologos
divergem a partir de um ancestral comum) e que a filogenia pode ser deduzida a
partir de um modelo de mudancas moleculares. As analises moleculares podem
corroborar ou refutar o que as analises anatdbmicas sugerem ou, a0 menos, gerar
pistas para casos em que a filogenia de um determinado grupo ndo estd bem
definida, como é o caso da familia Cervidae (GUALBERTO, 2008).

O método denominado parciménia foi o modelo inicialmente utilizado para a
construcdo de filogenias utilizando dados moleculares. O modelo foi proposto por
Hennig em 1955 e ampliado em 1966. Trata-se de um método simples que
considera a arvore mais parcimoniosa aquela que apresenta 0 menor nimero de
passos evolutivos para explicar o padrdo observado (LIU, 2006). Posteriormente a
este evento, métodos estatisticos mais complexos, como a Maxima Verossimilhanca
e a Inferéncia Bayesiana, surgiram pela necessidade em utilizar mais modelos
evolutivos para englobar os mecanismos de mutacdo e outros processos genéticos
(LIU, 2006; EDWARDS et al., 2007). Estes métodos avaliam a probabilidade dos
dados para um conjunto de topologias de arvores e comprimentos dos ramos, com 0
intuito de inferir arvores com maior acuracia (KNOWLES e KUBATKO, 2010).

E possivel estudar relacdes filogenéticas entre individuos utilizando
sequéncias de apenas um gene, ou sequéncias de dois ou mais genes
concatenados (LIU, 2006). Maddison e Knowles (2006) ressaltaram que para
construir arvores a partir de um unico gene é preciso considerar apenas 0 processo
de substituicdo dos nucleotideos, enquanto que para arvores construidas a partir de
dois ou mais genes concatenados € preciso considerar, além da substituicdo, os
processos que ocorrem com as linhagens de genes dentro das populacfes. A
classificacdo das linhagens (lineage sorting) é o processo envolvido para que cada
linhagem de gene se torne fixa dentro de uma espécie e diferenciada de outras
espécies, de forma que todos os alelos da mesma sejam ligados a um unico alelo
ancestral (HECKMAN et al., 2007).

A coalescéncia integra genética de populacbes com métodos filogenéticos,
utilizando analises com varios locos e acomodando a classificagdo das linhagens.

Devido a essas caracteristicas as analises de coalescéncia, envolvendo a
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genealogia, tem se tornado popular e tem auxiliado a desvendar histérias
populacionais complexas (LEACHE, 2009).

3.5 Marcadores Moleculares

A analise de sequéncias do DNA mitocondrial e nuclear tem sido amplamente
utilizada em estudos de genética de populacbes de animais, determinacdo de
parentescos, identificacdo de unidades taxondmicas, determinacdo de relacdes
evolutivas entre linhagens, dentre outros. A crescente facilidade em gerar dados
moleculares gerou forte impulso nos estudos envolvendo incertezas taxonémicas de
grandes grupos (NIEMILLER et al., 2011). Cummings et al. (2008) relataram que,
independente do mecanismo de especiacdo que ocorreu, as divergéncias entre as
espécies devem refletir na maioria dos locos. Assim, iniUmeras regifes do genoma
sdo cada vez mais estudadas a fim de responder a diversas questbes dentro da
biologia da conservacdo (MURPHY et al., 2001).

Os genes mitocondriais dos vertebrados apresentam caracteristicas
desejaveis para estudos envolvendo relagdes evolutivas entre individuos, como
heranga uniparental (geralmente materna), raramente sofre recombinacdo e alto
polimorfismo (AVISE et al., 1987). Dentre os genes mitocondrias, Cit-b tem sido
utilizado em diversos estudos envolvendo relacdes filogenéticas de cervideos, além
de ser o gene mais estudado em mamiferos (RANDI et al., 1998; COOK et al., 1999;
LUDT et al., 2004). Outra sequéncia amplamente utilizada é a regido controladora
mitocondrial (D-loop). Estudos e andlises comparativas em cervideos indicam que
esta sequéncia é altamente estruturada, com uma regido central conservada e
flanqueada por dois dominios periféricos altamente divergentes. Portanto, podem ser
seguramente utilizadas em filogenia para varios Artiodactyla, Cetacea e
Perissodactyla com mais de 60 milhdes de anos de divergéncia evolutiva
(DOUZERY e RANDI, 1997).

Os genes nucleares, embora sejam organizados e regulados de forma mais
complexa, também vém sendo utilizados como fonte de informacdes genéticas em
diferentes espécies. Ao contrario dos genes mitocondriais, 0S genes nucleares séo

marcados por heranca biparental (com excecéo dos genes ligados ao cromossomo
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Y), portanto, no caso dos cervideos, permite inferir a genealogia dos genes em um
contexto mais amplo, uma vez que as fémeas apresentam filopatria e apenas 0s
machos dispersam (AVISE, 2000; GONZALEZ et al., 1998). Diversos autores vém
apontando os marcadores nucleares como uma ferramenta inovadora que expressa
de forma mais precisa a diversidade genética, o tamanho populacional, a
divergéncia entre espécies e a datacdo destes eventos (DEGNAN e ROSENBERG,
2009), sendo a maior dificuldade nesse tipo de marcador a analise dos haplétipos
separadamente (no caso de heterozigotos) e encontrar regides polimorficas
informativas em grupos mais recentes (AVISE, 2000).

Diversos autores ressaltam a necessidade do uso de mais marcadores
nucleares para a obtencéo de sinal filogenético consistente, e, com isso, uma maior
compreensao da histéria evolutiva da familia Cervidae (RANDI et al., 1998; PITRA et
al., 2004; GILBERT et al., 2006; DUARTE et al., 2008; HASSANIN et al., 2012). A
combinagdo de marcadores mitocondriais e nucleares fornecem informagdes mais
robustas, pois, além de apresentarem taxas evolutivas diferentes, também possuem
diferencas na forma como sédo herdados (AVISE, 2000). Entretanto, a ocorréncia de
heteroplasmia e pseudogenes representam um grande entrave para uma utilizacao

mais ampla dos genes nucleares

3.6 Evolutionarily Significant Units - ESU

E dificil imaginar um ramo da biologia que tenha enfrentado mais problemas
epistemoldgicos do que aquele ligado a definicdo do significado de espécie
(ALEIXO, 2007). Embora o termo “espécie” seja uma das mais importantes unidades
para a biologia sua definicdo é complexa e ampla sendo conhecidos mais de trinta
conceitos (MAYDEN, 1997; HAUSDORF, 2011).

Espécies desconhecidas ou nao descritas representam um grande entrave
para a conservacao e gestdo da biodiversidade (WILSON, 2003). No contexto da
Biologia da Conservacdo a definichio do tamanho populacional tem importante
impacto em acdes como, definicdo de areas prioritarias para o estabelecimento de
parques e reservas, manejo de populagdes ameacadas, planejamento de estratégias

de reproducdo em cativeiro, entre outras (ROJAS, 1995). Lacunas nas relacdes

17



filogenéticas podem resultar em negligéncia no manejo de espécies ameacadas,
hibridizagdo ndo natural e uso inadequado de recursos financeiros (FRANKHAM et
al., 2006).

A partir da segunda metade do século XX, o Conceito Biolégico de Espécie
passou a ser o principal conceito em uso na biologia evolutiva (FUTUYMA, 2003).
Segundo esta definicdo, espécie passou a ser definida como um grupo de
populacbes real ou potencialmente intercruzantes que estdo isoladas
reprodutivamente de outros grupos (MAYR, 1942). Em outras palavras, a
capacidade de grupos de populagdes se entrecruzarem e deixarem descendentes
férteis ou ndo passou a ser o critério chave para se definir limites interespecificos
neste contexto.

No entanto, a grande maioria das espécies teve sua descricdo baseada no
conceito morfolégico ou tipolégico, uma vez que foram precedentes ao conceito
biolégico de espécie (MAYDEN, 1997). Portanto, como a especiacdo nem sempre
reflete em mudancas morfolégicas o numero de espécies deve ser maior do que o
descrito atualmente (BICKFORD et al.,, 2007). Nas Uultimas décadas estudos
envolvendo espécies cripticas teve um crescimento exponencial, principalmente
devido ao aumento do uso de metodologias moleculares (BICKFORD et al., 2007;
BEHEREGARAY e CACCONE, 2007; BROWN et al., 2007).

Diante da dificuldade em definir o que é uma espécie Ryder, em 1986,
abordou pela primeira vez o Conceito “Evolutionarily Significant Units” (ESU) que,
desde entdo, vem sendo discutido e aprofundado por diversos autores
(WOODRUFF, 1989; VOGLER et al., 1994; MORITZ, 1994). Neste contexto, 0s
autores reconhecem como unidades independentes uma popula¢do ou um grupo de
populacdes que se encontram diferenciados em termos genéticos, morfolégicos ou
ecologicos de populacdes proximas e refletem uma historia de isolamento geografico
em niveis variaveis. Estas populacbes ao apresentarem caracteristicas proprias
necessitam ser manejadas como unidades independentes para fins de conservagao
(EIZIRIK, 1996).

A taxonomia existente para muitos grupos nao reflete adequadamente a
diversidade genética, entdo o conceito de ESU é criado no intuito de auxiliar 6rgéos

gerenciadores de biodiversidade na tomada de decisdes em relagdo a conservagao
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de espécies ameacadas (AVISE, 1987). Avaliar se o nivel de variabilidade entre
populacbes apresenta uma distribuicdo continua ou estd subdividida € de extrema
importancia, pois, no primeiro caso, qualquer area de ocorréncia da populacédo é
representativa da espécie, no entanto, no segundo caso, ocorrendo estruturacéo a
representatividade de cada subpopulacdo necessitaria ser preservada
independentemente (MORITZ e FAITH, 1998).

Identificar uma Unidade Evolutivamente Significativa € compreender que
dentro da mesma espécie existem unidades demograficas que ocupam areas
geograficas distintas e se apresentam diferenciadas geneticamente de outras
unidades semelhantes (MORITZ, 1994). Um critério genético foi sugerido por Moritz
para identificar estas unidades e diz: uma ESU deve apresentar monofilia reciproca
para haplétipos do DNA mitocondrial e mostrar divergéncia significativa nas
frequéncias alélicas de locos nucleares. Para o autor, a criacdo deste conceito
priorizou a geracdo de informagdes para a conservagao de populacdes, pois, busca
nas inferéncias sobre o passado evolutivo hipéteses para as evolucdes futuras.

A extingcdo de uma ESU resulta em uma perda irreparavel da diversidade
genética e evolutiva, uma vez que se trata de um grupo de individuos que nao
estaria representado por outras unidades demograficas da mesma espécie. Na
pratica, uma ESU busca complementar os critérios tradicionais de classificacéo
taxondbmica de uma espécie e definir acdes prioritarias e estratégia para

conservacao de uma unidade evolutivamente significativa com mais rapidez.
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IV - MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostragem

O presente estudo analisou amostras de DNA de 44 individuos da espécie M.
americana de diferentes localidades do Brasil. Esses individuos sé@o representantes
de cit6tipos com alto numero cromossémico - Alto Rio Negro (2n=44; NF=49), Belém
(2n=49; NF=56), Carajas (2n=50/51, NF=54), Manaus (2n=48, NF=52), Parana
(2n=52/53, NF=56) e Santarém (2n=50/51, NF=56) (Tabela 01). Ao contrario do
claro isolamento reprodutivo entre individuos da linhagem cromossdmica com baixo
namero diploide e da linhagem com alto namero dipléide, o efeito das pequenas
diferencas cromossémicas e moleculares entre o0s citotipos com nuamero
cromossOmico mais alto ainda ndo esta esclarecido.

Todas as amostras utilizadas para a construcao dos dados filogenéticos estao
estocadas no NUPECCE, sendo provenientes de capturas, apreensdes, criadores
particulares e publicos, zooldgicos, entre outros. Para enraizar as arvores
filogenéticas foram utilizadas sequéncias de genes mitocondriais de Mazama
gouazoubira, Odocoileus virginianus e Blastocerus dichotomus como grupos
externos (Tabela 02). Todas as sequéncias dos grupos externos foram obtidas no
GenBank, <www.ncbi.nim.nih.gov> do National Center for Biotecnology Information
(NCBI).
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Tabela 01. Relagdo dos individuos de Mazama americana analisados, ndmero diploide (2n), numero fundamental de

cromossomos (NF), grupos cromossémicos (A,C,D, E e B), citdtipos e origem dos animais.

Cromossomos

Identificagdo 2n NF Grupo A GrupoC GrupoD Grupo E B

Citétipos Origem

T258 49 56 6 0 2 38 5 Belém Cat. Santarém/PA

T164 50 54 2 0 8 38 3a4 Carajas Carajas/PA

Carajas Cat. Carajas/PA

T228 50 54 2 0 8 38 2a3 Carajas Carajas/PA

T230 50 54 2 0 8 38 3 Carajas Carajas/PA

T233 50 54 2 0 8 38 3 Carajas Carajas/PA

T296 50 54 2 0 8 38 4 Carajés Maraba/PA

T311 51 54 2 0 8 38 3 Carajas Cat. Maraba/PA

T36 49 53 3 0 7 37 3a4 Carajas Jari/PA

T41 49 54 3 0 7 37 4 Carajas Cat. Carajas/PA

N

1



T44 50 54 3 0 7 37 3a4 Carajas’>  Cat. Carajas/PA

T274 50 54 3 0 7 37 3 Carajas Acailandia/MA

T40 48 54 4 0 6 36 5a6 Carajas Carajas/PA

T232 49 54 4 0 6 36 lab Carajas Cat. Carajas/PA.

T30 48 52 3 0 5 37 2ab Manaus Oriximind/PA
I = T I T e
T110 53 56 2 0 6 42 3a4 Paranéa Terra Boa/PR
I T I R T = e
T192 52 56 2 0 6 42 4b Parana PNI/PR
2 e i T T
T255 52 56 2 0 6 42 4 Parana Anapolis/GO
s s e s e CaE iU RR T
T267 53 56 2 0 6 42 4 Parana PNI/PR
e 2 e S S T
T270 52 56 2 0 6 42 7 Paran& PNI/PR
I L
T235 51 56 2 1 6 40 4 Parana”* cat. P
Prudente/SP

T260 51 56 4 0 4 40 3 Santarém Itaituba/PA

N

2



Tabela 02. Niumero de acesso no GenBank das sequéncias de genes mitocondriais

utilizadas como grupo externo nas andlises filogenéticas, espécies e genes.

NUmero acesso Espécie Gene
DQ789229 2 Mazama gouazoubira Cit-b
DQ379370 1 Odocoileus virginianus Cit-b
JF459199.1 Mazama gouazoubira Col
JF443323.1 Odocoileus virginianus COl
AF012556.1 Mazama gouazoubira D-loop
AY326250.1 Blastocerus dichotomus D-loop
KJ772514.1 Mazama gouazoubira ND5

4.2 Extracao e Quantificacdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada a partir de amostras de pelo e sangue. Foi
utilizada Proteinase K e fenol/cloroférmio para as amostras de pelo, e LISEIl e
Proteinase K para as amostras de sangue, seguindo protocolos descrito por
Sambrok et al. (1989), com algumas modificacdes. Para certificar a pureza do DNA
extraido as amostras foram quantificadas por meio de fluorescéncia em aparelho
QuantiFluor® One dsDNA System. Para isso, um microlitro do produto da extracao
de DNA de cada uma das amostras e 199 pl de QuantiFluor foram aplicados no
aparelho para leitura, com a finalidade de obter uma solucdo de trabalho de
aproximadamente 15ng/ul de DNA. Todas as solucbes de trabalho foram

armazenadas em geladeira a 5°C.

4.3 Polymerase Chain Reaction (PCR), Eletroforese e Purificacdo do DNA

Para amplificacdo do DNA as amostras foram submetidas a técnica de PCR
(Mullis, 1983) em termociclador convencional, da marca Biometra T1 Thermocycler.
Os fragmentos de DNA foram amplificados utilizando uma reagédo padrdo, com
modificagcdes para alguns iniciadores e volume final de 20 pl contendo: 13 pl de
agua, 1,5 ul de Tampao (10X), 0,5 ul de MgCl, a 50mM, 1 pl de dNTP (2mM), 0,5 pl
de cada primer (foward e reverse) (10uM), 1U Taq (Tecnologia) e 3 uL de DNA (15

ng/ul). O presente estudo analisou quatro genes mitocondriais: citocromo-b (Cit-b),
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citocromo oxidase | (COI), regido controladora D-loop e NADH dehydrogenase

subunit 5 (ND5) (Tabela 03), além de trés genes nucleares: a-Lactoalbumina (LAC),
Interleucina 16 (IL-16) e Fator de crescimento de Mastdcitos (MGF) (Tabela 03). O

programa de amplificacdo utilizado foi: ciclo inicial de 5 minutos a 94°C para

desnaturar a fita de DNA, 36 ciclos a 94°C por 1 minuto, temperatura de pareamento

dos iniciadores (Tabela 3) por 1 minuto e extensao final com temperatura a 72°C por

10 minutos.

Tabela 03. Genes mitocondriais e nucleares amplificados e os iniciadores (primers)

utilizados com suas respectivas sequéncias, tamanho dos fragmentos amplificados

em pares de bases (pb) e temperatura de pareamento.

Tamanho

Iniciadores Sequéncias Temperatura
Genes (Primers) (Foward/Reverse) fra%gbe)nto pareamento Fonte
Cit-b L14724 5 CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG3 480 pb 550C Kocher et
H15149  5AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA3' P al., 1989
Cith FARH 5TCCAATAGTAATAAAGGGGTGTTCAZ’ 660 ob 550G Duarte et
FARL 5CCATGAGGACAAATATCATTCTGATS’ P al., 2008
col  Lco1490 5 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGGS’ 658 ob - Folmer et
HCO 2198 5TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCAZ P al., 1994
ThrL15926 5'GAATTCCCCGGTCTTGTAAACC 3' i
D-loop 1) 16340 5' CCTGAAGTAGGAACCAGATG 3 660 pb 55°C a?/lligegtg
NDs  Leull?7s 5'GGTGCAACTCCAAATAAAAGS! — 5300 Ci‘t’zrlroz
ND512427 5 TTTTCCRGTTGCAGCTARTG3' p 5015
\Ds  ND512326 5 TCTAGCAATAGCATGATTYC3 688 bb E30C Ci‘t";roz
ND512988 5 TGTTATTAGGAGGGCTCAGG3’ P s
NDs  ND513167 5 AATARTTGGAAGCCTTTTCG3 — 5300 Ci‘t’zrlroz
ND513709 5 TATGATACAGGRGATTCTGG3’ p 5015
Hassani,
A e
LAC F 5ATCTGTAACATCTCCTGTGA3’ .
LAC LACR 5 TCAGTAAGRTCATCATCCAG3' 462 pb 58°C pouzery.
(2003)
16 IL-16 F 5CCAGGCAAGCTGTGATCGTS' 423 bb 5200 Rezaei et
IL-16 R 5 GAAGATCCTGTTAACTGTCAGAGGS' P al.(2010)
MGF -16 F 5ATCCATTGATGCCTTCAAGGS’ Lyons et
MGF  MGF-16R 5'CTGTCATTCCTAAGGGAGCTG3’ 850 pb 58°C al.(1997)
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Para verificar a qualidade e a quantidade do DNA amplificado foi utilizada a
técnica de eletroforese em gel de agarose (2%) preparado com tampédo TBE 1X
(10mM Tris HCI, pH 7,6; 1mM EDTA, pH 8,0; e 89mM de &cido bdrico, pH 8,3) e
agarose padrao (Agargen). Para a visualizacdo do DNA em transiluminador de luz
ultravioleta 302 nm (BioAgency) as amostras foram coradas com GelRed™ e,
posteriormente, analisadas em software Image Analysis da Kodak. Para confirmar o
tamanho dos fragmentos foi utilizado o marcador Tracklt™ 50 pb DNA Ladder
(Invitrogen). Todas as amostras foram armazenadas a -20°C. Para eliminar qualquer
excesso de primers, dNTPS, ou qualquer outro reagente de PCR que possa interferir
no sequenciamento das amostras, foi realizado um processo de purificagdo do DNA

utilizando etanol 95% descrito por Dorado-Pérez (2012), com algumas modificacdes.
4.4 Sequenciamento

O sequenciamento das amostras foi realizado com os respectivos iniciadores
das reacdes e Kit ABI BigDye Terminator (Applied Biosystems) no sequenciador
automético ABI 3130xl (Applied Biosystems), localizado no Centro de Recursos
Biologicos e Biologia Gendmica (CREBIO) da Universidade Estadual Paulista
(UNESP) - Campus de Jaboticabal/SP. Todas as sequéncias obtidas foram
submetidas a consulta de similaridade de nucleotideos com sequéncias depositadas

no GenBank <www.ncbi.nlm.nih.gov> do NCBI para confirmacao da espécie.
4.5 Anélises dos Dados
4.5.1 Visualizacado e Edicdo das Sequéncias de DNA

As sequéncias de nucleotideos foram exportadas para o programa BioEdit
(HALL, 1999), onde foram revisadas visualmente com seus respectivos
eletroferogramas (Figura 04) e foi gerada uma matriz de dados para cada um dos
genes. O alinhamento das sequéncias foi realizado por meio da ferramenta Clustal
W também no programa BioEdit. Para cada um dos genes estudados foi selecionado
um modelo evolutivo utilizando o programa jModelTest2 (POSADA, 2008) no
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CIPRES Science Gateway (MILLER et al. 2010), baseado nas caracteristicas das
sequéncias de nucleotideos desses fragmentos. O modelo evolutivo eleito o melhor
para 0s quatro genes mitocondriais foi o Hasegawa-Kishino-Yano (HKY + G) que
leva em consideracdo as substituicdbes nucleotidicas. As sequéncias de genes

nucleares foram descartadas devido a problemas que serdo relatados mais adiante.

¥ BioEdit Sequence Alignment Editor - [ABI Chromatogram: C\Users\Louise\Desktop\Sequéncias Mestrado M.americana\GenesMitocondriais\Cit-b_480bp\T30.fas] - =
§¢ File Edit view Zoom Horizontal Scale Accesory Application RNA  Window Help -8 %
=0
Yl e none |Semple: 30-LI4R [File: C:Users L ovise| Desktop Sequincias Mestrado M. riais|Cit-b_480bp|T30.f2s
150 160 17 180 190 200 10 20 230 p2h] 230
| ATATGGATGCTCCATTGGCATGTATATATCGAATGAT TCAGCCATAATTGACGTCTCGACAGATGTGGGTGACAGAGGAAAATGCTGTTATTGTATCGGATGTATAAT GTA
ﬂertical Scale
& O] 2

Figura 04. Imagem de eletroferograma no programa BioEdit (Gene Cit-b, fragmento

de 480 pb) utilizado para revisao visualmente.

4.5.2 Analises Filogenéticas e Haplotipicas

Para todas as matrizes de dados obtidas através dos genes mitocondriais Cit-
b, COlI, D-loop e ND5, as arvores filogenéticas foram geradas utilizando o método de
Inferéncia Bayesiana através do pacote do programa Beast - Bayesian Inference of
Species Trees from Multilocus Data (DRUMMOND et al.,, 2012). Para estimar a
distribuicdo da probabilidade posterior foi utilizado o método Markov Chain Monte
Carlo (MCMC), também no programa Beast.
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As analises foram realizadas utilizando 25 milhdes de geracdes tanto para as
arvores dos quatro genes individualmente como para gerar a arvore concatenada
dos genes. Foi adotado um descarte por burn-in de 25%. A convergéncia entre as
corridas foi verificada utilizando o programa Tracer v.1.6 e apenas resultados do
Effective Sample Size (ESS) maior que duzentos foram aceitos. As arvores
resultantes foram condensadas no programa TreeAnotator e a sua visualizacao foi
realizada atraves do programa FigTree v.1.3.1.

Foram realizadas analises haplotipicas com o0s genes mitocondriais
concatenados. Para confeccéo das relacfes filogeogréaficas entre os citotipos de M.
americana estudados, primeiramente, foi utilizado o programa DNAsp (ROZAS et al.
2009) para calcular os haplétipos e, entdo, os arquivos *.NEXUS foram exportados

para o programa PopART onde foram geradas as redes haplotipicas.

V - RESULTADOS

5.1 Sequenciamento

No presente estudo foram amplificados com sucesso 0s genes mitocondriais
Cit-b, COlI, D-loop e ND5, embora algumas amostras apresentaram problemas de
amplificacdo, como bandas inespecificas, ou eletroferograma com muitos picos
sobrepostos impossibilitando a leitura das sequéncias e seu uso nas analises
filogenéticas.

Com relacdo ao genoma nuclear, foram analisados os genes LAC, IL-16 e
MGF como possiveis candidatos a serem utilizados nas é&rvores filogenéticas.
Embora algumas amplificacbes tenham sido positivas no gel de agarose 2%, ou
seja, ndo apresentaram bandas inespecificas, ndo aconteceu 0 mesmo no resultado
do sequenciamento. As leituras das sequéncias revelaram muito picos sobrepostos
(Figura 05), possivelmente indicando a presenca de pseudogenes, em numero
superior a 50% das amostras sequenciadas, consequentemente, impedindo a

utilizacdo dos mesmos no estudo.
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Figura 05. Imagem de eletroferograma do gene IL-16, visualizado no programa

BioEdit, revelando a presenca de picos sobrepostos que impossibilitaram a utilizagéo
da sequéncia para gerar analises filogenéticas.

5.2 Arvores filogenéticas e Analises Haplotipicas

As inferéncias filogenéticas foram geradas a partir de andlises bayesianas
com o0s quatro marcadores mitocondriais individualmente, representadas
respectivamente nas Figuras 06, 07, 08 e 09, e com o0s quatro marcadores
concatenados, ilustrada na Figura 10.

As topologias encontradas nas arvores dos genes Cit-b e COI individualmente
ndo indicam agrupamento por citotipos e sim uma independéncia das caracteristicas
moleculares refletidas nos clados das arvores filogenéticas. Individuos dos cit6tipos
Carajas e Parana, que apresentam diferencas no numero dipléide e no namero
fundamental de cromossomos estdo agrupados em um mesmo clado. Além disso,
na arvore filogenética inferida por meio do gene Cit-b (Figura 06) foram amostrados
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dois individuos do citétipo Santarém e outros dois do citotipo Belém e a topologia
encontrada mostrou o agrupamento destes individuos, mesmo apresentando
conjuntos cromossdmicos distintos.

Na construcdo da arvore filogenética do gene COI (Figura 07) foi utilizada a
sequéncia de apenas uma amostra do citétipo Belém. Este individuo (T258) se
agrupou em um ramo monofilético com o animal T259, do citétipo Santarém e T104,
do citétipo Parana. O individuo T260, outro representante do citétipo Santarém, se
agrupou com o individuo T235, um citétipo variante de Parand e com o T31,
representante do citétipo Alto Rio Negro, ou seja, mesmo apresentando cariotipos
semelhante, os dois individuos do citétipo Santarém nao se agruparam. Estes
resultados néo corroboram a existéncia de unidades evolutivamente significativas
dentro do grupo amostrado, pois, segundo Moritz (1994) o que caracteriza uma ESU
€ a presenca de monofilia reciproca para haplétipos do DNA mitocondrial, 0 que nédo

foi observado.
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CITOTIPOS T254/CA - Imperatriz/MA

. 70 T192/PR - PNI-PR
ARN - Alto Rio Negro (2n=44; NF=49) T164/CA - Carajas/PA
—AQ- - ————————— T166/CA - Cat. Carajas/PA
BE - Belém (2n=49; NF=56) [ iicA™ - Cat CarajasiPa

CA - Carajas (2n=50/51; NF=54) T310/BE - Belem/PA
T31/ARN - Alto Rio Negro/AM
MA - Manaus (2n=48; NF=52)

T258/BE - Cat. Santarém/PA
PP s -39 s B e 6
1

SA - Santarém (2n=50/51; NF=56) T235/PR" " - Cat. P. Prudente/SP
T259/SA - Cat. Santarém/PA
CAY/PRY - Citotipos variantes T36/CAY - Jari/PA
87 T35/CAY" - Cat. Manaus/AM

T297/CA - Maraba/PA
T205/PR - Cat. ltaipu/PR
T271/PR - PNI/PR
I 81 TZ?DJ’P%- PNI/PR

T45/CA’ " - Cat. Carajas/PA
T43/CAY - Cat. Carajas/PA
T 04.*'P%2— Paraguai, T110/PR - Tera Boa/PR,
T39/CA \;zparauapebas.-"PA T311/CA — Cat. Maraba/PA
T161/CA™" - Carajas/PA
— T165/CA - Carajas/PA
TZSDJ’C#Z- Carajas/PA
50 T41/CAY? - Cat. Carajas/PA
100 a3 T1671CA" - araba/PA

T274/CA™ - Agailandia/MA

T296/CA - Maraba/PA
T30/MA -Vg)riximinér'PA
T232/CA " - Cat. Carajas/PA
T326/CA"* - Cat. Imperatriz/MA
T40/CAY* - Cat. Carajas/PA
T233/CA - Carajas/PA
T179/PR - Paraguai
T268/PR - Cat. ltaipu/PR
T267/PR - PNI /PR

T228/CA - Carajas/PA
_|_: T229/CA - Carajas/PA
T231/CA - Carajas/PA

T256/PR - Cat. ltaipu/PR

b=

99

3.0

Figura 06. Relacdes filogenéticas de M. americana inferidas através do gene mitocondrial Cit-b, analise de Inferéncia Bayesiana
com os valores da probabilidade posterior acima dos nds e a localidade dos individuos. Citotipos Carajas e Parana ocupando

mesmo clado (Quadro Amarelo) e agrupamento de cinco citdtipos (Quadro Verde). Out group relacionados na Tabela 02.
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CITOTIPOS
ARN - Alto Rio Negro (2n=44; NF=49)
BE - Belém (2n=49; NF=58)
CA - Carajas (2n=50/51; NF=54)
MA - Manaus (2n=48; NF=52)
PR - Parana (2n=52/53; NF=586)
SA - Santarém (2n=50/51; NF=58)
cA'IPRY - Citotipos variantes

100

T36/CAYY - Jari/fPA

T179/PR - Paraguai

T255/PR - Anapolis/GO
T311/CA - Cat. Maraba/PA
T256/PR - Cat. ltaipu/PR
T260/SA - ltaituba/PA
T235/PR"" - Cat. P. Prudente/SP
L T31/ARN - Alto Rio Negro/AM
T274/CAYZ- Acailandia/MA
T326/CAY* - Cat. Imperatriz/MA
T167/CAY - Maraba/PA
T232/CAY - Cat. Carajas/PA
T296/CA - Maraba/PA

09 T30/MA - Oriximina/PA

85

100

T164/CA - Carajas/FPA
T268/PR - Cat. ltaipu/PR

T44/CAY2- Cat. Carajas/PA T228/CA - Carzjgs/PA
T270/PR - PNI/PR
T43/CA"Y* - Cat. Carajas/PA
T40/CAY* - Carajas/PA
T45/CA"* - Cat. Carajas/PA
T35/CAY"'- Cat. Manaus/AM
T192/PR - PNI/PR

T166/CA - Cat. Caraias/PA
T229/CA - Caraias/PA
T231/CA - Carajas/FPA

L T165/CA - Carajas/PA

100

Figura 07. Relacdes filogenéticas de M. americana inferidas através do gene mitocondrial COI, analise de Inferéncia Bayesiana

T104/PR - Paraguai
E T259/SA - Cat. Santarém/PA
T258/BE - Cat. Santarém/PA
—— T297/CA - Maraba/PA

L T227/CA-Caraias/PA
T161/CAY2- Carajas/PA

T267/PR - PNI/PR

T41/CAY* - Cat. Carajas/PA

200

T3% CAY - Parauapebas/PA , T110/ PR - Terra Boa/PR,

com os valores da probabilidade posterior acima dos nés e a localidade dos individuos. Citotipos Carajas e Parana ocupando
mesmo clado (Quadro Amarelo) e agrupamento de trés citétipos (Quadro Verde). Out group relacionados na Tabela 02.
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Nas arvores geradas a partir dos marcadores mitocondriais D-loop, ND5 e na
arvore concatenada com os quatro genes, a topologia encontrada foi um pouco diferente
e foi possivel visualizar individuos dos citotipos Carajas e Parana em clados separados.
Na arvore gerada a partir do gene D-loop (Figura 08), por exemplo, é possivel visualizar
trés agrupamentos, dois de individuos de Carajas e um de individuos do Parana. Os
individuos do cit6tipo Santarém mostraram uma polifilia, onde o animal T260 se agrupou
com individuos do Parand, e o T259 se agrupou com individuos do citétipo Carajas. Os
dois animais do citétipo Belém também né&o se agruparam, sendo que o T310 formou um
grupo-irmao com os animais T259, do citétipo Santarém e dois individuos do citotipo
Carajas (T35 e T36), enquanto o individuo T258 formou um grupo-irmao com 0s animais
T31, do citétipo Alto Rio Negro, T227, do citdtipo Carajas e T235, um citétipo variante de
Parana.

A topologia encontrada na arvore do gene ND5 (Figura 09) corroborou a separacao
entre individuos dos cit6tipos Carajas e Parana. Os dois individuos do citétipo Santarém
nao se agruparam, sendo que o T259 se agrupou com individuos do citétipo Carajas e o
animal T260 com os animais T258, do citotipo Belém e T235, do citétipo Parana, assim

como foi observado na arvore filogenética do gene D-loop.
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CITOTIPOS

ARN - Alto Rio Negro (2n=44; NF=49)

BE -
CA -
MA -
PR -
SA-

Belém (2n=49; NF=58)
Carajas (2n=50/51; NF=54)
Manaus {2n=48; NF=52)
Parana (2n=52/53; NF=58)
Santarém (2n=50/51; NF=58)

cA'IPRY - Citétipos variantes

g2

100

L
70
90
—
93 —
—
100

—L

— |

100 |

0.s

T30/MA - Oriximina/PA

T161/CA"

T39/CA"*
T45/CA"?
T44/CAY?
T43/CA"?

T166/CA -
T311/CA -
T287/PR -
T256/PR -
T179/PR -
T104/PR -
T260/SA -
T205/PR -
T110/PR -
T268/PR -
T297/CA -
- Anapolis/GO
T192/PR -

T255/PR

Tas/icAY!
T3s/CAY?

T259/SA - Cat. Santarem/PA

? . Carajas/PA
- Parauapebas/PA

- Cat. Carajas/PA

- Cat. Carajas/PA

- Cat. Carajas/PA

Cat. Carajas/PA

Cat. Maraba/PA

PNI, T270/PR - PNI/PR

Cat. ltaipu/PR
Paraguai
Paraguai
ltaituba/PA
Cat. ltaipu/PR
Terra Bea/PR
Cat. ltaipu/PR
Maraba/PA

PNI/PR
- Manaus/AM
- Jari/PA

T310/BE - Beléem/PA

T232/CA"* - Cat. Carajas/PA
T326/CA" - Cat. Imperatriz/MA
T274/CA"” - Agailandia/MA

- Maraba/PA

T296/CA

T167/CAY* - Maraba/PA

T227/CA

- Carajas/PA
L T1235PR"'- Cat. P. Prudente/SP
T258/BE - Cat. Santarém/PA
T31/ARN - Alto Rio Negro/AM

Figura 08. Relagdes filogenéticas de M. americana inferidas através do gene mitocondrial D-loop, analise de Inferéncia Bayesiana
com os valores da probabilidade posterior acima dos nos e a localidade dos individuos. Dois clados do citétipo Carajas (Quadro
Vermelho) e um agrupamento dos individuos do citotipo Parana (Quadro Azul). Out group relacionados na Tabela 02.
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CITOTIPOS T230/CA - Carajas/PA
BE - Belém (2n=49; NF=58) T255/PR - Anapolis/GO

100 T310/BE - Belém/PA
CA - Carajas (2n=50/51; NF=54) 1 T192/PR - PNI/PR
MA - Manaus (2n=48; NF=52) T164/CA - Carajas/PA

vz
PR - Parana (2n=52/53; NF=58) T39/CA™" - Parauapebas/PA
T166/CA - Cat. Carajas/PA

SA - Santarém (2n=50/51; NF=58) T45/CAY? - Cat Carajas/PA
cAY/PR" - Citotipos variantes —{ ————— T44/CA"*- Cat. Carajas/PA

L T165/CA - Carajas/PA
T311/CA - Cat. Maraba/PA
T43/CA"?- Cat. Carajas/PA
] T167/CAY - Maraba/PA
T296/CA - Maraba/PA
100 T232/CAY - Cat. Carajas/PA
T274/CA"* - Acailandia/MA
T326/CAY*- Cat. Imperatriz//MA

29 T270/PR - PNI/PR

T267/PR - PNI/PR
T256/PR - Cat. Itaipu/PR
T297/CA - Maraba/PA
T110/PR - Terra Boa/PR
T179/PR - Paraguai

100 59 — T205/PR - Cat. ltaipu/PR
T104/PR - Paraguai

T259/SA - Cat. Santarém/PA

45 - T228/CA - Carajas/PA
[ E T229/CA - Carajas/PA
T231/CA - Carajas/PA
T30/MA - Oriximina/PA
T35/CAY - Cat. Manaus/AM
T2B0/SA - ltaituba/PA

T258/BE - Cat. Santaréem/PA
T235/PR"" - Cat. P. Prudente/SP

899

__.
—

0.0z
Figura 09. Relagdes filogenéticas de M. americana inferidas através do gene mitocondrial ND5, analise de Inferéncia Bayesiana

com os valores da probabilidade posterior acima dos nos e a localidade dos individuos. Individuos dos citotipos Carajas e Parana
ocupando o mesmo clado (Quadro Amarelo), individuos agrupados do citotipo Carajas (Quadro Vermelho) e agrupamento de trés
citotipos (Quadro Verde). Out group relacionados na Tabela 02.
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A Figura 10 mostra a arvore com 0s quatro genes mitocondriais concatenados.
Mais uma vez, foi possivel observar o agrupamento de individuos do citétipo Carajas. Os
individuos do cit6tipo Santarém, novamente, ndo se agruparam. O animal T259 formou
um grupo irmdo com os individuos T104 e T205, ambos do cit6tipo Parana, enquanto o
animal T260 se agrupou com individuos dos citétipos Belém (T258), Carajas (T227),
Parana (T235) e Alto Rio Negro (T31). Os resultados encontrados demostram que as
diferencas cromossdmicas existentes entre 0s animais nao implicaram numa cicatriz
molecular detectavel por meio destes marcadores mitocondriais

Além das andlises filogenéticas, foi realizada uma andlise haplotipica com os
guatro genes mitocondriais concatenados e os resultados encontrados expressam uma
relacdo entre os haplétipos semelhantes a arvore filogenética. A matriz com os genes
concatenados foi construida a partir de um fragmento de 3640 pb e a diversidade
haplotipica foi alta, de 1.00. Foram utilizadas 44 amostras de M.americana na construcao
da matriz, sendo possivel identificar 42 haplétipos (Figura 11), além do compartilhamento

de haplotipo entre individuos do citétipo Carajas e Parana (Haplétipo 9).
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MA - Manaus (2n=48; NF=52) Eggg: :Eﬁ;i%j‘iz;s °

CITOTIPOS T104/PR - Paraguai
. T205/PR - Cat. ltaipu/PR
ARN - Alto Rio Negro (2n=44 NF=49) T2591"S}\\,2- Cat. Santarém/PA
BE - Belém (2n=49: NF=56) 79 ———————— T41/CA"" - Cat. Carajas/PA
. L T267/PR - PNI/PR
CA - Carajas (2n=50/51; NF=54) —ETS‘I 1/CA - Cat. Maraba/PA

PR - Parana (2n=52/53; NF=58) 100 T256/PR - Cat. ltaipu/PR
T254/CA - Imperatriz/MA
SA - Santarém (2n=50/51; NF=56) — T161/CAYZ . Carajas/PA
j i .
CAYIPRY - Citotipos variantes T230/CA - Carajas/PA

T164/CA - Carajas/PA
T192/PR - PNI/PR
39/ CAY? - Parauapebas/PA
= T45/CAY> - Cat. Carajas/PA
T40/CAY* - Carajas/PA
T166/C4,- Cat. Carajas/PA
T44/CAY? - Cat. Carajas/PA
T165/CA - Carajas/PA
1 _I:T2?1J'IPR - PNI/PR
66 T310/BE - Belém/PA
T297/CA - Maraba/PA

- — T30/MA ‘,priximinéfPA
[T232/CA’ " - Cat. Carajas/PA

T326/CAY* - Cat. Imperatriz/MA
T274/CAY? - Acailandia/MA
T167/CAY - Maraba/PA
T296/CA - Maraba/PA
T43/CAY? - Cat. Carajas/PA
91 T268/PR - Cat. ltaipu/PR
T229/CA - Carajas/PA
T231/CA - Carajas/PA
T228/CA - Carajas/PA
T233/CA - Carajas/PA
T270/PR - PNI/PR
T11 Ofplsz- Terra Boa/PR

T36/CAYZ - Jari/PA
——— 135/cAY" - Cat. Manaus/AM
T260/SA - ltaituba/PA
T258/BE - Cat. Santarém/PA
T227/CA - Carajas/PA

. | | T235/PRY" - Cat. P. Prudente/SP
T31/ARN - Alto Rio Negro/AM

100

100

20
Figura 10. Relacdes filogenéticas de M. americana inferidas através dos genes mitocondriais Cit-b, COI, D-loop e ND5, andlise de
Inferéncia Bayesiana com os valores da probabilidade posterior acima dos nés e a localidade dos individuos. Individuos dos
citotipos Carajas e Parana agrupados (Quadro Amarelo), agrupamentos em trés clados de individuos do citétipo Carajas e
agrupamento de cinco citotipos (Quadro Verde). Out group relacionados na Tabela 02.
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Figura 11. Rede de hapl6tipos gerada a partir de 44 espécimes de M. americana de seis citétipos, com fragmentos concatenados
dos quatro genes mitocondriais. Individuos do cittipo Carajas e Parana compartilham o mesmo haplotipo (Hap 9).
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VI - Discussao

A espécie Mazama americana é marcada por uma grande diversidade
cromossOmica e diferencas moleculares significativas, como por exemplo, a
identificagéo de citotipos distintos de acordo com a regido de origem do animal
e a identificagdo de duas linhagens evolutivas, embora apresente uma
semelhanca morfolégica impressionante (Duarte, 1998; Carnelossi, 2008;
Duarte et al., 2008; ABRIL et al., 2010). Em mamiferos o conceito morfoldgico,
onde o fenétipo € o pardmetro determinante da especiacdo, nem sempre €
aplicavel, principalmente quando se trata de um possivel complexo de espécies
cripticas, como é o caso do veado-mateiro (DUARTE, 1998). Desta maneira,
estudos genéticos envolvendo marcadores moleculares e citogenética se
tornam ferramentas indispensaveis para analisar e compreender melhor a
evolucao da espécie (ABRIL et al., 2010).

Em busca de uma melhor compreensdo acerca das relacGes
filogenéticas entre variantes cromossdmicas de M. americana, que apresentam
alto numero dipldide, o presente trabalho utilizou o conceito de ESU proposto
por Moritz, em 1994, para identificar clados monofiléticos que sugerissem a
separacdo dos citétipos em unidades distintas. Os resultados encontrados nao
corroboraram a existéncia de unidades evolutivamente significativas entre os
citotipos analisados de veado-mateiro que seguissem o padrdo cromossémico.
Estudos anteriores ja haviam relatado que as variacbes cromossdmicas em M.
americana parecem ter ocorrido mais rapidamente do que as variacfes
moleculares (CARNELOSSI, 2008; Abril, 2010).

De fato, houve certa discrepancia entre as topologias das &arvores
filogenéticas. Por exemplo, analises realizadas com a regido D-loop, o gene
ND5 e com a arvore concatenada dos genes mitocondriais, geraram arvores
filogenéticas onde foi observada a separacao dos cittipo Carajas e Parana em
clados distintos. Abril et al. (2010) investigaram aspectos citogenéticos e
moleculares de veado-mateiro e ressaltaram que, devido ao fato destes
animais apresentarem uma radiacdo recente, pode ser que tanto 0s sinais

moleculares como os cariétipos ainda ndo se estabilizaram (ABRIL et al. 2010)
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e, por isso, ainda ocorram divergéncias entre os dados citogenéticos e
moleculares.

Nos cervideos as frequéncias de rearranjos cromossomicos foram mais
altas que em outros taxa, e apenas 0S cruzamentos responsaveis por
pequenos danos promoveram a fixacdo homozigota dos rearranjos
cromossOémicos, como no caso dos géneros Muntiacus e Mazama, 0s quais
apresentaram alta taxa de evolucdo cariotipica dentro da familia Cervidae
(NEITZEL, 1987). No caso dos Mazama os principais rearranjos foram aqueles
que reduziram o numero dipldide das populagdes como no caso das fusbes
céntricas e em tandem, presentes em grande quantidade na diferenciagéo
entre os citétipos de M. americana (FONTANA & RUNBINI, 1990).

Em 2008, Duarte et al. descreveram a presenca de uma distancia
genética entre os citotipos de M. americana, em que a separacao das variantes
teria ocorrido no final do Plioceno com isolamento dos individuos e posterior
diversificacao genética. Segundo Abril et al. (2010) cada citétipo descrito dentro
do complexo do veado-mateiro apresenta tipos e numeros especificos de
rearranjos cromossdmicos diferenciando-os de um possivel ancestral comum.
Os resultados encontrados com as analises filogenéticas e haplotipicas entre
seis citétipos de M. americana corroboram a extensa variedade citogenética e
molecular dentro da espécie. No entanto, os resultados discrepantes, ou seja,
individuos de citotipos distintos que ndo se agruparam nas arvores
filogenéticas geradas por meio do gene Cit-b e COIl e se agruparam nhas
analises com a regido controladora D-loop, o gene ND5 e na éarvore
concatenada, ainda ndo permite a clara compreensao do que seriam estas
variacfes dentro deste complexo.

Assim como ¢é dificil definir o que & espécie, também é dificil definir até
que ponto diferencas genéticas permitem sugerir a existéncia de isolamento
gue caracterize outra espécie (HAUSDORF, 2011). Partindo desta dificuldade,
o presente trabalho buscou ampliar o conhecimento sobre a histdria evolutiva
deste grupo estudando também os genes nucleares.

A utilizacdo de marcadores moleculares diferentes possibilita a obtencéo
de sinais filogenéticos mais consistentes e, com relacdo ao genoma nuclear

alguns genes sdo conhecidamente polimorficos, como € o caso da a-
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Lactoalbumina (GILBERT et al., 2006) e dos genes Interleucina 16 e Fator de
Crescimento de Mastécitos, amplificados para outros Cetardiodactyla (REZAEI
et al., 2010; MATTHEE et al., 2001). No entanto, a leitura dos eletroferogramas
indicou a ocorréncia de sobreposicéo de picos de fluorescéncia e estes podem
sugerir a presenca de pseudogenes, que dificutam ou até mesmo
impossibilitam a utilizacdo dos marcadores moleculares (BENSASSON et al.,
2001).

O isolamento reprodutivo entre as variantes cariotipicas em M.
americana tem sido provado de maneira incontestavel entre linhagens
cromossbmicas mais distintas. Entretanto, os resultados obtidos entre citétipos
préximos ndo revelam um isolamento completo, apesar de sugerir real
separacdo entre as variantes (CURSINO et al. 2014, SALVIANO 2011). A
auséncia de um padrdo monofilético claro para cada um dos citétipos no
presente estudo, utilizando marcadores mitocondriais, mesmo aqueles mais
variaveis como o D-Loop, sugere que a separacdo destes citétipos, se
existente, se deu em um tempo relativamente recente e curto para alterar o
padrdo haplotipico. Dentro deste contexto, haveria necessidade de utilizar
algum marcador molecular que tenha padrédo evolutivo mais rapido, como por
exemplo, os microssatélites. A divergéncia estimada entre algumas variantes
cariotipicas mais préximas, de menos de 300.000 anos (DUARTE et al. 2008),
poderia afetar as frequéncias alélicas de marcadores microssatélites e indicar
estruturacdo populacional entre citétipos bastante préximos como os de
Carajas e Parand, por exemplo. Esta informacédo se torna vital, uma vez que a
determinacao de que estas seriam espécies distintas elevaria uma delas (PR) a
categoria de ameacada de extingdo, gerando politicas publicas de protecdo

mais embasadas.

VIl - Conclusdes

Os resultados encontrados no presente trabalho n&o corroboram a
existéncia de unidades evolutivamente significativas dentro de citétipos de M.
americana. No entanto, é possivel que o isolamento recente ndo tenha induzido

mudancas no DNA detectaveis por meio dos marcadores utilizados no presente
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estudo. Entdo, para compreender melhor a evolugdo deste grupo sugere-se
que estudos posteriores devam buscar marcadores moleculares com altas

taxas de mutacdo, como por exemplo, os microssatélite.
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