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CARACTERIZA(}AO MORFOL()GICA, CITOGENETICA E MOLECULAR DE

Mazama gouazoubira (ARTIODACTYLA, CERVIDAE) A PARTIR DE UM
TOPOTIPO ATUAL

RESUMO - O género Mazama € circundado de incertezas taxdnomicas
devido a sua alta diversidade cariotipica inter e intra-especifica, origem polifilética e
convergéncia morfologica. O veado-catingueiro é a espécie com a maior distribui¢cdo
geografica do género, ocorre no Brasil (com exce¢do da Amazdnia), Paraguai,
Uruguai, Bolivia e norte da Argentina, e, por causa desta abrangéncia, aliada ao fato
de que apresenta alta variabilidade genética, morfoldégica e alta frequéncia de
polimorfismos cromossdmicos, ainda restam duvidas sobre sua taxonomia com
respeito ao numero de subespécies existentes e o possivel desdobramento destas
em espécies. Por isso, o objetivo deste trabalho foi propor um nedtipo para a
espécie, através da caracterizacao de um espécime coletado na localidade tipo
(topotipo), e assim auxiliar no esclarecimento da taxonomia de Mazama
gouazoubira. O topdtipo foi caracterizado por técnicas de morfologia tradicional
(medidas cranianas e do pos-cranio, coloragao da pelagem, biometria corporal), por
analises citogenéticas (banda C, banda G, coloragdo Ag-RON, coloragao
convencional Giemsa) e moleculares (analises filogenéticas de genes mitocondriais).
Pesquisas feitas em museus internacionais confirmam que o hol6tipo da espécie nao
existe, cumprindo requisito necessario para a proposta de neotipificagdo. O topédtipo
corroborou com os padrdées morfoldgicos, citogenéticos e moleculares ja descritos
para o veado-catingueiro e por meio das analises comparativas com outros
individuos da espécie e outros taxons do género, ficou claro que pertence a M.
gouazoubira, permitindo a proposta de um neétipo para o taxon.

Palavras-chave: neotipo, Mammalia, filogenia, veado-catingueiro



MORFOLOGIC, CITOGENETICS AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
Mazama gouazoubira (ARTIODACTYLA, CERVIDAE) FROM A CURRENT
TOPOTYPE

ABSTRACT - The genus Mazama is surrounded by taxonomic uncertainties
due to its polyphyletic origin, high inter and intra-specific karyotype diversity and
morphological convergence. The brown brocket deer is the species with the highest
geographic distribution of the group due to its high ecological plasticity and because
of this range, ally to the fact that presents high morfological and genetic divergence
and high frequency of chromosomal polymorphisms, there are still doubts about the
number of subspecies existing and the unfolding of these in species. Therefore, the
objective of this work was to propose a neotype for M. gouazoubira through a
characterization of a specimen collected in the type locality (topotype), and in this
way, help to clarify the taxonomy of Mazama gouazoubira. The topotype was
characterized by traditional morphological techniques (cranial measurements, skin
color and body biometry), as well as by cytogenetic (C band, G band, Ag-NOR
staining, conventional Giemsa staining) and molecular analyzes (phylogenetic
analyzes of mitochondrial genes). After an extensive research in scientific collections,
the results confirm the holotype does not exists, filling a necessary prerequisit for
neotypification. The topotype corroborates the morphological, cytogenetic and
molecular patterns already described in the literature for the brown brocket deer and
through comparative analysys with other specimens and other taxons of the genus it
is clear that the topotype belongs to M. gouazoubira, allowing the proposal of a
neotype for the taxon.

Keywords: neotype, Mammalia, phylogeny, brown brocket deer



1. INTRODUCAO

As espécies do género Mazama foram agrupadas neste taxon por apresentarem
caracteres morfolégicos semelhantes, como estatura pequena a média, chifres curtos,
lisos e ndo ramificados. Entretanto, elas nao sdo evolutivamente proximas, tratando-se
de um caso de convergéncia morfologica entre grupos de cervideos adaptados a viver
em ambientes densamente vegetados (DUARTE; GONZALEZ; MALDONADO, 2008).
Desta maneira, diversos autores ja relataram sua origem polifietica (GILBERT;
ROPIQUET; HASSANIN, 2006; DUARTE; GONZALEZ; MALDONADO, 2008;
HASSANIN et al., 2012) e tem-se sugerido a criagdo de mais dois géneros para alocar
as espécies Mazama gouazoubira e Mazama nemorivaga (DUARTE; GONZALEZ;
MALDONADO, 2008; FIGUEIREDO, 2014). Na citogenética também mostra aspectos
intrigantes, como grande variacdo intra e interespecifica do numero diploide de
cromossomos, e, fragilidade cromossOmica, que ocasiona quebras e rearranjos, e
estes, quando fixados, podem acarretar isolamento reprodutivo, sendo o principal
mecanismo de especiagao nestes cervideos (DUARTE; MERINO, 1997).

Em virtude das caracteristicas singulares desse agrupamento, surgem
guestionamentos sobre a existéncia de taxons nio identificados mascarados dentro de
complexos de espécies, como ocorre, por exemplo, no caso de Mazama americana,
em que ha no minimo duas espécies diferenciadas (ABRIL et al., 2010). Assim, reforga-
se a urgéncia de uma grande revisao taxondmica do grupo, que deve ser iniciada pelos

espécimes utilizados na descricdo das espécies, os holétipos.



Figura 1. Exemplar macho da espécie Mazama gouazoubira (Foto: J. M. B. Duarte).

Mazama gouazoubira (Figura 1) € conhecida popularmente como veado-
catingueiro e apresenta a maior distribuicao geografica do género em razao da sua alta
plasticidade ecolégica. Ocorre no Brasil, Paraguai, Uruguai, Bolivia e Argentina (Figura
2) e por causa desta abrangéncia, ainda existem duvidas a respeito do numero de
subespécies existentes e o desdobramento destas em espécies. Além disso, exibe alta
porcentagem de polimorfismos cromossOmicos, como cromossomos B e translocagdes
cromossdmicas (DUARTE, 1992; DUARTE; JORGE, 1996; VALERI, 2014;
TOMAZELLA, 2016), as quais dependendo do numero e dos cromossomos envolvidos,
podem gerar infertilidade em heterozigose e, quando em homozigose, se fixadas na
populagéo, especiacao em curto espaco de tempo (PINDER; LEEUWENBERG, 1997).
O holétipo do taxon nao existe e por isso, sua caracterizacado fica inviabilizada e,
mesmo que fosse possivel analisa-lo, a analise citogenética, que necessita de células
vivas, seria inexequivel. Tal ferramenta € de importancia vital para o grupo devido ao
seu papel na diferenciacdo de algumas espécies (DUARTE; GONZALEZ;
MALDONADO, 2008; ABRIL et al, 2010; RINCON, 2016).



[ Distribuiciio de Mazama gowazoubira
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Figura 2. Area de distribuicdo de Mazama gouazoubira na América do Sul (BLACK-DECIMA et al., 2010,

com modificacdes).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi contribuir com a resolugédo das
incertezas taxonOmicas do género Mazama, revelando os padrbes morfoldgicos,
citogenéticos e moleculares de um individuo coletado na localidade tipo (topétipo) e
prop6-lo neste trabalho como o ned6tipo da espécie Mazama gouazoubira. Isso gerara a
possibilidade de descrigdo de novas espécies no género, hoje praticamente impossivel

pela inexisténcia de material do holétipo para comparacao.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Género Mazama Rafinesque, 1817

A familia Cervidae surgiu na Eurasia no inicio do Mioceno (GILBERT;
ROPIQUET; HASSANIN, 2006) e é constituida por 17 géneros distribuidos no mundo,
com excegao dos extremos polares (EISENBERG; REDFORD, 1999). Durante o limite

entre o Mioceno e o Plioceno, com a formagao do estreito de Bering, ancestrais da tribo
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Odocoileini (Blastoceros, Hippocamelus, Mazama, Odocoileus, Ozotoceros, Pudu)
adentraram o continente americano (HASSANIN et al., 2012). Mais tarde, ha
aproximadamente 2,5 milhdes de anos, cerca de oito taxons, através do istmo do
Panama, entraram na América do Sul e passaram por uma rapida radiacdo adaptativa,
originando as formas atualmente conhecidas de cervideos do neotrépico (DUARTE;
GONZALEZ; MALDONADO, 2008). Tais taxons se dividlem em dois morfotipos
distintos: espécies com estatura maior e chifres grandes e ramificados, pertencentes
aos géneros Blastoceros, Hippocamelus, Ozotoceros e Odocoileus; e espécies de
estatura pequena a meédia, com chifres curtos, lisos e ndo ramificados, representadas
pelos géneros Mazama e Pudu. Estes, muito semelhantes externamente, diferenciam-
se apenas por uma fusdo entre os ossos cuneiforme e navicular-cuboide presente no
ultimo (EISENBERG; REDFORD, 1999).

Dentro do género Mazama, atualmente sdo reconhecidas dez espécies:
Mazama americana (Erxleben 1777), Mazama rufina (Pucheran 1951), Mazama
gouazoubira (Fischer 1814), Mazama nemorivaga (Cuvier 1817), Mazama nana
(Hensel 1872), Mazama bricenii (Thomas 1908), Mazama chunyi (Hershkovitz 1959) e
Mazama bororo (Duarte 1996), espécies com ocorréncia na América do Sul; Mazama
pandora (Merriam 1901) e Mazama temama (Kerr 1792), espécies com ocorréncia na
América Central. O agrupamento destes pequenos cervideos neste taxon por
naturalistas dos séculos 19 e 20 (RAFINESQUE, 1817; LYDEKKER, 1898; THOMAS,
1913; ALLEN, 1915; MIRANDA-RIBEIRO, 1919) aparenta ser medida certa utilizando o
critério morfolégico, porém, em abordagens moleculares e citogenéticas, este grupo
mostra muitas inconsisténcias devido a altos graus de convergéncia adaptativa
(DUARTE; GONZALEZ; MALDONADO, 2008).

Mazama é artificial e sua origem polifilética ja foi extensamente relatada na
literatura: Gilbert, Ropiquet e Hassanin (2006) utilizando genes mitocondriais
codificantes (cyt. b, COIl) e intros nucleares (aLacAlb, PRKC1); Hassanin et al. (2012)
em analise com mitogenoma; Figueiredo (2014) através dos genes Cit b, COlI, IL16 e
MGF. Um estudo mais abrangente de cervideos da América do Sul separou o grupo
em dois clados com alto suporte estatistico, que divergiram ha 5 milhdes de anos: o
clado dos veados cinzas, endémico da América do Sul, que inclui M. gouazoubira, M.
nemorivaga, e representantes dos géneros Blastoceros, Hippocamelus e Ozotoceros; e
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o clado dos veados vermelhos, composto por M. nana, M. bororo, duas linhagens

divergentes de M. americana, M. temama e espécies do género Odocoileus (Figura 3)

(Duarte; Gonzalez; Maldonado, 2008).

o~
M. guazoubira (mszGl) ﬂ

M. gouazoubira (T69)

M. gouazoubira (msgl4) -

M. gouazoubira (msg001)

M. gouazoubira (T113) ?(
M. gouazoubira (msg45) .
M. gouazoubira (T101)
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M. gouazoubira (msF‘J)
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Figura 3. Filogenia das espécies de cervideos da América do Sul utilizando um fragmento de 935 pb do

gene do citocromo B (DUARTE; GONZALEZ; MALDONADO, 2008).
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Dentro do clado dos cinzas, M. gouazoubira e M. nemorivaga nao possuem um
ancestral comum exclusivo e, devido a isso e evidéncias citogenéticas, € reconhecido a
separacdo destes taxons em diferentes géneros (DUARTE; GONZALEZ;
MALDONADO, 2008). Mazama americana € a espécie tipo do género Mazama
(ALLEN, 1915), por isso, o clado dos vermelhos deve manter esta nomenclatura.

Com relagdo a citogenética, o grupo apresenta caracteristicas surpreendentes,
como alta variagao cariotipica inter (2N de 32 a 70) e intra-especifica. Nesta situagao,
no caso mais notavel, o numero diploide de cromossomos varia de 42 a 53, em M.
americana, compreendendo 7 variantes cariotipicas correlacionadas com a localizagao
geografica, denominadas citétipos (ABRIL et al., 2010). Entre os citétipos mais
distantes cromossomicamente ja provou-se haver isolamento reprodutivo (SALVIANO,
2011; CURSINO et al., 2014), indicando a existéncia de um complexo de espécies
cripticas. Recentemente, em analise de um espécime coletado na localidade tipo
(Guiana Francesa), Rincon (2016) encontrou que seu perfil € diferente de todos os
citotipos ja relatados e concluiu que, na realidade, no Brasil ndo existe M. americana,
implicando grandes mudancgas taxonémicas.

Em outro caso, Mazama bororo conseguiu ser diferenciada de M. americana
devido a sua enorme diferenga cromossOmica numérica e estrutural e, através desta
evidéncia foi validada como espécie (DUARTE; JORGE, 2003).

Algumas espécies, como M. gouazoubira e M. nana, apresentam alta frequéncia
de rearranjos cromossomicos, como translocagdes Robertsonianas (DUARTE, 1992;
DUARTE; JORGE, 1996; ABRIL; DUARTE, 2008; VALERI, 2014; TOMAZELLA, 2016).
Tais rearranjos tendem a reduzir o numero cromossémico e causam a infertilidade dos
hibridos de pais com conjuntos cromossomais diferentes devido ao desbalango
gameético na meiose, e, quando fixados na populagdo, levam rapidamente ao
isolamento reprodutivo e consequente especiagcao (DUARTE; MERINO, 1997).

Trabalhos recentes, incluindo taxons que nao tinham sido analisados, tém
trazido mais esclarecimentos sobre a complexa historia evolutiva dos cervideos do
neotrépico e importantes descobertas, principalmente taxonémicas, estdo acontecendo.
Sarria-Perea (2012), em estudo dos Mazama da Colémbia, encontrou dois morfotipos

que considerou como espécies novas, € que necessitam ser descritas. Também
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confirmou a validade taxébnomica de Mazama zetta (Thomas, 1913) e Mazama cita
sanctaemartae (Allen, 1915), sendo que esta ultima apresenta padr&o cariotipico nunca
visto no grupo e deve ser colocada em um novo género. Figueiredo (2014) sugeriu a
criacdo de mais dois novos géneros para alocar as espécies M. gouazoubira e M.
nemorivaga. Guitiérrez et al. (2015), baseados em evidéncias morfoldgicas e
moleculares, consideraram M. bricenii como sinbénimo junior de M. rufina. Escobedo-
Morales (2016) descobriu que M. pandora, inesperadamente, € membro do clado dos
veados vermelhos. Heckeberg et al. (2016) sequenciaram amostras do holétipo de M.
chunyi e apontaram sua relacdo de espécie-irma com M. gouazoubira. Também
estabeleceram duas novas subtribos dentro da tribo Odocoileini: a subtribo
Blastocerina, que consiste no clado dos cinzas mais a espécie Pudu puda; e a subtribo
Odocoileina, que inclui o clado dos veados vermelhos. Mantellato (2016), em analise
filogenética de tipos, sugeriu a validagdo da espécie Mazama jucunda Thomas 1913 e
o rebaixamento de M. bororo como sendo sinbnimo, e Rincon (2016), propds um
neotipo para a espécie M. americana.

2.2 Mazama gouazoubira (Fischer, 1814)

Mazama gouazoubira foi descrita pela primeira vez no Paraguai por Félix de
Azara, um engenheiro espanhol, em 1801. Azara chegou ao Vice-Reino do Rio da
Prata (atualmente compreende territérios do norte da Argentina, Bolivia, Paraguai,
Uruguai e sul do Brasil) em 1780, a mando do vice-rei da Espanha, com a missao de
demarcar a fronteira entre as colbnias portuguesa e espanhola para barrar o avango
portugués. Por razdes estratégicas, Portugual atrasou ao maximo a ida de seus
representantes, fazendo com que Azara permanecesse inativo (PEREIRA, 2013).
Deslumbrado com tanta diversidade, ele se interessou pelas belezas naturais da regiao
e entdo, decidiu ocupar seu tempo descrevendo-a em seus diversos aspectos: relatou
os problemas histéricos e geograficos, confeccionou mapas, e, em seu mais notavel
trabalho, descreveu minuciosamente e, muitas vezes coletou, por volta de 400
espécies da fauna, utilizando como orientacdo apenas um livro do naturalista Buffon
(AZARA, 1802).
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Em 1801, publicou seu livro intitulado "Essais sur lhistoire naturalle des
quadrupedes de la province du Paraguay" com uma compilacdo de seus achados
faunisticos. Nesta publicagcdo, o autor descreve quatro morfotipos de cervideos que
coincidem com as seguintes espécies: o cervo-do-pantanal (del Guazu-pucu, espécie
n° V), o veado-campeiro (del GUazu-ti, espécie n° V), Mazama americana (Guazu-pita,

espécie n° VI) e Mazama gouazoubira (Guazu-bira, espécie n° VII)(Figura 4).
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NUM. VIL

DEL GUAZU-BIRA.

Asi le llaman todos, y aprecian mucho su
piel por excelente para:antes. Al contrario
la del precedente, por ser la mas gruesa,
y de textura tan firme que no da de si.
No sé que llegue al Rio de la Plata, y
se parece en lo demas al precedente en el
modo de cazarlo, en su_ habitacion , cos+
tumbres, prevalecer el sexd femenino, y
en la librea de los recien nacidos. Pare por
enero en el Faragiiay.

Longitud 46% pulgadas, y cola 7, de
las quales las tres son pelos. Circunferen-
cia delante 23, detras 2%. Altura alli 264,
y aqui 34%. De la punta del hocico 4 la
raiz de la oreja 73}. Esta es alta sobre la
cabeza 3§, ancha 2§. La lagrimera casi
insensible , y su fisonomia mas acarnerada
que en todos, porque el hocico es acaba-
lletado y estrecho. La punta de la oreja
es algo mas redonda que en el anterior,
¥y por consiguiente mucho mas que en el
Giiazd-ti.

Aunque solo tiene pelos en la borda.
¥y pliegues dentro de la oreja, son mas en
nimero que en el Giiazi-pita, y blancos
como la ¢ola por debaxo. Lo inferior de
la cabeza y los labios blanquizcos: el con-
torno del ojo, lo interior de los brazos
basta las uhas, y el pecho hasta las nal-
gas inclusiveé por debaxo, blancos acanela-
dos. El pelo largo. de lo mas exterior de
las asentaderas y el de sobre la cola, y
desde las unas &4 la primera coyuntura es
acanelado, y el cuello integro con todo el
resto pardo azulado; aunque mirado con
mas cuidado se advierte que es una mez-
clilla , porque los pelos tienen una man-
chita clara cerca de la punta. Verdad es
que el color en lo anterior de la cabeza,
desde la rodilla al radio, y desde la cor-
va al tarso son algo mas obscuros, y que
en lo interior de la corva hay un lunar
acanelado.

He visto un macho doméstico como el

PARA LA HISTORIA NATURAL. 59

descrito que conservé las cuernas mas de
un afo. Son rectas, agudas, lisas, mas in-
¢linadas atras que en los precedentes, y
demasiado fuertes , pues tenian 7} lineas
de didmetro en la raiz con 12 de' longitud.
Aseguran que algunos las tienen largas has-
ta 2 pulgadas; y en un macho idéntico
estaban retovadas 6 forradas en cuero el
24 de febrero.

En la critica del que antecede hice ver,
que el Cariacu pequenio de Guyana indica-
do por mi Autor *, era un Giiazi-bird: y
en la del Giiazi-ti, que lo era tambien el
Temamazamo de Recchi.

Laborde 2, despues de indicar los qua-
tro Venados dc Cayena, que no son sino
tres; habla de otra especie llaméndola Ca-
niacu. Le.da pelo gris palido , cuernas rec-
tas y agudas, y menor magnitud que 2
los demas. Todo esto, y habitar los bos-
ques grandes, acreditan que es el Giiazui-
bird, y que hay en la Cayena las quatro
especies que aqui. Pero se equivoca Buffon
figurandose que todas son Corzos, porque
solo el Giiazi-ti se acerca al de Europa.

Al Giiazi-bira aplicaria. yo la frase de
Barrere *: Cervus minor palustris , cornicu=-
lis brevissimis , con tal que se borrase el
palustris , que es incompatible con la pe-
quefiez de cuernas y cuerpo.

Por conclusion advertiré, que Buﬂ‘on 2
copia las descripciones que di6 Seba del
Mazamo y Temamazamo de Nueva Espafa,
negando ser los de Recchi, porque. estos
no tienen cuernos retorcidos como los de
Seba; pero yo creeria mas bien, que este
Autor. forjé en su ‘cabeza los cuernos re-
torcidos, que repugnan & todo Venado ; 'y
en lo demas trataria de ver si los Vena-
dos de Seba ‘eran ‘mis dos iltimos, como lo
presumo; pero juzgo mas prudente y iitil
no meterme 4 adivino , ni 2 copiante de
Seba, como Klein y Brison, y despreciar
las noticias de Seba, Autor de poca exic<
titud y reputacion.

1 Tom. XXV. pig. 04. c. (a).
.2 Tom. id. pdg. id. y siguicntes.

Figura 4. Primeira descricdo de Mazama gouazoubira, por Félix de Azara (1802).
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A seguir, segue a tradugao da descrigéo original feita por Azara:

"Assim o chamam todos e apreciam muito sua pele por ser excelente para
confecgao de luvas, ao contrario da pele do precedente (Guazu-pita, espécie n° VI), por
ser a mais grossa e de textura tao firme que nao da de si.

Nao sei se chegou ao Rio da Prata, e se parece demais com o precedente no
modo de ser cagado, no seu habitat, costumes, prevalecer o sexo feminino e nas listras
dos recém-nascidos. Pari por janeiro no Paraguai. Comprimento 46 1/2 polegadas, e
cauda 7, das quais trés sao pelos. Circunferéncia anterior 23, posterior 27. Altura ali 26
1/2, e aqui 34 1/2. Da ponta do nariz a raiz da orelha 7 3/4. Esta é alta sobre a cabecga
3 5/6, largura 2 1/4. O canal lacrimal quase imperceptivel, e sua fisionomia mais
acarnerada que nos outros, porque o nariz € acavalado e estreito. A ponta da orelha é
algo mais redonda que na espécie anterior (Guazu-pita, espécie n° VI), e por
consequéncia, muito mais que no Guazu-ti (espécie n° V).

Ainda que soO tenha pelos na borda e pregas dentro da orelha, sdao mais
numerosos que no Guazu-pita, e brancos como embaixo da cauda. Inferior da cabeca e
labios esbranquicados: o contorno do olho, o interior dos bragos até as unhas, e o peito
até as nadegas inclusive por debaixo, brancos acanelados. O pelo comprido do mais
exterior das nadegas e o pelo sobre a cauda, e desde as unhas até a primeira
conjuntura é acanelado, e o pescocgo inteiro com todo o resto, pardo azulado; ainda
qgue olhado com mais cuidado se adverte que € uma mescla, porque os pelos tem uma
manchinha clara proximo da ponta. Verdade é que a cor no anterior da cabega desde o
joelho ao radio, e desde o jarrete ao tarso sdo algo mais escuros, e que no interior do
jarrete tem uma pinta acanelada.

Vi um macho doméstico como o descrito que conservou os chifres por mais de
um ano. S&o retos, agudos, lisos, mais inclinados atras que nos precedentes, e
demasiado fortes, pois tinham 7 1/2 linhas de diametro na raiz com 12 de comprimento.
Asseguram que alguns os tem compridos até 2 polegadas; e em um macho idéntico

estavam retovados ou forrados em couro em 24 de fevereiro."

Entretanto, Azara ndo seguiu o Principio de Nomenclatura Binomial [Art. 5.1] do
Caodigo Internacional de Nomenclatura Zoologica (ICZN, quarta edi¢cao) e por isso, sua
descrigdo nao foi levada em conta. Fischer, diretor do museu de Zoologia de Moscou,
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em 1814, realizou a diagnose da espécie (Cervus gouazoupira, Figura 5)
fundamentando-se nas observacdes de Azara e em material de colegdo. Ambos nao
depositaram em nenhum museu o espécime utilizado na descricdo, e portanto, o

hol6tipo nao existe.

Species a d’AZARA commemorale , et forsitan
distinctie adliuc addeud® y sunt scquentes :

I. Gounzoupiftr, d'AzZARA. Paraq. 1. p. 8a2°
Cervus rufis.

I.e cariacou de la Guaiane ou biche rousse, da
Nouv. Dict. d'hist. nat. SMELLIE's ed Buffl
"llo . 4‘;- ta])- '_)»Oio

rufus infra albus, cornibas non ramosis,
Dbrevibus.
2. Gouazoupira, ’AZARA PARAQUAI. 1. p. 86.

Paraqu. Le petit cariacou DESMAREST.

pedibus brevibus § cornibus brevissimis, pol-
liccm mon superantibus, subulatis. Soli-

tarius degit in s_vlvis.

Figura 5. Diagnose de Mazama gouazoubira (Cervus gouazoupira) feita por Fischer (1814).

Assim descreveu Fischer:

"Espécies lembradas por Azara, e talvez distintas das reunidas até hoje sao as
seguintes:

2. Gouazoupira, d'Azara Paraquai. |. p.86.

com pés curtos, cornos muito curtos, polegar ndo sobreposto, subulado. Vive sozinho

na floresta."
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llliger, em 1811, leu sua descrigao de Cervus simplicicornis, a qual também foi
embasada no relato de Guazu-bira de Azara, diante da Academia de Ciéncias de
Berlim. Porém, o livro com esta descricdo so foi impresso em 1815 e, de acordo com o
o ICZN (quarta edi¢cdo), uma obra publicada depois de 1757 [Art. 11.1], para ser
considerada valida, deve cumprir com o0s requisitos de proporcionar um registro
cientifico publico e permanente e ser de facil obtengéo, logo apds a publicagdo [Art.
8.1]. Registros acusticos produzidos por qualquer método [Art. 9.7] e materiais emitidos
primariamente a participantes de reunides, congressos [Art. 9.10] ndo séao
considerados uma obra publicada. Mesmo que fosse publicada em 1811, isto nao
alteraria a autoria de Fischer (1814), pois de acordo com o ICZN (quarta edigéo), o
principio de prioridade, o qual infere que o autor que publicou primeiro tem prioridade
sobre 0 nome, nao visa alterar um nome ja amplamente utilizado mediante a introdugao
de um novo que € seu sindbnimo ou homoénimo mais antigo [Art. 23.2].

Em 1817, Rafinesque insere o taxon em seu género Mazama (Figura 6). Gray
(1827), aparentemente sem ter conhecimento do género de Rafinesque (1817), cunha
0 sub género Subulo para os cervideos da América com chifres simples e em 1850,
aloca estas espécies em seu género Coassus (GRAY, 1850). Em sua ultima obra
(GRAY, 1872), reconheceu somente 2 formas que correspondem ao veado cinza:
Coassus simplicicornis, baseado em llliger (1815) e Coassus superciliaris, restrito ao
Para, Brasil.
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25. Mazama bira. Raf. Gouazoubire
Az. quadr. Par. Petit cariacou Dcsm.
tabl. p. S82.—Bira Mazam. Def. Horns
subulated, short, smooth, body browp,
legs short.—Obs. A small animal, with
shorter legs than usual in other species of
the same family, horns only one inch
long ; living solitary in the woods of
Paraguay.

26. Mazama pita. Raf. Gouazoupita
Az. quadr. Par. Cariacou de la Guyane
ou Biche rousse Desm. tabl. p. 38.—Pita
Mazam. Fallow above, whitish under-
neath, horns subulated and smooth.—
Obs. From Paraguay, Guyana, &-c.
larger than the foregoing, and with longer
horns. Both specics having simple un-
branched solid straight horns, must be-
long to my genus Mazama instead of the
genus Cervus, of which they had becn
considered as a kind.

Figura 6. Trecho em que Rafinesque (1817) aloca M. gouazoubira ao género Mazama.

Nas décadas seguintes, varios nomes foram publicados na literatura
fundamentados no morfotipo de Azara: Cervus catinga Liais 1872, Cariacus (Coassus)
simplicicornis Brooke 1878, Subulo simplicicornis Pelzeln 1883, Cervus (Coassus)
simplicicornis lhering 1894, Mazama simplicicornis Miranda-Ribeiro 1919, Azarina fusca
Larrafiaga 1923 e Mazama gouazoubira Hershkovitz, 1951; bem como nomes
descrevendo formas inéditas, de outras localidades: Nanelaphus namby Fitzinger 1879,
Caicara e Vila Maria, Brasil; Mazama simplicicornis mexianae Hagmann 1908, "Insel
Mexiana"; Mazama simplicicornis argentina Loonberg 1919, Chaco Central, Rio de Oro,

Argentina e Mazama simplicicornis var. koseritz Miranda-Ribeiro 1919, Rio Grande do

Sul, Brasil
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Allen (1915) publicou a primeira revisdo taxonémica do grupo, € a mais sensata,
baseando-se em espécimes depositados no American Museum of Natural History. O
autor organizou as espécies do género em veados cinzas e vermelhos, com base na
coloracdo da pelagem e reconheceu oito morfotipos dentro do grupo dos veados
cinzas, destes, trés ja s&o atualmente taxons reconhecidos (M. chunyi, M. nemorivaga
e M. pandora). As outras formas, potenciais espécies validas, s&o detalhadas a seguir:
Mazama simplicicornis llliger 1815
Refere-se ao Guazu-bira de Azara. Allen analisou um espécime proveniente de Rio
Negro (perto de Assungdo, Paraguai). Nota-se que o autor ainda ndo conhecia a
publicacdo de Fischer de 1814, a qual é a considerada valida.

Mazama murelia Allen 1915

Espécime fortemente diferenciado do morfotipo do Paraguai, sua localidade tipo é La
Murelia, Caqueta, Cold6mbia.

Mazama superciliaris Gray 1852

Proveniente do Par4, Brasil, Allen ndo teve acesso. Caracterizado particularmente por
uma faixa branca sobre os olhos. Apesar desta caracteristica ser muito variavel e ndo
ter carater diagnoéstico segundo Allen (1915), outros compiladores a consideram valida.
Mazama cita cita Osgood 1912

Sua localidade tipo é El Panorama, Venezuela. Coloragao difere consideravelmente de
M. nemorivaga das Guianas, forma mais préxima da regiao.

Mazama cita sanctaemartae Allen 1915

Subespécie nova, de Bonda, Santa Marta, Coldmbia. Allen (1915) diz ser do grupo de
M. nemorivaga, porém difere deste por ter maior tamanho e coloragdo mais vermelha.

Allen (1915) n&o analisou nenhum espécime do Brasil, 0 que pode subestimar
sua avaliagdo com relacdo ao numero de morfotipos existentes.

Revisores mais atuais tiveram a tendéncia de rebaixar as formas de veado cinza
descritas na literatura & subespécies de M. gouazoubira. Avila-Pires (1959) pressupds
onze subespécies. Cabrera (1960), analisando espécimes de museu, aceitou somente
oito, inclusive M. gouazoubira tschudii, M. gouazoubira nemorivaga e M. gouazoubira
murelia, consideradas espécies distintas por Allen (1915). Czernay (1987) reclassificou
as diversas formas anteriormente descritas dentro de dez subespécies, porém de
maneira diferente da utilizada por Avila-Pires (1959). Pinder; Leeuwenberg (1997)
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listaram catorze morfotipos: M. gouazoubira argentina, M. gouazoubira cita, M.
gouazoubira gouazoubira, M. gouazoubira medemi, M. gouazoubira mexianae, M.
gouazoubira murelia, M. gouazoubira namby, M. gouazoubira nemorivaga, M.
gouazoubira pandora, M. gouazoubira permira, M. gouazoubira rondoni, M.
gouazoubira sanctaemartae, M. gouazoubira superciliaris € M. gouazoubira tshudii.
Rossi (2000), analisando espécimes do Brasil, interpretou as diferengas morfolégicas
que levaram a descricdo das subspécies como variagdes individuais entre espécimes e

nao reconheceu nenhuma subespécie para o veado catingueiro.

2.3 Citogenética de Mazama gouazoubira

A primeira analise citogenética do veado-catingueiro foi feita por Neitzel (1979) a
partir de uma fémea que tinha 2n=70 e NF=70 e todos os cromossomos acrocéntricos.
Em 1987, a mesma pesquisadora analisou um macho da espécie e definiu o
cromossomo X como sendo o maior do lote, e o Y, o menor, e também realizou o
padrao de bandamento C e G.

A banda C permite localizar regides muito condensadas, compostas por
heterocromatina constitutiva nas quais o cromossomo apresenta DNA altamente
repetitivo e, normalmente, esta presente na regido pericentromeérica dos cromossomos.
Ja a banda G, proporciona um padrado de bandas escuras (que condensaram primeiro
na profase, ricas em CG e muitos genes ativos) e claras (que condensaram
tardiamente, ricas em AT e poucos genes ativos) possibilitando parear os
cromossomos e identificar os segmentos envolvidos em rearranjos (GUERRA, 1988).

Duarte (1992), em estudo dos cervideos brasileiros, corroborou os achados de
Neitzel (1979, 1987) e realizou bandamento Ag-RON (regido organizadora do
nucléolo), onde constatou marcag¢des na regiao telomérica dos pares de cromossomos
um e dois. Esta técnica possibilita detectar regides transcricionais ativas durante a
divisdo celular e, assim como as outras bandas, permite a identificacdo dos
cromossomos marcados (GUERRA, 1988).

Duarte (1992) também descobriu polimorfismos cromossémicos, como

translocagdes Robertsonianas (20% dos individuos), definidas como a fusdo de dois
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cromossomos acrocéntricos ou telocéntricos pelo centrébmero, formando um
metacéntrico ou submetacéntrico (GUERRA, 1988); e cromossomos B (31,5% dos
individuos). Estes cromossomos se segregam independentemente do lote A e a
hipétese mais aceita é que se originam de fragmentos restantes de reorganizagdes
cromossdmicas, como quebras e trocas (DUARTE; MERINO, 1997).

Em uma pesquisa posterior, Duarte; Jorge (1998) encontraram que de oitenta e
um animais analisados, treze (16%) tinham uma translocagdo Robertsoniana,
resultando em 2n=69, e trés (3,7%) tinham duas, resultando em 2n=68. Na Argentina,
Chamut et. al (2000) obtiveram resultados semelhantes as pesquisas brasileiras: de
cinco espécimes analisados, quatro foram 2N=70 e um 2N=69.

Em estudo mais recente, Tomazella (2016) analisou citogeneticamente
individuos da espécie do Brasil. Dos cento e trinta e cinco animais estudados, sessenta
e oito (50,37%) apresentaram variagdo cromossémica: quarenta e sete animais
(69,12%) foram portadores de cromossomos B; seis animais (8,82%) heterozigotos
para uma translocagdo Robertsoniana; um individuo (1,47%) homozigoto para uma
translocacdo Robertsoniana e catorze animais (20,59%) portadores de cromossomos B
e heterozigotos para uma translocagdo Robertsoniana. Dos vinte e um animais
portadores de translocagbes, foram identificados sete tipos distintos deste rearranjo
(X;16, X;21, 7;21, 8;21, 4;16, 20;26, 14;16), envolvendo nove cromossomos diferentes
que nao seguiram um padrdo especifico de distribuigdo entre as diferentes regides
brasileiras (Figura 7).
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Figura 7. Mapa do Brasil com a distribuicdo dos sete diferentes tipos de translocagdes Robertsonianas
(14;16, 20;26, 4;16, 7;21, 8;21, X;16, X;21) observadas nos individuos da espécie Mazama
gouazoubira (Retirado de TOMAZELLA, 2016).

Os resultados dessas pesquisas comprovam a fragilidade do cariétipo de M.
gouazoubira, indicando que o mesmo ainda esta em processo de fixacdo (DUARTE;
MERINO, 2010; BLACK-DECIMA et al., 2010). As translocagdes cromossdmicas sdo
naturais para a espécie (DUARTE; MERINO, 2010; BLACK-DECIMA et al., 2010) e seu
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efeito em uma populagdo depende do numero de rearranjos e dos cromossomos
envolvidos.

No caso de um individuo heterozigoto para o rearranjo, sua fertilidade pode ser
reduzida pela segregacao e emparelhamento incorreto dos cromossomos na meiose,
produzindo gametas desbalanceados (NACHMAN; SEARLE, 1995). Nesta situagao,
ocorre a formagao de trivalentes na meiose e isso implica em problemas minimos na
reprodugao por ndo atrapalhar no balanceamento dos gametas (BAKER; BICKHAM,
1986). Porém, se duas populagdes isoladas com translocagdes diferentes entrarem em
contato e se reproduzirem, poderdo ser produzidos heterozigotos para duas
translocagcdes Robertsonianas e, como consequéncia, ocorrera um isolamento
reprodutivo por meio de graves problemas meiéticos (BAKER; BICKHAM, 1986).

Com relacdo as translocagbes em homozigose, populagbes pequenas e
altamente endogémicas estdo sujeitas a rapidamente fixarem estes rearranjos e em

curto periodo de tempo pode ocorrer especiagao.

2.4 Filogenia de Mazama gouazoubira

O veado-catingueiro foi estudado em analises moleculares pela primeira vez por
Smith et al (1986) a partir de isoenzimas pelo método de distancia genética. Os autores
observaram que M. gouazoubira se mostrou muito divergente dos outros taxons
analisados, enquanto M. americana e O. virginianus se mostraram muito proximos. O
mesmo resultado foi obtido com o método de distancia morfoldgica.

Gilbert, Ropiquet e Hassanin (2006) realizaram a primeira analise filogenética
incluindo representantes do género (M. gouazoubira e M. americana) e relataram a
existéncia de dois clados dentro do mesmo e, portanto, a polifilia de Mazama.

Duarte; Gonzalez e Maldonado (2008) fizeram a amostragem mais abrangente
de cervideos da América do Sul (Figura 3) e, através de um fragmento de 935 pb do
gene do citocromo b, encontraram que os representes do clado cinza dos Mazama (M.
gouazoubira e M. nemorivaga) ndo formam um clado monofilético e, por isso, devem
ser alocados em géneros diferentes. Ja Figueiredo (2014), buscando estudar mais
profundamente as relagdes filogenéticas dos veados cinzas do Brasil, utilizando além
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de genes mitocondriais (Citb e COIl), marcadores nucleares (IL16 e MGF), seguiu
Duarte; Gonzalez e Maldonado (2008) e sugeriu a criagdo de mais dois géneros para o
grupo.

Dentro da espécie Mazama gouazoubira, Figueiredo (2014) constatou uma
subdivisdo em cinco clados com distribuicdo simpatrica em grande parte da sua
ocorréncia, em concordancia com Duarte; Gonzalez e Maldonado (2008), que acharam
um grupo de haplotipos altamente divergentes com alto suporte (1,00 PP/100%
bootstrap) para este taxon.

Estudos com foco mais populacional obtiveram achados semelhantes,
Aristimuiio (2013) analisando espécimes do Uruguai, Brasil, Paraguai, Argentina e
Bolivia através de analise filogenética de maxima parciménia, rede de hapldtipos e
AMOVA (analise de variancia molecular) da regido controle do DNA mitocondrial D-loop
(159 pb), demonstrou altos niveis de variabilidade genética e baixos niveis de
diferenciagao geografica. Bidegaray (2003) e Elizondo (2010) encontraram resultados
parecidos com um fragmento do gene do citocromo b (423 pb e 480 pb,
respectivamente). Duarte; Gonzalez e Maldonado (2008) explicam que os altos niveis
de variacdo genética e morfologica encontrados nesta espécie se devem,
provavelmente, a um grande evento de expansdo demografica e geografica ocorrido no
passado recente, no inicio do Pleistoceno, ha 1 milhdo de anos atras. O taxon, devido a
sua alta plasticidade ecologica (PINDER; LEEUWENBERG, 1997), consegiu mover-se
pela paisagem durante os ciclos umidos e secos deste periodo, 0 que resultou em
baixo nivel de diferenciacdo geografica e especiagao, ao contrario do que ocorreu com

as espécies do clado vermelho.

2.5 Neétipo

De acordo com o ICZN, uma série tipo sdo os exemplares designados na
publicagdo original sob os quais o autor se baseou para descrever um novo taxon
nominal do tipo espécie [Art. 72.1.1]. Ao eleger um destes exemplares como portanome
da espécie, este chama-se holétipo [Art 73.1] e os outros que ndo foram designados
como tal, sdo paratipos [Art. 72.4.5]. Quando ndo se estabelece um holotipo, o conjunto
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de espécimes da série tipo sdo chamados sintipos e constituem coletivamente o tipo
portanome [Art. 73.2]. Um dos sintipos pode ser elevado posteriormente a holétipo e
entdo tornar-se lectétipo e, a partir dai, os outros sintipos perdem seu status e passam
a ser paralectotipos [Art. 74]. Topdtipo € um termo utilizado para referenciar um
exemplar originario da localidade tipo da espécie ou subepécie que se cré que o
mesmo pertencga, e n&o tem valor de tipo portanome (ICZN, glossario).

Quando tem-se razdes para acreditar que nem o holdtipo, lectétipo ou sintipos
existam e ha uma necessidade excepcional de esclarecer a posicdo taxdnomica ou
localidade tipo de um taxon nominal, um nedtipo pode ser designado (se este ainda
nao existir) [Art. 75.1]. O nedtipo deve ser estabelecido em publicagdo com os motivos
que levaram o autor a crer que os exemplares portanomes nao existam e os passos
dados para localiza-los; dados e descricdes que permitam sua correta identificacéo e
distincdo dos outros taxons do grupo; evidéncias de ser proveniente de local tao
proximo quanto o possivel da localidade tipo e também que o nedtipo concorda com o
gue se sabe do portanome preévio; ser propriedade de uma institucdo reconhecida, com
infra-estrutura adequada para sua conservagao, e que disponibilize o espécime para
estudos da comunidade cientifica [Art 75.3].

Na literatura, ha alguns registros recentes de designacdo de nedtipos em
mamiferos. Como por exemplo, no caso do holétipo de Sousa chinensis (Delphinidae),
que foi destruido na Segunda Guerra Mundial, e por isso Porter (2002) estabeleceu um
novo; Neofelis nebulosa (Felidae) foi desmembrada em duas espécies, sendo
necessario a designagcdo de um neotipo para Neofelis diardi (CHRISTIANSEN, 2009) e
outro para Neofelis nebulosa (CHRISTIANSEN, 2011); Leite et al. (2011) designaram
um para o Ourigco-cacheiro (Coendou prehensilis) em vista da possibilidade de
descricdo de novas espécies no género; Riddle (2014), para poder esclarecer a
taxonomia de espécies morfologicamente cripticas de roedores (Perognathus),

designou dois nedtipos.
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3. OBJETIVOS

- Caracterizacdo de um topodtipo de Mazama gouazoubira por meio de analises
morfoldgicas (biometria corporal, padrées de coloragao, craniometria, caracterizagao de
pos-cranio), citogenéticas (cariotipo convencional, biometria cromossémica,
bandamento C, bandamento G, coloragdo Ag-RON) e filogenéticas baseadas em DNA

mitocondrial;

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

subespécies;

- Propor um nedtipo para a espécie.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Permissao de coleta
Para poder coletar em territorio paraguaio foi necessario tramitar uma permisséo
de coleta ou caga cientifica junto a Secretaria do Ambiente do Paraguai (SEAM). A

permissao, na integra, encontra-se no Apéndice A.

4.2. Pesquisa da localizagao do holétipo

Para poder confirmar a suspeita de o hol6tipo nao estar depositado em nenhuma
colegcédo cientifica, fez-se necessario realizar uma pesquisa em museus regionais,
préximos ao Paraguai, e em instituigdes renomadas mundialmente no intuito de

descartar a possibilidade de existéncia do mesmo.
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4.3 Obtencao dos animais e amostras

A coleta do topotipo ndo pode ser realizada em Assuncgao, capital do Paraguai,
por ser agora uma regido urbanizada e por este motivo foram identificados os locais
mais proximos da regido com a presenga da espécie, sendo a localidade mais proxima
um sitio a 17 km da capital, onde foi coletado um macho jovem de M. gouazoubira
(T377, Figura 8) em 15/12/2016. Também foram coletados amostras de musculo, pelo
e pele de paratipos para analises comparativas (amostras P1, P2, T372 e E).

Bolivia Localidades

@ Topdtipo
® P
A P2
B 71372
‘ ® E
Paraguay %  Assungdo

|:| Fronteiras Nacionais

Argentina

Figura 8. Mapa do Paraguai com os pontos de coleta do topétipo de Mazama gouazoubira e dos
paratipos (P1, P2, T372 e E).

Apoés a coleta do individuo, foram realizadas tricotomia e antissepsia da regido
interna da coxa direita, onde foi excisado um fragmento de pele de 2x5 cm?, que foi
depositado em tubo contendo meio de transporte (Mc Coy’s + 500mg/L de gentamicina
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+ 20mg/L de anfotericina B), segundo Duarte et al. (1999). O fragmento de pele
permaneceu em refrigeragdo até a chegada ao laboratério de campo, e posteriormente
foi dividido em dez fragmentos pequenos que foram depositados em tubos criogénicos
contendo meio de congelamento de pele (200 mL de Mc Coy’s + 40 mL de soro equino
+ 12 mL de dimetil sulféxido, DMSO + 24 g de polyvinil + 100 mg/L sulfato de
gentamicina + 4 mg/L anfotericina) segundo o protocolo descrito por Duarte et al.
(1999). Os fragmentos permaneceram por 3,5 horas sob refrigeracdo e 30 minutos no
vapor do Nitrogénio Liquido, em seguida, foram submergidos e estocados em
Nitrogénio Liquido (-196°C). As células, que permaneceram vivas nessas condicgoes,
foram utilizadas posteriormente para os cultivos de fibroblastos e analises
citogenéticas.

Foram obtidos dados biométricos do espécime (Tabela 1) para possibilitar a
comparagao com dados coletados em projetos com animais anestesiados. Foram
coletados também fragmentos de aproximadamente 1 cm? de musculo, figado, rim,
baco e coragdo, mergulhados em etanol 100% a temperatura ambiente para analises
moleculares.

A pele na sua integra, foi retirada do animal sendo entdo mergulhada em uma
solugéo de limpeza (25 mL de acido acético glacial + 3L de agua), onde permaneceu
por 50 minutos e depois foi limpa com o uso de uma faca para retirar os residuos
musculares, gordura e fascias. Posteriormente, a pele foi mergulhada em uma solugao
curtume (500 g de sulfato de aluminio comercial + 500 g de cloreto de sédio + 3 L de
agua) para sua desidratacdo, na qual permaneceu durante trés dias. Depois do
processo de curtume ela foi estendida na sombra e deixada para secar, massageada e
esticado periodicamente para manter a flexibilidade. Depois de totalmente seca e
amolecida, a superficie sem pelos da pele foi lixada para finalizar o processo.

O esqueleto completo (crénio e pds-cranio) foi extraido e limpo apds cozimento
em agua, sendo entéo seco diretamente no sol e armazenado em caixas plasticas sob

temperatura ambiente.
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4.4 Analise morfolégica

4.4.1 Biometria

Os dados biométricos foram obtidos logo apos o abate do animal com ajuda de
uma fita métrica, paquimetro (precisdo 0,05 mm) e balanga digital. No total, foram
tomadas dezoito medidas (Tabela 1).

Tabela 1. Medidas corporais tomadas do topétipo da espécie Mazama gouazoubira.

Comprimento da cabeca Comprimento do corpo

Largura da cabeca Perimetro do abdémen
Comprimento da orelha Comprimento do testiculo direito
Distancia entre olhos Comprimento do testiculo esquerdo
Largura da mandibula Diametro do testiculo direito
Perimetro do pescocgo Diametro do testiculo esquerdo
Perimetro do torax Comprimento do metatarso

Altura Comprimento da cauda

Comprimento do metacarpo

Massa

Foi realizada uma analise estatistica dos dados quantitativos das medidas
corporais do topdtipo e de cento e nove espécimes do banco de dados do NUPECCE
(oitenta e seis M. gouazoubira, cinco M. americana, cinco M. bororo, dois M. nana e
onze M. nemorivaga, machos e fémeas adultos, com excec¢ao do topadtipo; informacdes
detalhadas se encontram no Apéndice B). Algumas medidas foram excluidas, por
estarem presentes s6 nos machos (distancia entre chifres, didmetro e comprimento do
chifre esquerdo e direito e circunferéncia do testiculo), serem influenciadas por
horménios sexuais masculinos (perimetro do pescogo), por ndo serem informativas
(perimetro do abdémen) (DUARTE; GONZALEZ; MALDONADO, 2008) ou por n&o

estarem presentes em todos os individuos (largura da mandibula).
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4.4.2 Morfologia externa

A analise da morfologia externa do espécime foi realizada a partir de critérios
utilizados por Rossi (2000), observando-se a pele inteira taxidermizada e as fotos
tomadas logo apds a coleta. Foram examinados os campos cromogenéticos da cabecga
(faixas orbitais superior e inferior, mancha superciliar anterior, regiées auriculares
anterobasal e posterobasal, faixa rostral, regido nasal, regido mentoniana, mancha
mandibular, regido bucal e regido gular), a coloragdo geral nas diferentes partes do
corpo, ocorréncia de faixa de pelos antevertidos e de tufo arredondado de pelos na
regido tarsal, segundo nomenclatura utilizada por Hershkovitz (1982).

4.4.3 Medidas cranianas e do pos-cranio
Foram tomadas trinta e cinco medidas do cranio e vinte e duas medidas do pés-
cranio de acordo com DRIESCH, 1976 (Figura 9), utilizando um paquimetro digital de

precisdo de 0,01 mm.

Figura 9. Padrao de medidas cranianas de cervideos (retirado de DRIESCH, 1976). A: vista dorsal B:
vista ventral C: vista lateral esquerda; P: prosthion R: rhiniom L: lambda B: basion A:

akrocranium.

Na proxima pagina, segue a descrigdao das medidas (Tabela 2):



Tabela 2. Descrigdo das medidas tomadas do cranio e do pds-cranio do topdtipo de

Mazama gouazoubira.

Cranio

1) 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 viscero-craniano

10) Comprimento frontal mediano

11) Lambda - nasal

12) Lambda - rhinion

13) Lambda - prosthion

14) Acrocranio

5) Maior comprimento dos nasais

Comprimento facial - lateral curto

Comprimento palatal mediano

Comprimento palatal - oral

1
16
17
18
1

9) Comprimento lateral do pré-maxilar

20) Distancia corrida de dentes

21) Comprimento da linha molar

N

2) Comprimento da linha pré-molar

23) Maior comprimento interno da orbita

24) Maior altura interna da o6rbita

25) Maior largura do mastoide

26) Maior largura dos condilos occipitais

27) Maior largura das bases do processo para-occipital

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

28) Maior largura do foramen magno
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32) Maior largura entre as 6rbitas

33) Menor largura entre as orbitas

34) Largura do zigomatico

36) Maior largura entre o pré-maxilar

37) Maior largura palatal

)
)
)
35) Maior largura entre os nasais
)
)
)

38) Basion - ponto mais alto da crista nucal superior

Pés-cranio:

Atlas

Comprimento maior (GL)

Maior largura entre as asas (GB)

Maior largura da face articulada cranial (BFcr)

Maior largura da face articulada caudal (BFcd)

Axis

Comprimento maior na regido do corpo (LCDe)

Maior largura da face articulada cranial (BFcr)

Maior largura da face articulada caudal (BFacd)

Sacro

Comprimento maior, do lado ventral (GL)

Maior largura, entre as asas (GB)

Escapula

Altura ao longo da espinha (HS)

Comprimento maior do processo glendide (GLP)

Umero

Comprimento maior (GL)

Maior largura da epifise proximal (Bp)

Radio

Comprimento maior (GL)

Largura da epifise proximal (Bp)

Largura da epifise distal (Bd)

Ulna
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Comprimento maior (GL)

Comprimento do olécrano (LO)

Pélvis

Comprimento maior (GL)

Fémur

Comprimento maior (GL)

Largura da epifise proximal (Bp)

Largura da epifise distal (Bd)

Largura menor da diafise (SD)

*Os numeros e as abreviagdes das medidas correspondem as utilizadas por DRIESCH
(1976).

Também foi realizada uma analise estatistica de componentes principais e de
cluster (distancia absoluta, método UPGMA) dos dados quantitativos das medidas
cranianas utilizando o programa MESQUITE (MADDISON; MADDISON, 2015). A
matriz foi feita utilizando cinco medidas cranianas (comprimento total (1), comprimento
do nasal (15), distancia corrida de dentes (20), comprimento da linha molar (21) e
largura do arco zigomatico (34)) do topdtipo, e de trinta individuos do género Mazama
(machos e fémeas adultos, Tabela 3), incluindo um paratipo (T372), depositados no
Museu Cervidologico do NUPECCE e de taxons ja considerados como subespécies de
Mazama gouazoubira, que tem medigdes disponiveis na literatura (Tabela 4) (ALLEN,
1915; MIRANDA-RIBEIRO, 1919).

Tabela 3. Espécimes depositados no Museu Cervidolégico do NUPECCE utilizados nas
analises de componentes principais e de cluster por meio de cinco medidas
cranianas padrao de cervideos (DRIESCH, 1976).

N° tombo o .
Espécie Origem Sexo
Museu
- NPCO01 M. bororo - - -
- NPCO02 M. bororo - - -

- NPCO03 M. gouazoubira Franca, SP, Brasil vida livre F




34

- NPCO09 M. gouazoubira  Zoolégico de Guaira, SP, Brasil  cativeiro F
- NPC10 M. nemorivaga - - -
T278 NPC11 M. gouazoubira Araguaina, TO, Brasil - F
- NPC12 M. gouazoubira Maranguape, CE, Brasil cativeiro F
T319 NPC14 M. gouazoubira Pantanal, MS, Brasil vida livre M
- NPC20 M. nana - - -
- NPC22 M. americana - - -
- NPC24 M. bororo Pq. Estadual Intervales, SP, vida livre M
Brasil
- NPC25 M. bororo - - -
- NPC29 M. americana - - -
- NPC34 M. americana - - -
- NPC51 M. gouazoubira Ibiuna, SP, Brasil - F
- NPC52 M. americana - - -
- NPC53 M. nemorivaga - - -
- NPC61 M. gouazoubira Guariba, SP, Brasil vida livre M
- NPC62 M. nemorivaga - - -
- NPC64 M. nemorivaga - - -
T277 NPC65 M. gouazoubira Araguaina,TO, Brasil - M
- NPC66 M. gouazoubira llha Solteira, SP, Brasil cativeiro F
T358 NPC79 M. americana*® Regina, Guiana Francesa vida livre M
- NPC82 M. gouazoubira Sete Barras, SP, Brasil vida livre F
T295 NPC88 M. nemorivaga Juina, MT, Brasil - M
- NPC102 M. gouazoubira - - F
- NPC104 M. gouazoubira - - F
T372 NPC106 M. gouazoubira Proximo a Puerto Pinasco, vida livre F
Paraguai
T377 NPC113* M. gouazoubira Préximo a Assungéao, Paraguai  vida livre M
- NPC114 M. nana - - -

*Topotipo.
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Tabela 4. Espécimes com medidas cranianas disponiveis na literatura com sexo,

numero de identificac&o, localidade e fonte do registro.

Espécie sexo n° 1D Localidade Fonte
18778** Empalado Savanna,
M. c. cita Osgood 1912 F ALLEN, 1915
jovem Venezuela
M c. sanctamartae Bonda, Santa Marta,
M 14865 ALLEN, 1915
Allen 1915 Colébmbia
M c. sanctamartae Bonda, Santa Marta,
M 14640~ ALLEN, 1915
Allen 1915 Colébmbia
M c. sanctamartae Bonda, Santa Marta,
M 14645 ALLEN, 1915
Allen 1915 Colébmbia
M c. sanctamartae Bonda, Santa Marta,
M 14643 ALLEN, 1915
Allen 1915 Colébmbia
M c. sanctamartae Bonda, Santa Marta,
M 23478 ALLEN, 1915
Allen 1915 Colébmbia
M c. sanctamartae Bonda, Santa Marta,
F 14642 ALLEN, 1915
Allen 1915 Colébmbia
M c. sanctamartae Bonda, Santa Marta,
F 14646 ALLEN,1915
Allen 1915 Colébmbia
M c. sanctamartae Bonda, Santa Marta,
F 14638 ALLEN, 1915
Allen 1915 Colébmbia
M c. sanctamartae Bonda, Santa Marta,
F 14864 ALLEN,1915
Allen 1915 Colébmbia
M c. sanctamartae Bonda, Santa Marta,
F 23476 ALLEN, 1915
Allen 1915 Colébmbia
M c. sanctamartae Bonda, Santa Marta,
F 23479 ALLEN, 1915
Allen 1915 Colébmbia
M c. sanctamartae Bonda, Santa Marta,
F 23481 ALLEN, 1915
Allen 1915 Colébmbia
M. simplicicornis llliger Tapirapoan, MIRANDA-RIBEIRO,
1815 Mato Grosso, Brasil 1919
M. simplicicornis llliger Pirapéra, Minas Gerais, MIRANDA-RIBEIRO,
1815 Brasil 1919
M. s. koseritz Miranda- MIRANDA-RIBEIRO,
M * Rio Grande do Sul, Brasil

Ribeiro 1919

1919
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M. simplicicornis llliger

Castanha, Mato Grosso,

MIRANDA-RIBEIRO,

1815 Brasil 1919

M. simplicicornis llliger Brasil MIRANDA-RIBEIRO,
1815 1919

M. simplicicornis llliger Brasil MIRANDA-RIBEIRO,
1815 1919

M. simplicicornis llliger Brasil MIRANDA-RIBEIRO,
1815 1919

*espécimes séo holodtipos.
**espécimes sdo paratipos.

4.5 Analise Citogenética
4.5.1 Cultivo Celular

4.5.1.1 Semeadura

Uma vez no laboratério de citogenética do Nucleo de Pesquisa e Conservagéo
de Cervideos (NUPECCE) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), as amostras
de pele foram descongeladas em banho-maria (37°C) até que o meio de congelamento
voltasse ao estado liquido. Em fluxo laminar, lavou-se o fragmento duas vezes com 2,0
mL de PBS (10g NaCl/L + 0,25g KCI/L + 1,44g Na;HPO4.12H,0/L + 0,25g KH,PO4/L)
em placas de Petri descartaveis. O material foi divulsionado mecanicamente com
ldmina de bisturi em uma placa de Petri descartavel contendo 1,0 mL de meio de
cultivo DMEM (1 pacote de Meio Essencial Minimo Modificado de Dulbeco Cultilab™/L
+ 3,7 g de bicarbonato/L + 1,0 mL de sulfato de gentamicina/L + 2,0 mL de anfotericina
B/L, pH 6,8-7,1) em diversos fragmentos de 1 mm?, que foram transferidos para uma
garrafa de cultivo T25 (TPP™) contendo 1,0 mL de meio DMEM e 1,0 mL de soro fetal
bovino (SFB) Cultilab™. A garrafa foi levada para estufa a 5% de CO2 e 37°C por 48
horas sem qualquer movimento (Verma e Babu, 1995).

Apos esse periodo, o meio de cultivo foi trocado e a cultura foi monitorada
diariamente com trocas do meio a cada 48 horas até os fragmentos de pele aderissem
ao fundo do frasco, quando mudou-se a quantidade do meio para 3,0 mL de DMEM
com 30% de SFB. Na ocasido em que os fragmentos comegaram a soltar células, e
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estas ficaram aderidas, trocou-se novamente a quantidade do meio para 5,0 mL de
DMEM com 10% de SFB.

4.5.1.2 Repique

Ao atingir um crescimento adequado da monocamada de células foi realizado o
repique, que consistiu em desprezar o meio "velho" das garrafas, lavar 3 vezes com 2,0
mL de PBS e adicionar 1,0 mL de tripsina (8,0g NaCl/L + 0,4g KCI/L + 0,58 g
NaHCOs/L + 1 g glucose/L + 0,005 g vermelho fenol/L + 0,2 g EDTA/L + 0,5 g
tripsinal/L, pH 7,2-7,4) com incubagdo em estufa a 5% CO2 e 37°C por no maximo 3
minutos. Depois, a cultura foi monitorada em microscépio invertido para verificar se as
células soltaram do fundo do frasco e entdo, imediatamente, a tripsina foi inativada com
200 pL de SFB e 800 pL de DMEM. As células foram transpassadas para outras
garrafas de cultivo dividindo-se o material da garrafa mée entre as garrafas novas, as
quais foram realimentadas da mesma maneira até obter um numero suficiente de

cultivos secundarios.

4.5.1.3 Congelamento de fibroblastos

Das garrafas do repique, duas com maior crescimento celular foram
selecionadas para congelamento de fibroblastos, conforme segue: lavou-se os cultivos
3 vezes com 2,0 mL com PBS, foi feita a tripsinizacdo e inativagado da tripsina e o
conteudo da garrafa foi transferido para um tubo de centrifuga conico estéril. O tubo foi
centrifugado por 5 minutos a 107,3g (800rpm) e o sobrenadante foi descartado.
Adicionou-se 4,0 mL de meio de congelamento de células e o conteudo do tubo foi
dividido em 5 criotubos de 1,5 mL. Novamente adicionou-se 4,0 mL de meio de
congelamento de células lavando o tubo e dividiu-se o conteudo entre os 5 criotubos.
Estes foram deixados 3,5 h na geladeira, 30 minutos no vapor de nitrogénio liquido e

depois foram armazenados em botijdo no banco criogénico do NUPECCE.

4.5.1.4 Colheita de células

Ao apresentarem confluéncia, as células das garrafas foram colhidas
realizando-se a pré-tripsinizagcdo um dia antes da colheita. Trinta horas apos a pré-
tripsinizagdo, sucedeu-se a colheita: uma hora antes, adicionou-se 60,0 pL de
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colchicina (16 ug/mL) Cultlab™ em cada frasco com posterior incubagéo em estufa a
5% de CO2 a 37°C por sessenta minutos, para impedir a formacéo do fuso acromatico
e bloquear a divisao celular na metafase. Depois, realizou-se a tripsinizagado para que
as células se dissociassem dos frascos. O conteudo do frasco foi transferido para um
tubo de centrifuga coénico, centrifugado por cinco minutos a 107,3 g (800 rpm) e o
sobrenadante descartado. O sedimento foi ressuspendido em 10 mL de solugao
hipotonica (KCI 0, 067M) e incubado em banho-maria por vinte minutos, com
pipetagem constante. Apds a incubacgao, foi feita a pré-fixagdo adicionando-se trés
gotas de fixador (solugdo de metanol e acido acético 3:1), centrifugagédo a 241,4 g
(1200rpm) por 5 minutos e descarte do sobrenadante. Em seguida, procedeu-se com a
fixagcdo adicionando-se 6,0 mL de fixador, pipetagem do material, centrifugacao a 241,4
g (1200rpm) por 5 minutos e descarte do sobrenadante. O mesmo procedimento foi
feito mais duas vezes, com 4,0 mL e 3,0 mL.

Finalmente, as preparagcdes cromossdmicas foram fixadas em 1,0 mL de fixador

e armazenadas a -5°C para serem utilizadas na preparac¢ao de laminas.

4.5.2 Preparacédo das laminas
As laminas foram preparadas pelo método vapor-halito, dando uma baforada
sobre a mesma e pingando 2 gotas da preparagdo cromossémica, deixando secar a

temperatura ambiente.

4.5.3 Coloragéo convencional Giemsa

As laminas foram coradas com 3,0 mL de tampao fosfato 0,01M (1,36 g
KH2PO4/L + 1,42 g Na,HPO4/L) e 0,1 mL de corante Giemsa (2,0 g de Giemsa + 108,0
mL de glicerina + 168,0 mL de metanol)/lamina por 5 minutos. Cinquenta metafases
foram analisadas para se verificar o numero dipldide de cromossomos (2n) exato do

espéecime.

4.5.4 Biometria Cromossbémica

Para a classificacao cromossémica, foi selecionada a melhor metafase do animal
por coloragcdo convencional e, posteriormente, realizou-se as medidas utilizando o
pacote LEVAN (SAKAMOTO; ZACARO, 2009) do software ImageJ (RASBAND, 2016).
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Os cromossomos foram medidos a partir do centrdmero até o teldmero, e com base
nesses dados, foi estimada a raz&o entre bragos (r = brago longo/ brago curto). De
acordo com o valor de r os mesmos foram classificados como metacéntricos (1=r<1,7),
submetacéntricos (1,7<r<3) ou acrocéntricos (r>3) (LEVAN; FREDGA; SANDBERG,
1964). O comprimento relativo (CR) dividiu os pares cromossdmicos em grupos: grupo
A (grandes cromossomos de dois bragos, CR=6%), grupo C (pequenos cromossomos
de dois bragos, CR<6%), grupo D (grandes cromossomos de um brago, CR=5%),
grupo E (pequenos cromossomos de um brago, CR<5%) e grupo B (cromossomos B,
CR<1,5%).

4.5.5 Bandas G (SEABRIGHT, 1971, modificada)

No procedimento da Banda G, as laminas foram previamente envelhecidas na
estufa a 37°C durante uma semana. Apdos o envelhecimento, estas foram mergulhadas
em solugédo 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 ap6s
as laminas secarem, as mesmas foram coradas com solu¢do 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.

4.5.6 Bandas C (SUMNER, 1972)

As laminas, previamente coradas com coloragdo convencional Giemsa, foram
mergulhadas em solugdo de acido cloridrico HCL (0,02N) por vinte minutos a
temperatura ambiente e, em seguida foram lavadas com agua destilada. Depois, foram
incubadas em solugédo de hidroxido de bario (0,07N) em banho-maria a 40°C durante
12 minutos e, lavadas novamente com agua destilada. Em seguida, as mesmas foram
incubadas em solugao salina concentrada 2xSSC (17,53g de NaCl + 8,82g de NasCs
H507-2H,O + 500mL de agua destilada) por 2 horas a 56°C. Finalmente, as laminas
foram enxaguadas com agua destilada e coradas com Giemsa (2g de Giemsa + 108mL
de glicerina + 168mL de metanol) a 2% em tampéo fosfato (0,01M, pH6,8) por 25

minutos.
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4.5.7 Coloragdo Ag-RON (HOWELL; BLACK, 1980)

Em uma lamina foram pingadas duas gotas de nitrato de prata a 50% e uma
gota de solugao coloidal reveladora (1g de gelatina P.A. em 50 mL de agua deionizada
+ 0,5 mL de acido férmico) e colocou-se uma laminula sobre a preparagdo. A lamina
foi colocada em placa de Petri com papel absorvente embebido em agua, sendo
aquecida a 56°C em estufa, por 4 a 5 minutos até obter uma coloracdo dourada. Apds
isso, a mesma foi mergulhada em agua destilada para retirada da laminula, sendo
depois lavada com agua corrente e analisada ao microscopio.

As laminas submetidas as técnicas de bandamento cromossémico foram
analisadas e fotografadas em um microscopio Olympus CX31, em objetiva de 100x ou
60x, com uma camera digital Olympus Camedia C5060. Todas as imagens foram
editadas com o auxilio do programa Adobe Photoshop CS6.

4.6 Analise Filogenética

4.6.1 Extracédo de DNA

A extracao de DNA gendmico foi feita a partir de amostras musculo utilizando-se
um protocolo modificado de extragédo de linfécitos, conforme segue: Lavar o tecido com
1 mL de solucéo salina para retirar o alcool, passar no vortex, centrifugar a 6000 rpm e
descartar. Adicionar 300 uL de Lise Il (Tris/HCI 0,01M pH 8,5 + KCI 50 mM + MgCl» 2,5
mM + NP-40 0,45% + Tween 20 0,45%) e 10-15 pL de Proteinase K (20 mg/mL), agitar
no vortex e incubar a 65°C até digerir o tecido. Ir passando no vértex frequentemente.
Incubar a 37°C overnight para estabilizar o meio. Aliquotar 100 yL de cada amostra,
adicionar 10 pyL de acetato de sédio (0,3M) e agitar no voértex. Adicionar 300 uL de
etanol absoluto gelado, mexer por inversdo. Deixar no minimo 2 horas no freezer,
agitar por inversdo e centrifugar a 14000 rpm por 10 minutos. Desprezar o
sobrenadante, lavar com 500 pL de alcool 70%, centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm,
descartar o sobrenadante e deixar secar o pellet. Depois que o pellet estiver seco,
adicionar 100 uL de TE (Tris/HCI 10mM + EDTA 1mM, pH 8,0).
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4.6.2 Quantificagdo do DNA
A quantificacdo do DNA foi realizada pelo aparelho QuantiFluor® dsDNA
(Promega™).

4.6.3 Amplificacdo, purificagdo e sequenciamento de genes mitocondriais e
nucleares

Para as analises filogenéticas foram amplificados trés fragmentos do DNA
mitocondrial: citocromo B (Cytb), regido controle (D-loop) e citocromo oxidase
subunidade | (COI). As caracteristicas dos marcadores sao exibidas na Tabela 5.
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Tabela 5. Genes utilizados, oligonucleotideos iniciadores e suas sequéncias, tamanho do fragmento amplificado (pb),
temperatura de anelamento e fonte dos iniciadores.

Oligonucleotideo

Gene iniciador Sequéncia Tamanho T°C Fonte
(Forward/ (5'-3") (pb) anelamento
Reverse)
FARH TCCAATAGTAATAAAGGGGTGTTCA DUARTE;
660 5400 GONZALEZ,
FARL CCATGAGGACAAATATCATTCTGTA MALDONADO;
Cytb 2008
L14724 AAAAAGCTTCCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA 480 540G KOCHER et al.,
H15149 AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA 1989
D - loop DL-H16340 CAATTCCCGGTCTTGTAAACC 660 5190 VILA et al.. 1999
Thr-L15926 CCTGAAGTAGGAACCAGATG
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG . FOLMER et. al,
COl 658 54°C
HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATA 1994
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Os fragmentos de DNA foram amplificados em termociclador Biorad™ usando
uma reagao de PCR padrdo, conforme segue: 300uM de dNTPs, 1,5mM de MgCl,
Tampao 1x (200mM Tris-HCI pH 8,4; 500mM KCI), 1U de Tag DNA polimerase, 20
pmol do iniciador forward, 20 pmol do iniciador reverse, 6-10 ng de DNA, em um
volume final de 30 yL. O programa de temperaturas da reagéao foi: ciclo inicial de 5 min
a 94° para a desnaturagcdo do DNA; 30 ciclos de: 94° por 1 min, temperatura de
hibridizagao especifica de cada par de iniciadores (Tabela 5) 45-75 seg, 72° por 1 min,
com uma extensédo final de 72° por 7 minutos Em todas as reagdes foram incluidos
controles negativos para verificar a possibilidade de contaminagéo.

Apo6s a amplificagdo, os produtos da PCR foram corados com GelRed™
(Biotium), submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% e, sob transiluminador de
luz ultravioleta 302 nm (BioAgency), fotodocumentados e analisados. A purificagdo dos
produtos da PCR foi feita com o kit Wizard SV gel and PCR Clean-Up System
(Promega™) e em seguida foi feito o sequenciamento utilizando-se o Kit ABI BigDye
Terminator (Applied Biosystems) em sequenciador automatico ABI 3130xI (Applied
Biosystems).

4.6.4 Analise dos eletroferogramas e alinhamento

Os eletroferogramas das sequéncias obtidas foram inspecionados utilizando o
programa CodonCode Aligner (CodonCode Corporation, www.codoncode.com). As
sequéncias forward e reverse de cada amostra foram alinhadas junto com uma
sequéncia referéncia e, levando-se em conta a qualidade do sequenciamento de cada
posicéo, foi determinado o consenso. No caso do Cytb, em que dois iniciadores foram
utilizados, as sequéncias dos dois fragmentos (660 e 480 pb) foram concatenadas. As
sequéncias consenso do topdtipo se encontram no Apéndice C.

No software MEGA 7 (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016) foram elaboradas
quatro matrizes: Cytb, COIl, D-loop e outra dos trés fragmentos do DNA mitocondrial
concatenados (COIl, Cytb, D-loop), as quais eram compostas pelas sequéncias
consenso e outras amostras obtidas em bases de dados mundiais (GenBank) e no
banco de dados do NUPECCE. As matrizes foram alinhadas com o algoritmo MAFFT
(KATOH; STANDLEY, 2013). Os taxons Capreolus capreolus e Rangifer tarandus
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foram utilizados como grupo externo nas analises filogenéticas. As amostras utilizadas

encontram-se na Tabela 6.



Tabela 6. Amostras utilizadas nas analises filogenéticas:
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ID Espécie Origem Cytb COl D-loop Concatenada N°de acesso Fonte
Préximo a Assuncéo,
T377** . gouazoubira X X X X - -
Paraguai
Préximo a Assuncao,
P1 . gouazoubira X X X X - -
Paraguai
Préximo a Assuncao,
P2 . gouazoubira X X X X - -
Paraguai
Proximo a Puerto Pinasco,
T372 . gouazoubira X - - - -
Paraguai
DUARTE; GONZALEZ;
T112 . gouazoubira Sao Paulo X - - - DQ789202
MALDONADO, 2008
DUARTE; GONZALEZ;
T101 . gouazoubira Parana X - - - DQ789200
MALDONADO, 2008
DUARTE; GONZALEZ;
T69 . gouazoubira Parana X - - - DQ789229
MALDONADO, 2008
DUARTE; GONZALEZ;
Msg001 . gouazoubira La Valleja, Uruguai X - - - DQ789179
MALDONADO, 2008
DUARTE; GONZALEZ;
Msg14 . gouazoubira Santa Cruz, Bolivia X - - - DQ789181
MALDONADO, 2008
DUARTE; GONZALEZ;
Msg40 . gouazoubira - X - - - DQ789183

MALDONADO, 2008
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DUARTE; GONZALEZ;

Msg43 M. gouazoubira Piedade, Sao Paulo, Brasil X - - - DQ789184
MALDONADO, 2008
Salto de Pirapora, Sao Paulo, DUARTE; GONZALEZ;
Msg45 M. gouazoubira X - - - DQ789185
Brasil MALDONADO, 2008
DUARTE; GONZALEZ;
Msg53 M. gouazoubira Parana, Brasil X - - - DQ789186
MALDONADO, 2008
Florianépolis, Santa Catarina, DUARTE; GONZALEZ;
Msg61 M. gouazoubira X - - - DQ789188
Brasil MALDONADO, 2008
DUARTE; GONZALEZ;
Msg64 M. gouazoubira Tucuman, Argentina X - - - DQ789189
MALDONADO, 2008
DUARTE; GONZALEZ;
Msg325 M. gouazoubira Maldonado, Uruguai X - - - DQ789182
MALDONADO, 2008
DUARTE; GONZALEZ;
Msg330 M. gouazoubira Tacuarembd, Uruguai X - - - DQ789183
MALDONADO, 2008
DUARTE; GONZALEZ;
Msg1730 M. gouazoubira Maldonado, Uruguai X - - - DQ789183
MALDONADO, 2008
KT626629-
M. gouazoubira SP, Brasil - CARNIELI et al., 2016
SP80-85 X - - 34
T314 M. gouazoubira Pantanal,Brasil X X X X KJZZ2514* CAPARROZ et al, 2015
MRGMsp2t M. gouazoubira Colébmbia X X X X JN632658* HASSANIN et al., 2012
T359 M. nemorivaga Guiana Francesa X X X X - NUPECCE
T358 M. americana Guiana Francesa X X X X - NUPECCE
DUARTE; GONZALEZ;
T053 M. nana Curitiba, PR - - - DQ789227
X MALDONADO, 2008
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TO71

M. bororo

Barra do Turvo, PR

DQ789231

DUARTE; GONZALEZ;
MALDONADO, 2008

AMNH 66741

M. rufina

Pichincha, Equador

KR107039

GUITIERREZ et al., 2015

FMNH20197

M. bricenii

Mérida, Venezuela

KR107036

GUITIERREZ et al., 2015

ANIMAYAO06

M. pandora

México, Yucatan

KC146954

ESCOBEDO-MORALES
et al. 2016

821, ECOSCM

M. temama

México, Chiapas

KC146956

ESCOBEDO-MORALES
et al. 2016

BMNH
1967.1362

M. chunyi

Chiquis, Peru

LT546655

HECKEBERG et al., 2016

Ozotoceros

bezoarticus

JNG632681+

HASSANIN et al., 2012

Odoicoleus

virginianus

NC015247*

SEABURY et al. 2011

MRGBd8

Blastocerus

dichotomus

Bolivia

JN632603*

HASSANIN et al., 2012

MRGHa9

Hippocamelus

antisensis

Argentina

JN632646*

HASSANIN et al., 2012

Capreolus capreolus

KJ681491*

MATOSIUK et al., 2014

Rangifer tarandus

NC007703*

*mitogenoma

**topétipo
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4.6.5 Analises Filogenéticas

4.6.5.2 Selegcdo do melhor modelo evolutivo

Através do programa jModelTest (POSADA; CRANDALL, 1998) no servidor
online CIPRES (MILLER et al., 2010), foi selecionado o melhor modelo de evolugao
de nucleotideos para a analise bayesiana utilizando-se o critério AIC (Akaike
Information Criterion) (BURNHAM; ANDERSON, 2002).

4.6.5.3 Maxima Verossimilhanga
A analise foi feita no programa PhyML (GUINDON; GASKUEL, 2003) com
5000 réplicas de bootstrap. O melhor modelo evolutivo para esta analise também foi

selecionado no mesmo programa.

4.6.5.4 Inferéncia Bayesiana

A analise foi rodada no programa MR. BAYES 3 (HUELSENBECK;
RONQUIST; 2001), no servidor online CIPRES (MILLER et al., 2010), com
10.000.000 geragdes com 4 réplicas e uma temperatura de 0,05. A frequéncia de
amostragem foi de 1 arvore a cada 1.000 passos, com burnin de 25%. Foi calculada
a probabilidade posterior como medida de suporte.

5. RESULTADOS

5.1 Pesquisa da localizagao do holétipo

As espécies descritas por Azara (1801, 1802) ndo possuem holétipo porque
no momento de coleta e observagdo das mesmas o autor se encontrava no Vice
Reino do Rio da Prata, local sem infra-estrutura naquele periodo e que n&o possuia
instituicbes que abrigasem colegdes naturais. Sendo assim, 0 engenheiro enviava

seus espécimes em navios para o entdo Real Gabinete, museu renomado da
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metropole, Espanha (AZARA, 1802). Como n&o tinha conhecimento de técnicas
especificas para esta finalidade e devido as altas temperaturas e condigbes
ambientais locais, Azara n&o conseguia preservar seus espécimes, especialmente
os mamiferos, e somente ha registros de um mamifero ("Muycure", terceira espécie)
e de cerca de 400 passaros enviados por ele, ambos preservados em potes de vidro
com aguardente (AZARA, 1802). Atualmente, ndo se encontra nenhum animal
enviado por Azara no Museo Nacional de Ciencias Naturales de Madrid® (antigo
Real Gabinete).

A descri¢ao valida para a espécie, de Fischer (1814), foi embasada no relato
de Azara e por isso, nao foi estabelecido um tipo.

Em vista disso, foi feita uma pesquisa visando confirmar que o holétipo de
Azara realmente nao existe e também descartar a possibilidade de existéncia de um
neotipo.

As buscas foram feitas em instituicdes reconhecidas mundialmente, e que
disponibilizam a base de dados de suas cole¢gdes on-line: Muséum National
d'Histoire Naturelle (Paris), Natural History Museum (Londres), National Museum of
Natural History1 (Smithsonian, Nova lorque), American Museum of Natural History2
(AMNH, Nova lorque); em museus na regido do Vice Reino do Rio da Prata: Museo
Nacional de Historia Natural del Paraguay® (Paraguai), Fundacién de Historia Natural
Félix de Azara* (Argentina), Museu Nacional de Historia Natural® (Uruguai); no
museu no qual Fischer (1814) era diretor (Zoological Museum of Moscow
University®, Rissia) e no antigo Real Gabinete (Museo Nacional de Ciencias

* UDWIG, C; GARDNER, A. L. (National Museum of Natural History Smithsonian,
Nova lorque, Estados Unidos). Comunicagao Pessoal, 2015

2*WESTWIG, E. (American Museum of Natural History, Estados Unidos).
Comunicagao Pessoal, 2015.

3*RIOS, S. (Museo Nacional de Historia Natural del Paraguay, Paraguai).
Comunicagao Pessoal, 2015.

4+*BOGAN, S. (Fundacién de Historia Natural Félix de Azara, Argentina).
Comunicagao Pessoal, 2015.

5*GONZALEZ, E. (Museu Nacional de Historia Natural, Uruguai). Comunicagéo
Pessoal, 2015.

6* KRUSKOP, S. V. (Zoological Museum of Moscow University, Russia).
Comunicagao Pessoal, 2015.
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Naturales de Madrid”®, Espanha). N&o foi encontrado nenhum registro do holétipo
de Azara e nem de nedtipos, permitindo assim, a designagcdo de um nedtipo para

esta espécie.

5.2 Morfologia, biometria e craniometria

Descricdo emendada de Mazama gouazoubira Fischer, 1814
(MAMMALIA, CERVIDAE) baseada em um macho jovem: Dorso da cabega com
coloragdo geral cinza salpicado de dourado e mais dourado lateralmente. Mancha
mental e nasal presente (Figura 11C e 10B, respectivamente). Faixa rostral marrom
escuro em diregdo posterior até o botdo dos chifres (Figura 12C). Faixa orbital
superior e inferior, presentes, amarelo claro salpicado de marrom (Figura 10B).
Mancha superciliar presente (Figura 12C). Presenga de tufo de pelos frontais (Figura
12C). Orelhas grandes, arredondas na ponta, sua borda interna branca, com
pelagem amarela na borda lateral inferior e branca nas pregas e na borda medial
inferior, onde o pelo € mais comprido. Borda lateral inferior externa das orelhas bege
claro e marrom claro/cinza escuro em diregao as extremidades. Coloracdo dorsal
marrom escuro acinzentado no pescogo até a regido anterior do corpo e
posteriormente marrom escuro salpicado de dourado (Figura 12A) e mais clara nos
flancos, onde a pelagem é mais comprida e alguns pelos sdo amarelo claro, quase
brancos. Auséncia de pelos antevertidos na nuca. Ancas com coloragdo igual do
dorso, porém mais intensa. Regido mais posterior das ancas e dorso da cauda de
coloragdo homogénea marrom-alaranjada intensa e com pelos mais compridos
(Figura 12B). Ventre da cabeca bege bem claro, da cor da borda lateral inferior
externa das orelhas. O pescogo da mesma cor de seu dorso, mas, salpicado de
dourado, com este padrao até o inicio do térax. Parte final do térax, marrom intenso;
abdbémen, amarelo claro opaco e regido inguinal branca. Regido perianal e ventre da
cauda branco puro (Figura 11B). Area proximal externa dos membros da cor do

7*RODRIGUEZ, A. L. G. (Museo Nacional de Ciencias Naturales de Madrid,
Espanha). Comunicag¢ao Pessoal, 2015.

8* RODRIGUEZ, J. B. (Museo Nacional de Ciencias Naturales de Madrid, Espanha).
Comunicagao Pessoal, 2015.
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dorso do pescoco e na parte distal, dourado escuro. Nos membros anteriores, em
cima da articulagdo umero-radio-ulnar, presengca de mancha dourado escuro (Figura
10A). Parte interna dos membros de cor amarelo opaco, mais escuro que o ventre, e
mais intensa distalmente. Presenga de tufo de pelos curtos antevertidos na regiao
tarsal (Figura 11B), alguns destes, de cor branca na regiao do jarrete.

Localizagao do registro: 17 km em linha reta de Assun¢ao, Paraguai.
Coordenadas geograficas do ponto de coleta: 25°09'50.96"S e 57°45'4.50"O
Depositado em: Museu Cervidologico do Nucleo de Pesquisa e Conservagao de
Cervideos (NUPECCE) - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) -
Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho"- Campus de
Jaboticabal/SP.

N° de tombo: NPC 113

Sinonimias: Serdo consideradas sinonimias somente nomes embasados na
descricdo de Azara, que sao: Cervus simplicicornis llliger 1815; Cariacus (Coassus)
simplicicornis Brooke 1878; Subulo simplicicornis Pelzeln 1883; Cervus (Coassus)
simplicicornis |hering 1894; Mazama simplicicornis Miranda-Ribeiro 1919; Azarina

fusca Larranaga 1923 e Mazama gouazoubira Hershkovitz, 1951.



Figura 10. Vista lateral do topétipo de Mazama gouazoubira. (A) Em detalhe, mancha dourado escuro

cobrindo articulagdo Uumero-radio-ulnar. (B) Faixa orbital superior (a) e inferior (b), mancha
nasal (c) (Foto: J. M. B. Duarte).




Figura 11. (A) Vista ventral do topoétipo de Mazama gouazoubira. (B) Em detalhe, tufo de pelos

antevertidos na regido tarsal. (C) Mancha mentoniana (a) (Foto: J. M. B. Duarte).




Figura 12. (A) Vista dorsal do topodtipo de Mazama gouazoubira. (B) Ancas e dorso da cauda com

coloragdo marrom-alaranjada intensa (C) Tufo de pelos frontais (a), mancha superciliar (b)
e faixa rostral (c) (Foto: J. M. B. Duarte).
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A seguir, é apresentada a pele taxidermizada do topdtipo (Figura 13), também

utilizada na descrigdo morfoldgica, e suas medidas biométricas (Tabela 7).

Figura 13. Pele taxidermizada do topétipo de Mazama gouazoubira, n° de tombo: NPC113.
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Tabela 7. Medidas biométricas do topotipo de Mazama gouazoubira (em mm,
massa em kg).

Comprimento da cabega: 190 Comprimento do corpo: 700

Largura da cabeca: 78 Abdbémen: 610

Comprimento da orelha: 103 Comprimento do testiculo direito: 45
Distancia entre olhos: 48 Comprimento do testiculo esquerdo: 42
Mandibula: 715 Diametro do testiculo direito: 195
Perimetro do pescoco: 230 Diametro do testiculo esquerdo: 200
Torax: 540 Metatarso: 210

Altura: 520 Comprimento da cauda: 108

Metacarpo: 135
Massa: 15,5

A seguir é apresentado o cranio mascerado do topoétipo de M. gouazoubira
(Figura 14), suas medidas cranianas (Tabela 8) e do pds-crénio (Tabela 9).
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Figura 14. Vista frontal, ventral e lateral esquerda, respectivamente, do cranio do topoétipo de Mazama

gouazoubira.
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Tabela 8. Medidas cranianas (em mm) do topétipo de Mazama gouazoubira, de

acordo com DRIESCH (1976).

1) Comprimento total: 165,91
2) Comprimento céndilo-basal: 157,14

3) Comprimento basal: 147,02

4) Comprimento curto do cranio: 102,44

5) Pré-molar - prosthion: 46,25
6) Eixo base-cranial: 19,67

7) Eixo base-facial: 127,19
9) Comprimento vicero-craniano: 75,68

10

11
12
13

Comprimento frontal mediano: 99,87

Lambda - nasal: 91,09

Lambda - rhinion: 130,70

Lambda - prosthion: 156,21

14) Acrocranio: 117,51

15) Maior comprimento dos nasais: 44,2
16) Comprimento facial - lateral curto:
77,65

17) Comprimento palatal mediano: 97,1
18) Comprimento palatal - oral: 66,62
19) Comprimento lateral do pré-maxilar:
41,3

— N e N N N

20) Distancia corrida de dentes: 53,33
21) Comprimento da linha molar: 30,86
22) Comprimento da linha pré-molar:
29,02

23) Maior comprimento interno da 6rbita:
28,46

24) Maior altura interna da orbita: 26,55
25) Maior largura do mastoide: 65,98

26) Maior largura dos condilos occipitais:
33,15

27) Maior largura das bases do processo
para-occipital: 37,99

28) Maior largura do foramen magno:
14,37

31) Menor largura frontal: 53,87

32) Maior largura entre as orbitas: 54,29
33) Menor largura entre as orbitas: 40,49
34) Largura do zigomatico: 73,67

35) Maior largura entre os nasais: 15,90

36) Maior largura entre o pré-maxilar:
20,83

37) Maior largura palatal: 55,18
38) Basion - ponto mais alto da crista
nucal superior: 38,31

*Os numeros das medidas correspondem aos adotados por DRIESCH (1976).

Tabela 9. Medidas do pés-cranio (em mm) do topotipo de Mazama gouazoubira, de

acordo com DRIESCH (1976).

Atlas

Comprimento maior (GL) 33,74
Maior largura entre as asas (GB) 40,91
Maior largura da face articulada cranial (BFcr) 34,64
Maior largura da face articulada caudal (BFcd) 30,89
Axis

Comprimento maior na regido do corpo (LCDe) 50,43
Maior largura da face articulada cranial (BFcr) 30,97
Maior largura da face articulada caudal (BFacd) 28,8
Sacro

Comprimento maior, do lado ventral (GL) 55,62
Maior largura, entre as asas (GB) 29,53
Escapula

Altura ao longo da espinha (HS) 105,14
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Comprimento maior do processo glenoide (GLP) 20,02
Umero

Comprimento maior (GL) 119,26
Maior largura da epifise proximal (Bp) 19,08
Radio

Comprimento maior (GL) 119,22
Largura da epifise proximal (Bp) 21,52
Largura da epifise distal (Bd) 17,70
Ulna

Comprimento maior (GL) 138,89
Comprimento do olécrano (LO) 22,10
Pélvis

Comprimento maior (GL) 157,14
Fémur

Comprimento maior (GL) 148,24
Largura da epifise proximal (Bp) 31,20
Largura da epifise distal (Bd) 24 .56

*As abreviaturas das medidas correspondem as adotadas por DRIESCH (1976).

Nas analises de componentes principais das medidas biométricas e
cranianas, machos e fémeas foram colocacados na mesma matriz e também em
matrizes separadas e, como né&o foi observado dimorfismo sexual, ambos os sexos
foram incluidos na mesma matriz.

O escatograma dos dois primeiros componentes da PCA de onze medidas
biométricas (Figura 15A) mostrou um aglomerado principal de pontos que contém as
espécies M. gouazoubira, M. nana e M. nemorivaga, sobrepostas. As espécies M.
bororo e M. americana tiveram posi¢cao externa desse aglomerado central de pontos
e, portanto, conseguiram ser mais distinguiveis em relagdo as outras espécies,
apesar de nao totalmente.

Os dois primeiros componentes principais acumularam 87,38% da variancia
da matriz de dados (Tabela 10). Pelo fato das medidas perimetro do térax e
comprimento do corpo terem as maiores cargas no primeiro componente (PC1) e
uma vez que a maior parte da variagao entre individuos é devida ao tamanho, é
possivel interpretar a variagao representada por este componente como relacionada
a esse fator. As medigcdbes com maiores cargas no segundo componente (PC2)
foram as mesmas que em PC1, e, pela diferenca de sinal presente entre as cargas
destas medidas neste componente, o0 mesmo pode ser chamado de contraste de

perimetro do térax com comprimento do corpo.
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A arvore de distancia (Figura 15B), construida pelo método UPGMA utilizando
os caracteres morfologicos, assim como na PCA, mostrou sobreposi¢gao de amostras
de diferentes espécies do género Mazama, n&o sendo capaz de diferencia-las.

Nas analises biométricas, o topoétipo, apesar de ser juvenil, e o paratipo
(T372) tiveram posi¢des dentro da variabilidade de M. gouazoubira.

Tabela 10. Cargas das medidas biométricas nos dois primeiros componentes

principais da PCA:

Medidas PC 1 PC 2
Massa 0.48819 -0.05689
Comprimento da cabega 0.12421 0.039574
Largura da cabeca 0.04211 -0.017099
Comprimento da orelha 0.041624 0.061001
Distancia entre olhos 0.015423 -0.0043444
Comprimento do metacarpo 0.075853 0.10227
Altura 0.35767 0.27482
Comprimento do corpo 0.52924 0.58363
Comprimento da cauda 0.062341 0.072491
Comprimento do metatarso 0.11949 0.11369
Perimetro do térax 0.55728 -0.73917
% da variancia 75,60% 11,78%




61

@
. [ ]
° O
T T T = Topétipo
16 248 32 m40
(V] .
- .M. americana
(0]
§ o BIm. bororo
€
8 M. nana
.M. nemorivaga
[ ] .
@ V. gouazoubira
Paratipo
Component 1
Ejzé%— CONANNOMWN OO CONNM C!)"E wwmhoﬂomE '_ '_ 2222 wO(’)EEEEEEV\wa
SRR TSRS S S S S T ST S SR RS A SeEos S N ]
. % %&ﬂw
"
124
o 167
é 20
= 24
284
324
364
40-

Figura 15. Escatograma dos dois primeiros componentes da PCA (A) e arvore de distancia obtida pelo
método UPGMA (B) de onze medidas biométricas tomadas de espécimes de M.
gouazoubira, incluindo seu topétipo (posicéo indicada pela seta) e de outras espécies do
género Mazama (M. americana, M. bororo, M. nana e M. nemorivaga).

O escatograma dos dois primeiros componentes da PCA de cinco medidas
cranianas (comprimento total, comprimento do nasal, distancia corrida de dentes,
comprimento da linha molar e largura do arco zigomatico) (Figura 16), ndo foi capaz
de distinguir as espécies M. gouazoubira, M. nemorivaga, M. bororo, M. nana, M.
cita e M. simplicicornis. Somente M. americana, mostrou-se marcadamente

distanciada dos demais pontos.
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O primeiro e segundo componentes, juntos, mostraram 90,43% da variancia
encontrada nos dados (Tabela 11). O primeiro componente (PC1) foi interpretado
como um eixo que representou o tamanho. As medidas comprimento total e
comprimento do nasal tiveram as maiores carga em PC1. O segundo componente
(PC2) teve as medigdes comprimento do nasal e distancia corrida de dentes com as
maiores cargas, sendo que a primeira medida apresentou carga negativa, e a outra,
positiva, e, por isso, pode ser chamado de contraste entre comprimento do nasal e
distancia corrida de dentes.

A arvore de distancia (Figura 16), construida pelo método UPGMA utilizando
caracteres morfolégicos cranianos, mostrou dois clados principais, um composto por
M. americana e outro que contém o topétipo, M. nemorivaga, M. bororo, M. cita, M.
simplicicornis e todos os outros espécimes de M. gouazoubira analisados.

Nas analises craniométricas, o topdtipo, apesar de ser juvenil, e o paratipo

(T372), tiveram posicdes dentro da variabilidade de M. gouazoubira.

Tabela 11. Cargas das medidas craniométricas nos dois primeiros componentes
principais da PCA:

Medidas PC 1 PC 2
Comprimento total 0.81616 0.16626
Comprimento do nasal 0.40859 -0.81855

Distancia corrida de dentes 0.22179 0.396
Comprimento da linha molar 0.13461 0.31308
Largura do arco zigomatico 0.31564 0.21793

% da variancia 81,71% 8,72%
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Figura 16.

Escatograma dos dois primeiros componentes da PCA (A) e arvore de distancia obtida pelo

método UPGMA (B) de cinco medidas cranianas de trinta individuos do Museu Cervidoldgico

do NUPECCE, incluindo o topétipo de Mazama gouazoubira (evidenciado pela seta), e de

medidas disponiveis na literatura de M. cita e M. simplicicornis.
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5.3 Citogenética

O topdtipo coletado ndo apresentou o padrao esperado para M. gouazoubira
(2n=70, NF=70) devido a presenga de rearranjos cromossdmicos. O animal
apresentou sindrome de Klinefelter, uma monossomia do cromossomo 7 e fuséo
X;16, gerando o cariétipo 2n=69 Rb(X;16)XY -7 e NF=70 (Figura 17).

Através da biometria, os cromossomos foram classificados de acordo com o
seu comprimento relativo de bragos (CR), sendo todos pertencentes ao grupo E

(pequenos cromossomos de um brago).

" " " ll H t N N N M

E

(l “ ll .l ﬁ N b ﬂ N M
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31 32 33 34

E X;16 X Y

Figura 17. Caridtipo do topodtipo de M. gouazoubira (2n=69 Rb(X;16)XY -7, NF=70) sob coloracao

convencional Giemsa.

O bandamento C mostrou blocos de heterocromatina constitutiva na regido
pericentromérica de todos os cromossomos autossémicos (Figura 18). O X também
apresentou este padrédo (no X translocado este bloco € muito maior que no X
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normal) e uma discreta marcacédo de heterocromatina intersticial (Figura 19, A e B).

Tal caracteristica é vestigio de um rearranjo ocorrido no ancestral e € exclusiva do

cromossomo X nesta espécie, 0 que corrobora seu envolvimento na translocacgao

Robertsoniana. O Y apresentou-se eucromatico.
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Figura 18. Caridtipo do topdtipo de M. gouazoubira T377 (2n=69 Rb(X;16)XY -7; NF=70) sob
bandamento C.
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Figura 19. Metafases sob bandamento C evidenciando discreta marcagédo heterocromatica intersticial
no cromossomo X. (A) e (B) Topétipo de M. gouazoubira (2n=69 Rb(X;16)XY -7; NF=70).
(C) e (D) Paratipos (E e T372, respectivamente, ambos 2n=70 e NF=70).

Com a coloragcdo Ag-NOR foi observado que a regido organizadora do
nucléolo esta localizada na regido telomérica de 3 cromossomos: no par 1 e em um
cromossomo do par 2 (Figura 20). Com menor frequéncia, também foi encontrado
metafases com marcacbes em cinco e quatro cromossomos, respectivamente
(Figura 21A). Pela auséncia de regies organizadoras do nucléolo no cromossomo
translocado, foi possivel concluir que este nao se tratava de um cromossomo do par

1, os quais, com excegado dos sexuais, sdo os maiores do lote. Nos paratipos (E e
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T372), a coloragdo seguiu o padrao mais frequentemente observado e marcou 4
cromossomos (Figura 21, B e C).

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

31 32 33 34

E X;16 X Y

Figura 20. Cariétipo do topétipo de M. gouazoubira (2n=69 Rb(X;16)XY -7; NF=70) sob coloragcdo Ag-

RON com trés regides organizadoras de nucléolo.
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Figura 21. Metafases sob coloragao Ag-RON. (A) Topoétipo de M. gouazoubira (2n=69 Rb(X;16)XY -7;
NF=70) com cinco regides organizadoras de nucléolo. (B) e (C) Paratipos (E e T372,

respectivamente, ambos 2n=70 e NF=70) com quatro regiées organizadoras de nucléolo.

A técnica de bandamento G permitiu o pareamento correto dos cromossomos
homologos, a identificagdo de aberragbes cromossOmicas e dos cromossomos
envolvidos nos rearranjos.

A comparagdo do padrao de bandas G do topdtipo com o idiograma de
bandamento G da espécie (NEITZEL, 1987) (Figura 22 e 23A) e com dois paratipos
(E e T372, Figura 23B e 24), sugere o envolvimento do X e do autossomo 16 na
translocacdo Robertsoniana. Por meio da comparacdo, também foi possivel
confirmar que o espécime tem dois cromossomos X e, portanto, € portador da
sindrome de Klinefelter (Figura 23, B e D). Comparando-se o padrédo de bandamento
G do cromossomo monossdmico com o idiograma da espécie, pode-se identifica-lo
como sendo o 6, porém, no idiograma do topotipo, este cromossomo € o 7 (Figura
23 C e Figura 24).
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Figura 22. Caridtipo do topdtipo de M. gouazoubira T377 (2n=69 Rb(X;16)XY -7, NF=70) sob

bandamento G.
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Figura 23. Comparacéo entre o padrdo de bandas G dos cromossomos envolvidos na translocacao
Robertsoniana do topétipo de Mazama gouazoubira (BG) e o idiograma (ID) da espécie
proposto por Neitzel (1987) (A). Comparagéo entre os cromossomos X do topoétipo (XTp) e
de dois paratipos (XE e XT372) sob bandamento G (B). Comparac¢éo do padrao de bandas
do cromossomo 7 em duas metafases do topétipo (7Tp1 e 7Tp2) e o idiograma da espécie
(Mg6 ID) (C). Comparagao do cromossomo X normal (Xn) com o X translocado (XRb) do

topotipo sob bandamento G em seis diferentes metéfases (D).
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cromossomos do topotipo (T) e de um paratipo (E), respectivamente.
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5.4 Analises filogenéticas

As matrizes resultaram em um alinhamento de 920 pb para o Cytb, 607 pb
para o COl e 2.316 pb para os trés fragmentos concatenados (COI+Cytb+D-loop). A
representacédo filogenética do D-loop ndo foi apresentada por conta da topologia
extremamente diferente que esta mostrou, que pode ser sido causada devido a alta
variabilidade encontrada nesta regiao.

Os melhores modelos de substituicdo nucleotidica, selecionados pelo critério
Akaike Information Criterion (AIC), através do programa JModeltest, e com base na
likelihood, no programa PhyML, s&o detalhados na Tabela 12.

Tabela 12. Modelos de substituicdo nucleotidica selecionados para cada matriz
pelos programas JModeltest e PhyML:

Alinhamento JModeltest PhyML
Col TIM2+1+G TNO3+G+l
Cytb GTR+G+l GTR+G+l
COI+Cytb+D-loop GTR+G+l GTR+G+l

Observa-se que nas matrizes do citocromo B e dos fragmentos concatenados,
o modelo selecionado foi o mesmo (GTR+G+l) pelos diferentes programas.

A topologia obtida nas analises de Maxima Verossimilhanca e Inferéncia
Bayesiana de todos os alinhamentos foi a mesma (Figura 25, 26 e 27).

A tribo Odocoileini de cervideos neotropicais foi dividida em dois clados
principais, denominados subtribo Blastocerina e subtribo Odocoileina, seguindo
Heckeberg et al. (2016).

A subtribo Blastocerina foi composta pelas seguintes espécies do género
Mazama: M. gouazoubira, M. chunyi e M. nemorivaga; e H. antisensis, B.
dichotomus, O. bezoarticus e P. puda (espécie mais basal da subtribo) de outros

géneros. A subtribo Odocoileina compreendeu as espécies M. americana, M. bororo,
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M. nana, M. temama, M. pandora, M. bricenii e M. rufina, do género Mazama; e O.
virginianus, do género Odoicoleus, grupo irmdo de M. pandora. No geral, a
separagado das subtribos Blastocerina e Odocoileina foi bem suportada pela
probabilidade posterior, mas n&o pelo bootstrap de Maxima Verossimilhanga, com
excecao do COl, no qual o suporte foi intermediario (Figura 26).

O clado Mazama gouazoubira foi monofilético, bem suportado em todas as
analises, e M. chunyi seu grupo irm&o. Dentro do clado M. gouazoubira observou-se
a ocorréncia de trés clados bem suportados em todas as analises, denominados
clado 1, o qual é mais basal em relagdo aos outros, com amostras provenientes do
Paraguai e do Parana; clado 2, composto por amostras de S&o Paulo, Pantanal e da
Coldmbia e clado 3, que inclui amostras da Bolivia, Sdo Paulo, Parana, Uruguai,
Santa Catarina, Argentina e Paraguai (Figura 25). Apesar da tendéncia a
estruturacdo, os clados n&o apresentaram correlagdo geografica devido a presenca
de amostras da mesma localidade em clados diferentes.

O topdtipo de M. gouazoubira manteve sua posi¢cado, em todas as analises e
com alto suporte, dentro da variabilidade encontrada em M. gouazoubira, no clado 1.
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Figura 25. Reconstrugéo filogenética baseada em um fragmento do gene mitocondrial do citocromo B (Cytb, 920 pb). Topologia obtida através das
analises de Maxima Verossimilhangca e Inferéncia Bayesiana. Modelo utilizado: GTR+G+l. Valores de suporte estatistico nos nos
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Mazama gouazoubira e 1, 2, e 3 representam os trés clados com alto suporte dentro de Mazama gouazoubira.
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6. DISCUSSAO

6.1 Morfologia

O veado catingueiro apresenta ampla variagao individual da coloragdo geral
da pelagem (ALLEN, 1915; ROSSI, 2000), sendo esta usualmente mais clara para
formas de savana e mais escura para formas florestais (PINDER; LEEWENBERG,
1997). O topdtipo estudado neste trabalho tem seu padrao para este atributo dentro
da variabilidade descrita para a espécie (AZARA, 1801; ALLEN, 1915; ROSSI,
2000). O espécime de M. simplicicornis de Allen (1915), proveniente do Paraguai,
apresenta o mesmo padrao de coloragao e de pelagem do topotipo, com a excegao
de que n&o apresenta marcas faciais brancas (mancha nasal, mancha superciliar
anterior, mancha mental). Porém, estas marcas faciais, apresentam variagdo dentro
de amostras da mesma localidade, podendo estar presentes ou ausentes e, por isso,
nao tem carater diagnostico (ALLEN, 1915; ROSSI, 2000).

A espécie M. gouazoubira pode ser diferenciada das outras espécies do
género pela presenga de campo cromogenético dorsal posterior de coloragao
castanho-alaranjada uniforme (Figura 12), caracteristica que esta presente no
topdtipo.

Em todas as analises comparativas, M. gouazoubira mostrou grande variagéo
das medidas biométricas e cranianas, assim como em estudos anteriores (ROSSI
2000; DUARTE). Rossi (2000), em sua diagnose da espécie, apresentou o0s
seguintes valores para as medidas cranianas: comprimento total do crénio entre
160,2 a 197,5 mm, largura do zigomatico entre 72,5 e 86,4 mm, Oorbita ocular
relativamente pequena com 25,6 a 31,9 mm de diametro vertical; e para as medidas
de morfologia externa: comprimento da cabega e corpo entre 882 e 1060 mm,
comprimento da cauda entre 83 e 190 mm, altura na regido dos ombros ao redor de
500 mm e peso raramente excedendo 20 kg. Apesar de ser juvenil, o topotipo tem
suas medidas dentro dos intervalos propostos.

Tanto a biometria quanto a craniometria n&o conseguiram separar M.

gouazoubira, M. nemorivaga € M. nana, corroborando Rossi (2000) e Duarte;
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Gonzalez; Maldonado (2008). Mazama americana e Mazama bororo foram melhor
diferenciadas nas analises biométricas em relagdo as outras espécies, diferente do
encontrado por Duarte; Gonzalez; Maldonado (2008), que obtiveram sobreposi¢cao
dos dois taxons em analise de cluster. Nas analises craniométricas, M. americana
conseguiu ser absolutamente separada das outras espécies, ao contrario do estudo
de Rossi (2000), que encontrou esta espécie misturada com M. bororo. As
discrepancias observadas neste trabalho em relacdo a outros prévios,
provavelmente se deve ao pequeno numero de amostras utilizadas das outras
espécies do género, utilizadas como grupo externo. O topodtipo teve sua posi¢cao
dentro da variagdo encontrada em M. gouazoubira em todas as analises
comparativas morfoldgicas e, somado as evidéncias anterioremente citadas, fica

claro que pertence a espécie M. gouazoubira.

6.2. Citogenética

A sindrome de Klinefelter e as monossomias cromossomais sao condi¢cdes
atipicas e pouquissimo frequentes, causadas por anomalias cromossémicas; no
caso da primeira, os portadores possuem dois cromossomos X e um Y, e, no outro
caso, observa-se a auséncia de um cromossomo do par homodlogo (GUERRA,
1988). Estas anomalias, sdo geralmente atribuidas como resultado da néo
disjuncao, isto é, a ndo separagdo dos cromossomos homologos, durante a meiose
em um dos pais, e, nunca foram reportadas em cervideos. A captura de um
espéecime portador de ambas as sindromes, condi¢cao extremamente rara, pode ter
ocorrido devido a maior susceptibilidade a caca apresentada pelo animal em
questdo, em vista de seu baixo indice do quociente de inteligéncia, relacionado as
anomalias.

As translocacdes Robertsonianas sao consideradas normais para a espécie e
ocorrem com alta frequéncia devido a sua fragilidade cromossémica, a qual € definida
como a tendéncia dos cromossomos a se partirem, gerando assim extremidades
cromossOmicas pegajosas que aderem em outros cromossomos, provocando
rearranjos (KASAHARA, 2009). Alguns estudos indicam que ao redor de 20% dos
individuos da espécie apresentam este rearranjo (DUARTE, 1998, DUARTE; JORGE,
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1998; CHAMUT et al., 2001), no entanto, Tomazella (2016), com uma amostragem
maior, encontrou o valor de 30%. Portanto, devido a facilidade com que essas
translocagbes s&o encontradas no veado-catingueiro, a ocorréncia de uma
translocagado em heterozigose no cariétipo do topétipo, pode ser considerada comum.
O padrao de banda C do topdtipo corrobora os ja existentes para a espécie
(NEITZEL, 1979, 1987; DUARTE, 1992, 1998; RESENDE, 2012; VALERI, 2014), e
também foi o mesmo encontrado nos dois paratipos (Figura 20, C e D). O
cromossomo X translocado apresentou bloco de heterocromatina pericentromérica
muito maior que no X normal, porém este fato € comum em cromossomos
translocados das espécies do género, e se deve a jungcdo da heterocromatina
pericentromeérica presente nos dois acrocéntricos fusionados (RESENDE, 2012).

As regides organizadoras do nucléolo, apesar de na maioria das vezes serem
encontradas em 4 cromossomos, podem variar na espécie (DUARTE, 1992) e,
portanto, as variagdes no numero de cromossomos marcados observada no topaotipo
€ normal.

O padrdo de bandas G do topotipo apresenta homologia total com o dos
paratipos (Figura 23, 24 e 25C) e parcial com o idiograma da espécie de Neitzel
(Figura 29). Os pares 1, 2, 4, 7, 9, 12, 13, 17, 21, 33 n&o apresentaram homologia
de bandas G com o idiograma proposto por Neitzel (1987), e isto pode ser devido a
dificuldade de obtencdo de banda G de boa qualidade para cervideos, inclusive M.
gouazoubira, 0 que nao permite uma boa resolugcdo e uniformidade do padrdao de
bandas para analises comparativas (DUARTE, 1998; VALERI, 2014; TOMAZELLA,;
2016).
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Figura 28. Comparagédo entre a representagéo grafica do padrdo de bandas do topoétipo de Mazama

gouazoubira (T) e o idiograma padrao da espécie (N) (NEITZEL, 1979).

Apesar de o topétipo ser uma aberracdo cromossdmica, e por isso apresentar
uma organizagado cromossomica diferente, seu padrdo de bandas C, G, e coloragao
Ag-RON corrobora os ja descritos para a espécie e permite sugeri-lo como padrao.
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6.3. Analise filogenética baseada em DNA mitocondrial

O género Mazama foi polifilético e dentro da subtribo Blastocerina, as
espécies do M. gouazoubira e M. nemorivaga nao compartilharam ancestral comum
exclusivo, corroborando resultados anteriores (DUARTE; GONZALEZ;
MALDONADO, 2008; HASSANIN et al., 2012; FIGUEIREDO, 2014; HECKEBERG et
al., 2016) e reforcando mais uma vez a necessidade de mudanga na taxonomia
deste grupo através da criagdo de mais dois géneros para as espécies de veado
cinza.

A topologia do citocromo B (Figura 26) corrobora as obtidas anteriormente
(DUARTE; GONZALEZ; MALDONADO, 2008; HECKEBERG et al, 2016).
Hippocamelus antisensis, na literatura, apresenta posi¢ao variavel como grupo irmao
de O. bezoarticus (DUARTE; GONZALEZ; MALDONADO, 2008; HECKEBERG et
al., 2016) ou, como no caso deste trabalho, grupo irmao do clado composto por M.
gouazoubira e M. chunyi (HECKEBERG et al., 2016). De acordo com Heckeberg et
al. (2016), isto se deve a um erro de identificagdo das sequéncias deste taxon
depositadas no GenBank e, portanto, sua resolugao esta fora do escopo deste
trabalho.

As demais topologias foram diferentes em alguns aspectos em comparagao
as descritas na literatura. Na representacdo filogenética do citocromo oxidase
subunidade | (Figura 27), P. puda aparece em uma politomia com O. bezoarticus, e
ambos, grupos irmaos do clado composto por M. gouazoubira e H. antisensis.
Blastoceros dichotomus encontra-se como espécie mais basal da subtribo
Blastocerina. Na topologia dos trés fragmentos mitocondriais concatenados (Figura
28), O. bezoarticus aparece como espécie irmé& de M. nemorivaga. Estes resultados
podem ter sido obtidos pelo menor numero de sequéncias nestes alinhamentos e
pela inclusdo de alinhamento da regido D-loop na matriz dos trés fragmentos
mitocondriais concatenados, adicionando ruido a analise.

O clado Mazama gouazoubira foi monofilético em todas as analises, seguindo
Duarte; Gonzalez; Maldonado (2008) e Figueiredo (2014). A subdivisdo da espécie
em clados bem suportados e sem separagdo biogeografica corrobora Duarte;
Gonzalez; Maldonado (2008) e Figueiredo (2014), que explica que o taxon teve uma
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diversificagao rapida, recente (iniciada ha cerca de 1,65 Myr) e com simpatria em
diversas areas de distribuicio.

O topdtipo manteve sua posicédo, em todas as analises e com alto suporte, em
um clado junto com amostras do Parana, dentro da variabilidade encontrada em M.
gouazoubira, e portanto, fica claro que pertence a espécie.

6.4 Validade do neétipo

A proposta de um nedtipo da espécie M. gouazoubira a partir da descrigao
detalhada de um topdtipo atual, abre grandes possibilidades para descrigdo de
novas espécies dentro do género Mazama. O exemplar de M. gouazoubira analisado
neste estudo cumpre com todas as condi¢des exigidas pelo Cédigo Internacional de
Nomenclatura Zoolodgica vigente para a criagao de um neotipo [Art. 75.3], detalhadas
a segquir:

- "Declaragdo de que se designa com o propdsito expresso de esclarecer a posi¢cao
taxondmica" [Art. 75.3.1]. Neste caso a designagdo do nedtipo, torna-se
imprescindivel para realizar comparagbes e tomar decisbes sobre quais das
espécies incluidas no género podem ser consideradas validas e quais nao.

- "Declaragédo dos caracteres que o autor considere distintivos ou uma referéncia
bibliografica a essa declaragdao” [Art. 75.3.2]. Esses caracteres sdo definidos na
discussédo (6.1).

- "Dados e descricdo para assegurar o reconhecimento do exemplar designado” [Art.
75.3.3]. As informacgdes e a descricdo detalhada sao definidas nos resultados (5.2,
5.3e5.4).

- "Razdes do autor para considerar o material tipo perdido o destruido”[Art. 75.3.4].
Sao mencionadas na reviséo bibliografica (2.2) e nos resultados (5.1).

- "Evidéncia de que o nedtipo concorda com o que se sabe do material tipo original”
[Art.75.3.5]. Neste caso, o topoétipo se ajusta com o relato de Azara (1801), no qual a
descrigao valida da espécie de Fischer (1814) foi embasada.

- "Evidéncia de que o nedtipo tenha procedéncia tdo perto quanto possivel da
localidade tipo original [Art. 75.3.6]". O exemplar foi coletado a 17 Km de Assungéo,
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capital do Paraguai, localidade tipo de Mazama gouazoubira descrita na publicagao
de Azara, e restrita a regido de Assuncéo por Cabrera (1960).

- "Declaracdo de que o nedtipo € propriedade de uma instituicdo cientifica
reconhecida e que tenha uma colegdo com a infraestrutura adequada para
conservar o neotipo” [Art. 75.3.7]. Desde sua coleta (dezembro de 2016) o topdtipo
encontra-se depositado no museu do Nucleo de Pesquisa e Conservagao de
Cervideos, NUPECCE, (FCAV, Universidade Estadual Paulista —Julio de Mesquita
Filho, cAmpus de Jaboticabal). O NUPECCE possui atualmente uma grande colegao
de cervideos neotropicais, em especial do género Mazama, sendo hoje um dos
museus com maior acervo de exemplares deste género no mundo
(aproximadamente 115 exemplares).

O espécime analisado sera considerado, por enquanto, como topoétipo e néo
neotipo, até que seja aceito pela Comissao Internacional de Nomenclatura
Zooldgica, apés a publicagéo do artigo.

Esta € a primeira referéncia disponivel na literatura com respeito ao
estabelecimento de um nedtipo para M. gouazoubira, sendo o ponto de partida para
a descricdo de novas espécies e possivel mudanca completa do sistema

classificatorio do género Mazama.

7. CONCLUSOES

Nas analises morfolégicas houve uma grande variacdo das medidas
biométricas e craniométricas dos espécimes de Mazama gouazoubira. O topdtipo
teve sua posicao dentro dessa variagao.

O topdtipo é portador da sindrome de Klinefelter, de uma monossomia do
cromossomo 7 e de uma translocacdo Robertsoniana X;16. Seu numero
cromossOmico é 69 e NF=70. Apesar de ser portador de uma aberracéo
cromossOmica, seu padrdo de bandas C, G e coloragdo Ag-RON corrobora os ja

descritos para a espécie.
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A espécie Mazama gouazoubira é monofilética e apresentou-se subdividida
em clados com alto suporte, porém, sem separacdo biogeografica. O topdtipo
manteve sua posicao em todas as analises dentro da variabilidade deste taxon, em

um clado junto com amostras do Parana.

E proposto um neétipo para a espécie Mazama gouazoubira.
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APENDICE B

Tabela 1B. Espécimes do banco de dados do NUPECCE utilizados na analise de componentes principais e de cluster por

meio de medidas biométricas.
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o
N D Origem Natureza Origem Cativeiro Espécie Sexo
Museu NUPECCE

- 13 Pantanal de Poconé - MT - M. gouazoubira F
- 14 Rosena Oeste - MT - M. gouazoubira M
- 47 Faina - MT - M. gouazoubira F
- 69 Rio Branco do Sul - PR - M. gouazoubira M
- 75 Gramado - RS - M. gouazoubira M
- 76 Gramado - RS - M. gouazoubira F
- 80 Séo Francisco de Paula - RS - M. gouazoubira F
- 82 Santa Maria - RS M. gouazoubira M
- 83 Julio de Castilho - RS - M. gouazoubira F
- 91 Candiota - RS - M. gouazoubira F
- 92 Candiota - RS M. gouazoubira F
- 93 Candiota - RS - M. gouazoubira M
- 95 Cruz Alta - RS - M. gouazoubira M
- 96 Engenho Grande - RS - M. gouazoubira F
- 100 Coxilha Rica, Lages - SC - M. gouazoubira M
- 106 Hernandarias, Paraguai - M. gouazoubira F
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112

Bebedouro - SP

M. gouazoubira

113

Pitangueiras - SP

M. gouazoubira

117

Tocantins

Zooldgico de Goiania - GO

M. gouazoubira

119

Goiania - GO

M. gouazoubira

125

Ceilandia - DF

Zooldgico de Brasilia - DF

M. gouazoubira

126

Entorno - DF

Zooldgico de Brasilia - DF

M. gouazoubira

128

Fazenda Alegria, Pantanal - MS

M. gouazoubira

135

Petrolina - PE

M. gouazoubira

136

Alubris, Fortaleza - CE

M. gouazoubira

137

Fortaleza - CE

M. gouazoubira

138

Mossord, RN

M. gouazoubira

140

Mossoré, RN

M. gouazoubira

141

Bonito de Santa Fé - PB

M. gouazoubira

142

Recife - PE

M. gouazoubira

143

Campina Grande - PB

M. gouazoubira

144

Paraiba

M. gouazoubira

145

Paraiba

M. gouazoubira

146

Chapada Diamantina - BA

M. gouazoubira

154

Caieiras - SP

M. gouazoubira

155

Pantanal Sul, Corumba - MS

M. gouazoubira

157

Pantanal Sul, Corumba - MS

M. gouazoubira

180

Fazenda Alegria, Pantanal - MS

M. gouazoubira

181

Fazenda Alegria, Pantanal - MS

M. gouazoubira

191

Mangueirinha - PR

M. gouazoubira

194

Minagu - GO

M. gouazoubira

2 E N E )L
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- 195 Serra da Mesa — GO M. gouazoubira F
- 196 Minagu - GO M. gouazoubira M
- 200 Marilia - SP M. gouazoubira M
- 209 Parque Estadual Intervales - SP M. gouazoubira M
65 277 Araguaina - TO M. gouazoubira M
11 278 Araguaina - TO M. gouazoubira F
- 298 Pantanal Sul, Corumba - MS M. gouazoubira M
- 300 Pantanal Sul, Corumba - MS M. gouazoubira F
- 301 Pantanal Sul, Corumba - MS M. gouazoubira M
- 302 Pantanal Sul, Corumba - MS M. gouazoubira F
- 303 Pantanal Sul, Corumba - MS M. gouazoubira M
- 307 Pantanal Sul, Corumba - MS M. gouazoubira M
- 313 Pantanal Sul, Corumba - MS M. gouazoubira M
- 314 Pantanal Sul, Corumba - MS M. gouazoubira M
- 317 Pantanal Sul, Corumba - MS M. gouazoubira M
- 318 Pantanal Sul, Corumba - MS M. gouazoubira F
14 319 Pantanal Sul, Corumba - MS M. gouazoubira M
- 320 Pantanal Sul, Corumba - MS M. gouazoubira M
- 323 Guariba - SP M. gouazoubira M
- 348 Promisséo - SP M. gouazoubira M
106 372 Puerto Pinasco, Paraguai M. gouazoubira F
113 377 Préximo a Assungéao, Paraguai M. gouazoubira M
- 19 Vilhena, RO M. nemorivaga -
- 23 Ariquemes, RO M. nemorivaga -
- 24 Porto Velho, RO M. nemorivaga -
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27 Rio Branco, AC - M. nemorivaga
38 Desconhecida - M. nemorivaga
49 Redencéo, PA - M. nemorivaga
122 Belém, PA - M. nemorivaga
149 Rondénia - M. nemorivaga
160 Belém, PA - M. nemorivaga
261 Santarém, PA - M. nemorivaga
263 Santarém, PA - M. nemorivaga
264 Santarém, PA - M. nemorivaga
295 Desconhecida - M. nemorivaga
309 Amapa - M. nemorivaga
312 Maraba, PA Fundacgéo Zoobotanica M. nemorivaga
321 - NUPECCE M. nemorivaga
322 Maraba, PA NUPECCE M. nemorivaga
346 Jupari, PA NUPECCE M. nemorivaga
370 UHE Belo Monte, PA NUPECCE M. nemorivaga
204 P. E Intervales, SP - M. bororo

333 - Criatério Onga Pintada M. bororo

334 - Criatério Onga Pintada M. bororo

335 - Criatério Onga Pintada M. bororo

336 - Criatério Onga Pintada M. bororo

339 - NUPECCE M. americana
342 Rondbdnia - M. americana
343 - NUPECCE M. americana
349 - NUPECCE M. americana
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358 Guiana Francesa - M. americana -
3 - - M. nana -
84 Erechim, RS - M. nana -
86 Erechim, RS - M. nana -
87 Erechim, RS - M. nana -

88 Erechim, RS - M. nana -
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APENDICE C

Sequéncias consenso dos trés fragmentos do DNA mitocondrial do topaotipo
de Mazama gouazoubira.

COl:

CATAAAGATATTGGTACCCTATATTTATTATTCGGTGCTTGAGCAGGCAT
AGTAGGAACTGCCCTAAGCCTACTAATCCGTGCTGAACTGGGTCAACCCG
GTACTCTACTCGGAGATGACCAAATTTATAATGTAATTGTCACCGCACAT
GCATTTGTGATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATCGGAGGATT
TGGTAATTGACTCGTCCCCTTAATAATTGGTGCTCCAGATATAGCATTTC
CTCGAATAAATAACATAAGCTTTTGACTTCTACCCCCTTCATTTTTACTA
CTTCTAGCATCATCTATAGTTGAAGCCGGAGCAGGGACAGGTTGAACTGT
CTATCCCCCTTTAGCTGGCAACCTAGCTCACGCAGGAGCCTCAGTTGACT
TAACTATCTTTTCCCTACATTTAGCAGGCATTTCTTCAATTTTAGGGGCT
ATTAACTTTATTACAACAATTATCAATATAAAACCCCCTGCCATATCACA
ATATCAAACTCCCTTATTCGTCTGATCCGTACTAATTACTGCAGTACTAC
TGCTCCTTTCACTTCCTGTATTAGCAGCCGGAATTACAATACTATTAACA
GACCGAAATCTAAATACAACCTTTTTCGACCCGGCAGGAGGTGGAGATCC
TATTTTATATCAGCACTTATTCTGATTTTTTGGTCACCC

Cytb:

ATGACCAATATCCGAAAAACTCACCCACTAATAAAAATTGTAAATAACGC
ATTTATTGATCTCCCAGCTCCATCAAATATCTCATCATGATGAAACTTTG
GTTCTCTACTAGGAATTTGCTTGATTCTACAAATCCTTACTGGCCTATTC
TTAGCAATACACTATTCATCCGACACAACAACAGCATTTTCCTCTGTTAC
CCACATCTGCCGAGACGTCAATTATGGCTGAATTATTCGATATATACATG
CCAACGGAGCATCAATATTTTTCATTTGCTTATTTATACATGTGGGACGG
GGACTATACTATGGATCATATACTTTCTTAGAAACATGAAACATTGGAGT
AATTCTCCTATTTACGGTAATAGCCACAGCATTCGTAGGATATGTCCAAA
TATCATTCTGATGAGCAACAGTTATTACAAACCTTCTCTCTGCAATCCCA
TACATTGGCACAAATTTAGTTGAATGAATCTGAGGAGGCTTTTCCGTAGA
CAAAGCAACCCTGACCCGATTCTTTGCTTTTCACTTTATTCTCCCCTTTA
TCATCACAGCACTTGCTATAGTCCATTTACTTTTCCTCCACGAAACAGGA
TCTAATAACCCAACAGGAATCCCATCAGACGCAGATAAAATTCCATTTCA
CCCCTACTACACCATTAAAGACATCTTAGGCGCCCTACTCTTATTTCTAT
TCCTAATACTATTAGTACTATTTACACCAGACCTACTCGGAGATCCAGAC
AACTACACCCCAGCAAATCCACTCAATACTCCCCCTCATATTAAACCTGA
ATGATATTTTTTATTCGCATACGCAATTTTACGATCTATTCCAAATAAAT
TAGGAGGAGTACTAGCCCTAGTCTTATCTATTTTAATCCTAATTTTTATA
CCCCTACTTCATATATCCAAACAACGCAGCATAATATTTCGACCATTCAG
TCAATGCCTCTTTTGAATTTTAGTAGCAGACTTATTAACACTCACATGAA
TTGGAGGACAACCAGTTGAACACCCCTTT




D-loop:

ACGCACTATTAATATAGCTCCATAAAATTTAAGAGCCTTGTCAGTATTAA
ATTTTTAAAAATCTTTAATAATTTAATACAGTTTTGCACTCAATAGCTAT
ATTATAATTTAATTATTATTAATTACATAAACTACATAGCATATGTAGTA
CAATATAATTTCACGTGTGTATAGTACATAAAATTAATGTATTAGGACAT
ATTATGTATAATAGTACATTACATTATATACCCCATGCTTATAAGCAAGT
CCATGATATTAATTATAGTACATAGTACATAATATTATTGATCGTACATA
GCACATTAAGTCAAATCTACTCTTGTCAACATGCGTATCCCGTCCACTAG
ATCACGAGCTTAATTACCATGCCGCGTGAAACCAACAACCCGCTTGGCAG
GGATCCCTCTTCTCGCTCCGGGCCCATTTATTGTGGGGGTAGCTATTTAA
TGAACTTTATCAGACATCTGGTTCCTACTTCAGG
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