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”Cipó caboclo ta subindo na virola; Chegou à hora do pinheiro balançar; Sentir o cheiro 

do mato da imburana; Descansar morrer de sono na sombra da barriguda; De nada 

vale tanto esforço do meu canto; Pra nosso espanto tanta mata haja vão matar; Tal 

mata Atlântica e a próxima Amazônica; Arvoredos seculares impossível replantar 

 

Que triste sina teve cedro nosso primo; Desde menino que eu nem gosto de falar; 

Depois de tanto sofrimento seu destino; Virou tamborete mesa cadeira balcão de bar; 

Quem por acaso ouviu falar da sucupira; Parece até mentira que o jacarandá; Antes de 

virar poltrona porta armário; Mora no dicionário vida eterna milenar; 

 

Quem hoje é vivo corre perigo; E os inimigos do verde da sombra o ar; Que se respira e 

a clorofila; Das matas virgens destruídas vão lembrar; Que quando chegar a hora; É 

certo que não demora; Não chame Nossa Senhora; Só quem pode nos salvar é; 

 

Caviúna, cerejeira, baraúna, imbuia, pau-d'arco, solva, juazeiro e jatobá, gonçalo-alves, 

paraíba, itaúba, louro, ipê, paracaúba, peroba, massaranduba, carvalho, mogno, 

canela, imbuzeiro, catuaba, janaúba, aroeira, araribá, pau-fero, anjico, amargoso 

gameleira, andiroba, copaíba, pau-brasil, jequitibá” 

 

(Jatobá) 
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TÍTULO: Variantes moleculares de Mazama americana (MAMMALIA, CERVIDAE) 

no Estado de Rondônia. 

 

RESUMO - O veado-mateiro (Mazama americana) é a maior espécie do Gênero 

Mazama, e encontra distribuído geograficamente por quase toda a região neotropical. 

Animais originários do Estado de Rondônia têm apresentado importantes diferenças 

citogenéticas em relação ao padrão de outras populações, o que suscita necessidade 

de estudos mais aprofundados para definição da sua posição filogenética. O presente 

estudo objetivou identificar as diferentes populações de veado-mateiro desta região, 

verificando a existência de mais de uma espécie no local. Para tanto, foram obtidos 51 

fragmentos de tecido de animais caçados por indígenas e pela população local em 

todas as regiões do Estado dos quais 33 tiveram seu DNA extraídos, amplificados 

(região de 480pb do citocromo b) e seqüenciados de forma satisfatória. Estas 

seqüências foram alinhadas e comparadas, gerando 21 haplótipos que se encontram 

distribuídos de forma aleatória pelas diversas regiões de coleta. Estes haplótipos 

serviram de base para a elaboração de redes de distância e árvores filogenéticas que 

quando analisadas sugeriram a existência de espécies crípticas dentro do que hoje se 

denomina Mazama americana.no Estado de Rondônia 

 

 

Palavras-chave: citocromo b, convergência evolutiva, filogenia, genes 

mitocondriais, Mazama americana, PCR, Rondônia 

 

 

 

 



 

Molecular variants of Mazama americana (MAMMALIA, CERVIDAE) in Rondônia 

state, Brazil. 

  

ABSTRACT – The red brocket deer is the largest species of Mazama genus and it is 

distributed in almost all Neotropical regions. Individuals originated from Rondônia state 

in Brazil have been presented important cytogenetic differences when compared with 

populations of other regions of country; however more studies are necessary to define 

correct phylogenetic position of species. The objective of present study was performed 

the identification of different populations of red brocket deer from Rondônia state by 

verification of occurrence of more than one species on mentioned region. For this, 51 

fragments of tissues from hunted animals were obtained with Indians and local people of 

all regions of Rondônia state. In 31 fragments of tissues the DNA was successful 

extract, amplified (480 bp region of cytochrome b) and sequenced. These sequences 

were aligned and compared creating 21 haplotypes, which are distributed in a randomly 

way thru the different regions of sampling. The haplotypes were used to elaborate 

distance nets and phylogenetic trees, which when analyzed suggested the existence of 

cryptic species on Mazama americana species that occurs in Rondônia state. 

  

KEY WORDS - cytochrome b, convergent evolution, mitochondrial genes, PCR, 

phylogeny, red brocket deer, Rondônia 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 A espécie Mazama americana está classificada na Lista Vermelha da União 

Internacional para a Conservação da Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN Red 

List) como DD (dados deficientes) e como uma espécie de baixo risco de extinção (LR: 

lower risk), sem informações suficientes para ser alvo de esforços de conservação. 

Entretanto há fortes indícios de que existam várias espécies dentro da atualmente 

denominada Mazama americana (veado-mateiro). Essa hipótese deve ser 

urgentemente testada, pois pode gerar uma mudança substancial no status de 

conservação oficial do veado-mateiro em nosso país. Uma vez que no Brasil todos os 

ecossistemas vêm sofrendo grandes pressões antrópicas, causando a fragmentação e 

perda dos habitats ocupados pelo Mazama americana, sobretudo na região Amazônica, 

torna-se premente o conhecimento das distintas populações/espécies para que possam 

ser definidas políticas públicas de conservação em tempo de conservar várias delas. 

 Os constantes aprimoramentos das técnicas de genética molecular aliados a 

coevolução dos microcomputadores com programas de análise filogenética permitem a 

reconstrução das filogenias de organismos com representantes de diferentes áreas 

geográficas, detectar correlação com eventos vicariantes, buscar relações da 

ramificação com áreas de endemismo, investigar a evolução de espécies que interagem 

entre si, coevolução e uma série de outros acontecimentos que auxiliam na 

caracterização das espécies, contribuindo de forma significativa no que diz respeito ao 

conhecimento da evolução, ecologia e conservação das populações. 

 Desta forma, este projeto visa definir as variantes moleculares existentes na 

nesse grupo dentro do Estado de Rondônia, fornecendo desta forma ferramentas que 

auxiliem o conhecimento e a conservação das espécies existentes. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 Juntamente com os gêneros Hippocamelus, Blastocerus, Ozotoceros, 

Odocoileus e Pudu, os Mazama são pertencentes à ordem Artiodactyla, subordem 

Ruminantia, infra-ordem Pecora, superfamília Cervoidea, família Cervidae, subfamília 

Odocoileinae, compondo a tribo Odocoileini (ROSSI, 2000). Os cervídeos são os que 

têm maior grau de diversificação cromossômica embora sejam relativamente jovens na 

escala evolutiva com um pequeno número de espécies recentes. 

 Segundo Gilbert et al. (2006) a família Cervidae originou-se na Ásia e sua 

presença na América deve ser interpretada por um ou mais eventos de dispersão 

através da Beringia. O ancestral comum de todos os cervídeos da América é datado 

entre 4,2 e 5,7 milhões de anos. Os autores sugerem que a América do Sul tenha sido 

colonizada no mínimo duas vezes: a primeira vez por um ancestral do clado dos 

cervídeos da América do Sul no início do Plioceno e uma segunda vez, por Mazama 

americana e Odocoileus virginianus no limite entre o Plioceno e Pleistoceno. Em 

concordância com este cenário o ancestral comum das espécies endêmicas da América 

do Sul é datado entre 3,4 e 4,9 milhões de anos, o que é compatível com a conclusão 

da ligação das Américas no Plioceno através do Istmo do Panamá. 

 Contudo, em recente estudo Duarte et al. (2008) sugerem que pelo menos oito 

formas ancestrais de cervídeos invadiram a América do Sul durante o final do Plioceno 

e os membros dos Mazama vermelhos tiveram uma rápida diversificação independente 

logo que seus ancestrais chegaram aqui, proporcionando um número de espécies 

morfologicamente crípticas. A baixa plasticidade ecológica das espécies de Mazama 

vermelhos (DUARTE, 1996) dificultava sua mobilidade entre os refúgios do Pleistoceno 

resultando em isolamento e diversificação genética após sua invasão na América do 

Sul. Por sua vez, as espécies de Mazama cinzas possuíam alta plasticidade ecológica 

(PINDER & LEEUWENBERG, 1997) que permitia que estes se movessem através da 

paisagem durante os ciclos de chuva e seca do Pleistoceno resultando em níveis 

reduzidos de estruturação genética, morfológica e de especiação. 
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 Durante a última Era Glacial, as florestas tropicais das Américas estavam 

restritas a refúgios de matas e brejos de encostas e serras úmidas. A América do Sul 

era tomada por eixos de expansão de semi-aridez e Cerrados (AB'SABER, 1977). 

Desde a Região Amazônica até o Brasil Central, bem como do Nordeste até a Região 

Sul, dominavam vegetações de natureza e fitofisionomias savânicas. Essa vegetação 

pretérita, arcaica, de clima mais frio e seco, antecessora da recente expansão, em clima 

mais quente e úmido, das coberturas florestais amazônicas, podem ser atualmente 

constatadas através da presença de enclaves de vegetações savanizadas nos 

domínios da Floresta Amazônica (AB’SABER, 1986). Absy & Van der Hammen (1976) 

relatam o encontro de perfis polínicos característicos de "savanas" (= cerrados) na 

mineração de Rio Preto (do Crespo), em 09°28'S, 63°07'W, corroborados por Vanzolini 

(1992) que relata a descoberta no meio de uma mata próxima a cidade de Santa Cruz 

da Serra, RO, uma mancha de vegetação de fisionomia peculiar que remete a 

formações abertas como cerrado ou caatinga, além da presença de paleopavimentos 

de caatinga “stone lines” sob a mata de tipo amazônico de Rondônia. 

 O Estado de Rondônia encontra-se em sua totalidade, localizado no Centro de 

Endemismo Rondônia para vertebrados terrestres sugerido por Haffer & Prance (2001) 

que coincide com as áreas de endemismo para borboletas florestais (Brown, 1979; 

Tyler et al., 1994; Hall & Harvey, 2002) e plantas vasculares (Prance, 1982). Segundo 

Silva et al. (2005) a maior diversidade e endemicidade encontradas em seus estudos no 

centro de endemismo Rondônia devem-se ao fato da região apresentar grande 

instabilidade geológica, o que aumenta a probabilidade de eventos de especiação. 

 Atualmente, no Brasil, são reconhecidas cinco espécies de Mazama a partir de 

evidências morfológicas (ROSSI, 2000) e citogenéticas (DUARTE & MERINO, 1997; 

DUARTE & JORGE, 2003): M. gouazoubira, M. nemorivaga, M. americana, M. nana e 

M. bororo. 

Popularmente conhecido como veado-mateiro, Mazama americana é a maior 

espécie do gênero Mazama. Segundo Duarte (1996), estes animais apresentam 

aspecto robusto com aproximadamente 65 cm de altura e pesando de 30 a 40kg, 

apresentando coloração geral avermelhada e manchas brancas abaixo da cauda, face 
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interna dos membros, região submandibular, ponta da maxila superior e face interna da 

orelha. É considerada uma das espécies de cervídeo de maior abundância e 

distribuição nas florestas da América Central e do Sul (EISENBERG & REDFORD, 

1999). Junqueira (1940) cita que o veado-mateiro prefere habitar as grandes matas, a 

beira dos rios, quase sempre cobertas de vasta vegetação, evitando desse modo o sol. 

Na Argentina, Olrog & Lucero (1981) relatam M. americana em cerrados fechados, 

selvas e bosques, até 2.500 m de altura. Eisenberg (1989) acredita que a espécie 

ocupe desde florestas semidecíduas até cerrado fechado, pois como Emmons (1997) 

cita, eles são adaptados para a vida na floresta. Segundo Bodmer (1997), na Amazônia 

esta espécie, prefere as encostas das florestas úmidas de terra firme. 

 Devido à variabilidade de aspectos morfológicos, ecológicos e citogenéticos, a 

taxonomia na espécie Mazama americana ainda é incerta quanto ao número de 

subespécies ou até quanto ao desdobramento destas subespécies em espécies. 

Thomas (1913) havia elevado ao nível de espécie Mazama zetta e Mazama sheila, 

corroborado por Allen (1915) que além destas citou mais seis espécies e três 

subespécies. Cabrera (1960) realizou uma reclassificação, citando nove subespécies, 

inclusive M. a. zetta e M. a. sheila, que foi completada por Czernay (1987) com a 

descrição de mais seis subespécies de Mazama americana, perfazendo um total de 

quinze. Em recente revisão taxonômica de Mazama, a partir de informações 

morfológicas, Rossi (2000) sugere a existência de uma única espécie de Mazama 

americana no Brasil. 

 Usualmente os estudos taxonômicos levam em consideração os aspectos 

morfológicos dos animais (MEDELLIN et al., 1998; ROSSI, 2000), mas os aspectos 

genéticos têm sido cada vez mais introduzidos como peça fundamental na solução dos 

problemas relacionados a taxonomia (DUARTE & MERINO, 1997). A taxa de evolução 

cariotípica dos cervídeos é uma das mais altas dentro da ordem Mammalia, apesar do 

seu recente surgimento (NEITZEL, 1987). Dentro do gênero Mazama, aparentemente a 

espécie M. americana é a que envolve maior complexidade quanto às variações 

cariotípicas (DUARTE, 1998). A descrição citogenética de Mazama americana foi feita 

inicialmente por Taylor et al. (1969) que citam 2n=68 e NF=74, enquanto Jorge e 
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Benirschke (1977) analisaram 3 indivíduos no México com 2n=50 e NF=70. Neitzel 

(1987) descreveu para um animal da espécie, procedente do Paraguai 2n=52 e NF=56, 

assemelhando-se aos resultados obtidos por Duarte & Merino (1997) que encontraram 

2n=48, 50, 52 e 54 e NF=54, 54, 56 e 56 respectivamente de quatro animais oriundos 

do Brasil. Em posterior estudo onde foram analisados 33 espécimes de diferentes 

localidades do Brasil, Duarte e Jorge (1996) encontraram variação ainda maior no 

número diplóide de cromossomos (42 a 53), e no número fundamental de braços (48 a 

57). Notou-se também que a variação cromossômica apresentava coerência geográfica, 

o que permitiu separá-los em sete diferentes citótipos: Rio Negro, Manaus, Jarí, Acre, 

Rondônia, Carajás e Rio Paraná. 

 Os estudos cromossômicos servem tanto para a análise das variações 

cariotípicas entre populações consideradas como subespécies pela taxonomia 

morfológica, quanto para a determinação das relações filogenéticas entre espécies 

diferentes (LIMA & SEUÁNEZ, 1991). 

 A inferência filogenética para grandes grupos de organismos é uma área 

historicamente importante. Essa área do conhecimento sofreu forte impulso com a 

incorporação de dados moleculares às tradicionais abordagens morfológicas e com o 

aprimoramento das metodologias de análise. A análise molecular pode confirmar ou 

refutar o que a análise anatômica sugere ou, fornecer pistas para os casos em que a 

filogenia de um determinado grupo não está bem definida para os pesquisadores. 

 A filogenia molecular contribuiu consideravelmente para resolver os 

relacionamentos evolucionários entre espécies no nível da família Cervidae. Pitra et al. 

(2004) determinaram o padrão filogenético e tempo de irradiação dos cervídeos do 

Velho Mundo por meio do citocromo b (1140 pb). Segundo os autores, o citocromo b 

tem sido utilizado como marcador molecular para analisar relações filogenéticas entre 

cervídeos porque seu tempo e modo de evolução são bem compreendidos, além de 

serem relativamente constantes e similares entre mamíferos terrestres de grande porte. 

O citocromo b foi usado em numerosos estudos de relações filogenéticas entre 

cervídeos (RANDI et al. 1998; COOK et al. 1999; LUDT et al. 2004) e é o gene mais 

estudado em mamíferos. 
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 Outra seqüência muito utilizada ultimamente é a região mitocondrial 

controladora, também conhecida como D-loop (POLZIEHN & STROBECK, 2002; COOK 

et al., 1999). Estudos e análises comparativas em Cervídeos indicam que esta 

seqüência é altamente estruturada, com uma região central conservada e flanqueada 

por dois domínios periféricos altamente divergentes. Portanto, podem ser alinhadas em 

vários Artiodactyla, Cetácea e Perissodactyla com mais de 60 milhões de anos de 

divergência evolutiva (DOUZERY & RANDI, 1997). 

 Genes nucleares também são usados como fonte de informações em diferentes 

espécies. RIJNKELS (2002) conseguiu avaliar a distância evolutiva utilizando 

fragmentos de gene da família das caseínas, comparando seqüências de humanos, 

bovinos, gatos e ratos, espécies que divergiram entre 79 e 88 milhões de anos. 

Entretanto a K-caseína não é adequada para estudo de espécies que apresentam um 

tempo pequeno de divergência, como mostrado por Carnelossi (2008) devido à alta 

taxa de conservação e organização dos genes das caseínas (MERCIER & VILOITE, 

1993; PROVOT et al. 1995; CRONIN et al. 1996 e RIJNKELS, 2002) aliado ao pequeno 

tempo de divergência da espécie estudada. 

 Gilbert et al. (2006) analisaram a filogenia da família Cervidae através de 

seqüências de DNA mitocondrial e nuclear de 25 espécies de 15 gêneros, propondo 

através destas análises uma nova classificação desta família. Os autores citam que a 

taxonomia do gênero Mazama é confusa e que investigações moleculares têm ajudado 

muito a delimitar os clados dos Cervídeos e a entender a evolução de caracteres 

morfológicos. Entretanto devido a insuficiente amostragem tanto de regiões do DNA 

analisadas como dos táxons, em particular para cervídeos da América, muitas dúvidas 

permanecem não resolvidas impedindo a interpretação de muitos aspectos da história 

biogeográfica da família. 

 Duarte et al. (2008), estudando o citocromo b, relatam que Mazama americana é 

um grupo polifilético e que provavelmente não é uma espécie válida, entretanto as 

relações filogenéticas entre as inúmeras variantes não puderam ser definidas nesse 

estudo. Dessa maneira, é de suma importância o conhecimento de quantas e quais 
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espécies existem, para que desta forma, torne-se possível o desenvolvimento de 

políticas públicas eficientes de proteção às mesmas com embasamento científico. 

  A genética molecular está envolvida diretamente nestas questões, uma vez que 

o acesso a estes animais é muito difícil. Ferramentas como a PCR/RFLP (Reação em 

Cadeia da Polimerase / Polimorfismo de Comprimento dos Fragmentos de Restrição) 

têm sido eficientes na identificação das espécies mesmo quando aliadas a métodos não 

invasivos, cujo DNA pode encontrar-se degradado, como é o caso de DNA fecal 

(TABERLET & LUIKART, 1999; GONZALEZ et al., 2004).  

 Entretanto, para que tais ferramentas possam ser utilizadas para inventários e 

estimativas populacionais é necessário o conhecimento dos padrões de cada uma das 

espécies a serem avaliadas.  

 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

3. OBJETIVOS 

 

•  Definição das variantes moleculares do gene citocromo b de veado-mateiro no 

Estado de Rondônia. 

• Avaliação da distância genética existente entre as variantes moleculares 

encontradas. 

• Determinação da relação evolutiva das variantes entre si e sua relação 

filogenética com variantes de outras espécies. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Animais 

 

Utilizou-se para este estudo, amostras de 51 animais provenientes de vida livre 

no estado de Rondônia coletadas em duas expedições científicas com dois meses de 

duração cada, perfazendo um total de quatro meses de trabalho de campo, adquiridas 

através de doações de caçadores locais e indígenas. As amostras utilizadas foram 

fragmentos de tecido (carne, couro, etc.) colhidas e preservadas em etanol absoluto até 

o processamento no laboratório. O acesso às amostras é sempre um problema em 

trabalhos dessa natureza, mas entidades que já trabalham com as comunidades locais 

foram acionadas pelos integrantes do Núcleo de Pesquisa e Conservação de Cervídeos 

(NUPECCE), da UNESP – Jaboticabal para que fosse possível o contato com tais 

comunidades para auxílio no processo de obtenção das amostras. Além das entidades, 

o interesse demonstrado por moradores locais pelo estudo, foi de suma importância 

para a obtenção das amostras. 

 Também foram incluídas duas amostras de cada uma das outras espécies de 

Mazama brasileiros atualmente reconhecidas (M. gouazoubira, M. nana, M. bororo, M. 

nemorivaga e M. americana) para efeito comparativo. Estas amostras forma obtidas no 

banco de células do NUPECCE. 
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4.2. Análises Laboratoriais 

 

 

Extração de DNA 

 

             As extrações do DNA genômico a partir das amostras de tecido preservadas 

em álcool foram realizadas através de um protocolo já testado em laboratório 

(SAMBROOK et al., 1989), com adaptações (ANEXO I). 

 

  

          Quantificação de DNA 

 

 

           Visando analisar a qualidade e a quantidade do DNA extraído, foi realizada 

eletroforese em gel de agarose (Figura 1) utilizando-se cerca de 2 µl de solução (DNA 

extraído), mais 3 µl de tampão de corrida (Tris-HCl 0,1mM, pH 6,8; azul de bromofenol 

0,02%; glicerol 50%), em gel de agarose (1%) preparado com tampão TBE 1X (10mM 

Tris HCl pH 7,6, 1mM EDTA pH 8,0, e ácido bórico 89mM, pH 8,3) com brometo de 

etídeo (0,05 µg/mL). 

 Este material foi fotodocumentado em aparelho GEL-DOC, com transiluminador 

ultravioleta e analisados pelo software Image Analysis da Kodak.  

 Em seguida, as amostras foram quantificadas por espectrofotometria em 

aparelho Eppendorf BioPhotometer® ,  utilizando-se 2 µl de solução, mais 98 µl de 

Água MilliQ  sendo em seguida diluídas buscando-se obter uma solução de trabalho de 

aproximadamente 50 ng/µl para amplificação e, em seguida, eram armazenadas em 

geladeira a 4ºC. 
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Figura 1. Imagem de um gel de agarose 1,0%, corado com brometo de etídio, mostrando o DNA 

extraído. 
 

 

 

           Amplificação do DNA pela Reação em Cadeia da Polimerase (PCR – SAIKI 

et al. 1985) 

 

O gene utilizado foi escolhido com base na literatura, em função do seu modo de 

evolução e existência de iniciadores conservados que puderam ser empregados na 

reação de PCR. Entre as regiões gênicas para as quais já existem iniciadores 

disponíveis está a região mitocondrial do citocromo b (KOCHER et al., 1989) para a 

qual foi utilizado um jogo de Iniciadores (Tabela 1), de modo a obter o gene citocromo-b 

com um fragmento de aproximadamente 480pb,  seguindo o protocolo descrito por 

Maldonado et al., (1995) (ANEXO II). 
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Tabela 1.  Seqüências dos iniciadores utilizados de modo a se obter um fragmento de aproximadamente 

480pb do citocromo-b da espécie Mazama americana através da técnica de PCR 

Gene Iniciadores Seqüências Tamanho 

L14724 

(Reverse) 
5´ CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG 3´ 

Cyt-b 
H15149 

(Forward) 
5´ AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA 3´ 

480pb 

 

 

 

          Quantificação do produto amplificado por PCR 

 

Após a PCR, o produto de amplificação foi analisado por meio de eletroforese em 

gel de agarose 2% e corado com brometo de etídio (0,05 µg/mL) (Figura 2) para 

verificação da presença de bandas inespecíficas, existência de contaminação através 

de controle negativo e verificação da quantidade do produto amplificado. 

As amostras que se apresentavam satisfatórias eram armazenadas a –20ºC para 

posterior purificação.  
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Figura 2. Imagem de um gel de agarose 2,0%, corado com brometo de etídio (0,05 µg/mL), mostrando o 

resultado da amplificação através da técnica de PCR. Amostras amplificadas (A1 até A12), 
amostra não amplificada (A13) e controles negativos (BR). 

 

 

           Purificação do produto amplificado por PCR 

 

O produto amplificado por PCR foi purificado através das enzimas Fosfatase 

Alcalina de Camarão (SAP) 1 U/µl e Exonuclease I (EXO) 10 U/µl juntamente com o 

Tampão de diluição da SAP (10X RX Buffer) e Água Milli-Q, submetidos em 

termociclador (TPersonal Biometra) ao programa e concentrações indicados no ANEXO 

III, sendo posteriormente armazenadas em geladeira (4ºC). 
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Seqüenciamento 

 

Após a purificação, os produtos foram quantificados em espectrofotômetro e 

diluídos em concentração de aproximadamente 25ng/µl.  Com essa solução de trabalho 

eram efetuadas reações de PCR específicas para o seqüenciamento automático 

(ANEXO IVa), que é constituída basicamente pelos mesmos reagentes de uma PCR 

rotineira, com a incorporação em termociclador (ANEXO IVb), de dideoxinucleotídeos 

(ddNTP) marcados com corantes luminescentes identificáveis pela sonda laser do 

aparelho de seqüenciamento automático.   

Após a amplificação os produtos de PCR foram lavados com isopropanol 75% e 

após a secagem absoluta, ressuspendidos em tampão de seqüenciamento (ANEXO 

IVc). 

Uma vez amplificados, os fragmentos de DNA mitocondrial foram seqüenciados 

nos sentidos “forward” e “reverse” utilizando-se do seqüenciador automático ABI 3100 

da Applied Biosystems de 16 capilares, 50cm, com polímero POP_6 e tampão de 

corrida. 

 

4.3. Análises de Dados 

 

Visualização e Edição das Seqüências Obtidas 

 

As duplas fitas de cada amostra foram exportadas para o programa MEGA 4 

(TAMURA et al. 2007) onde eram alinhadas automaticamente pelo CLUSTAL W 

(utilizando dados padrão do CLUSTAL – “default”). As seqüências de nucleotídeos 

eram revisadas visualmente com seus respectivos eletroferogramas (Figura 3), em 

seguida, uma seqüência consenso era utilizada para a montagem da matriz de dados 

com todas as amostras.  
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Cada seqüência consenso foi submetida à consulta de similaridade de 

nucleotídeos (BLAST) com seqüências depositadas no GenBank, www.ncbi.nlm.nih.gov 

do NCBI (National Center for Biotecnology Information) para confirmação da 

amplificação do fragmento e espécie esperados  e em seguida alinhadas 

automaticamente pelo CLUSTAL W (utilizando dados padrão do CLUSTAL – “default”).  

As seqüências utilizadas nas análises do citocromo-b, de M. bororo, 

M.nemorivaga, M. gouazoubira e M. nana, foram adquiridas do banco de dados do 

NUPECCE e a seqüência de Rangifer tarandus foi adquirida no GenBank, (número de 

acesso: AJ000029. 

 

 

 
Figura 3. Imagem de eletroferograma no programa MEGA do fragmento citocromo –b de 480 pb  

utilizadas para revisão visual 
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Verificação da Qualidade da Informação Genética e Seleção do Modelo 

Evolutivo 

 

Antes de se iniciar a análise dos dados, verificou-se a qualidade da informação 

filogenética disponível verificando a existência ou não de saturação das substituições, 

através do programa DAMBE (Xia & Xie, 2001). Normalmente a taxa de transição é 

maior que a de transversão. Entretanto, à medida que aumenta a divergência entre 

duas seqüências, o número de transições observadas em relação ao das transversões 

decresce em função da saturação. 

O modelo evolutivo que descreve o padrão de substituição de nucleotídeos no 

DNA, mais adequado para cada partição dos dados, foi o modelo Tamura-Nei (Tamura 

& Nei, 1993) selecionado pelo teste de razão de verossimilhança (“hierarchical 

likelihood radtio test” – hLRTs) implementado no programa Modeltest 3.6, (POSADA e 

CRANDALL, 1998). 

 

 

 

Identificação dos Haplótipos 

  

Foi utilizado o programa DNASP (ROZAS et al. 2003) para identificar os 

haplótipos e exportar os resultados como arquivos com extensão *.NEXUS. 

 

 

 

Análises Filogenéticas  

 

Procederam-se as análises filogenéticas no programa MEGA, utilizando os 

seguintes métodos: máxima verossimilhança (FELSENSTEIN, 1985), métodos de 

distância como o “Neighbor-joining” (SAITOU & NEI, 1987) e estimação do suporte 

estatístico dos agrupamentos filogenéticos através do método como o “bootstrap” 
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(FELSENSTEIN, 1985) e posteriormente pelo programa PAUP utilizando-se o modelo 

selecionado pelo MODELTEST a título de comparação. 

As seqüências dos diferentes clados da árvore filogenética foram organizadas 

(no MEGA 4) e tiveram suas distancias genéticas comparadas entre si. Os parâmetros 

utilizados foram: analise de distancia media entre grupo, “gaps/missing”=”parwise 

deletion”; modelo: “Tamura-Nei, Substituição = transição + transversão e taxas entre 

sítios uniforme. 

 

 

 

Redes de Distância “Network distance” 

 

As redes de distâncias “Median Joining Network” (BANDELT et al. 1999) foram 

criadas para representar a mais provável relação entre os haplótipos. Estas análises 

foram geradas utilizando o programa TCS 1.21 (CLEMENT et al., 2000) utilizando-se os 

parâmetros de 95% de limite de conexão e “gaps” igual a “missing”. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

 

5.1 Extração, Amplificação e Seqüenciamento 

 

 Das 51 amostras obtidas apenas 6 apresentaram problemas no processo de 

extração. É provável que este problema seja decorrente do armazenamento das 

amostras no local de origem.  

 As amplificações do fragmento do citocromo-b e seus respectivos 

seqüenciamentos foram realizados com sucesso em 38 amostras das 45 cujo DNA 

foram extraídos. Após o processo de seqüenciamento, todas as amostras foram 

submetidas a analise de similaridade com sequencias do GenBank, constatando-se que 

5 eram pertencentes à espécie Mazama nemorivaga, sendo estas descartadas deste 

estudo resultando um N total de amostras = 33 .  

 

 

5.2 Verificação da qualidade dos dados 

 

 A plotagem do número de transições e transversões versus a divergência 

fornece uma imagem visual do nível de saturação das substituições (Figura 4). No caso 

de seqüências codificadoras, sabe-se que a taxa de substituição sinônima é maior na 3ª 

base do códon que na 1ª e 2ª, nessa ordem. Portanto espécies muito divergentes 

podem apresentar saturação na 3ª base (SCHNEIDER, 2003). 
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Figura 4. Gráfico de transição (s) e transversão (v) versus distância do gene mitocondrial citocromo-b 
plotado pelo programa DAMBE para verificação da qualidade da informação filogenética 
disponível 

 

 Pode-se notar que a distribuição das transições e transversões seguem 

praticamente uma reta. Esse padrão sugere que não há sinal de saturação das 

substituições. Logo, esses dados puderam ser analisados usando-se ambas as 

substituições. 

 

 

5.3 Identificação de Haplótipos 

  

 As 33 amostras seqüenciadas para o fragmento de 480pb do citocromo-b 

pertencentes à espécie Mazama americana foram analisadas pelo programa DNASP, 

identificando 21 haplótipos, (Tabela 2) que foram dispostos de acordo com suas 

localidades geográficas o mapa de desmatamento e áreas protegidas de Rondônia 

(Figura 5). 

 Evidencia-se portanto, que os locais de coleta coincidem com as áreas ainda 

conservadas no Estado e onde ainda existe pressão de caça. Dessa maneira, a 
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amostragem não foi uniforme no Estado de Rondônia, o que dificulta uma discussão 

maios completa sobre a distribuição dos haplótipos na área de estudo.  

 

Tabela 2. Relação dos espécimes de M. americana analisados e a relação de haplótipos identificados 
para os fragmentos de genes do citocromo-b de 480pb analisados pelo programa DNASP 

Haplótipos Animais 

H1 2,12,15 

H2  3,10,14, 33 

H3 4 

H4 5,8,13,20,42 

H5 9 

H6 17 

H7 27,46 

H8 28 

H9 29,34 

H10 31 

H11 32,49 

H12 35 

H13 37 

H14 38 

H15 39 

H16 40 

H17 43 

H18 44 

H19 48 

H20 50 

H21 51 
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Figura 5.  Mapa do Desmatamento e Áreas Protegidas do Estado de Rondônia até o ano de 2007. Fonte: 

GTA-RO 

 

 

5.4 Análises Filogenéticas 

Como não foram detectadas diferenças importantes nos padrões de 

agrupamento das árvores confeccionadas pelos programas MEGA e PAUP, optou-se 

por realizar as análises utilizando somente o programa MEGA com o modelo Tamura-

Nei, pela facilidade de trabalho com as matrizes de dados e para construção das 

árvores filogenéticas (Figura 6). 
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Figura 6. Representação da árvore filogenética da matriz de dados dos fragmentos do citocromo-b de 
480pb, método “Neighbor-Joining” de análise; Out-Group: espécie R. tarandus, M. nemorivaga 
e M. gouazoubira. 
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Na Figura 6 observa-se a representação da árvore filogenética da matriz de 

dados dos fragmentos do citocromo-b de 480pb, método “Neighbor-Joining” de análise, 

que se assemelha a árvore filogenética da matriz de dados dos fragmentos do 

citocromo-b de 480pb, método “Máxima Parcimônia” de análise (ANEXO V). 

A árvore filogenética (Figura 6) mostra que os animais classificados como M. 

americana e estudados aqui é relativamente antigo quando comparado a outros taxa 

mais recentes, como M. bororo ou M. nana, portanto ele reteve uma grande diversidade 

de haplótipos de DNA mitocondrial. A separação dos animais em 5 clados 

aparentemente distintos, embasados por alto valor de bootstrap sugere uma separação 

destes animais durante o processo evolutivo.  

Sugere-se que no passado o grupo dos Mazama vermelhos teria sido uma 

população panmítica que ocupou uma grande extensão territorial (DUARTE et al. 2008). 

Nas épocas das inúmeras glaciações do Pleistoceno, onde o clima ficou mais seco e 

frio, algumas áreas com maior umidade seriam ideais para os redutos de matas 

(AB'SABER, 1986), ambiente característico dessa espécie para os quais teria se 

refugiado (refúgios). Assim, a mesma espécie teria ficado dividida em diversas 

populações separadas por barreiras ecológicas (áreas secas e sem matas). Cada uma 

das populações teria sofrido processos seletivos independentes, gerando considerável 

variação genética. Quando as condições climáticas voltaram a ser propícias à expansão 

das florestas, as barreiras ecológicas desapareceram e as matas originais retomaram o 

território perdido, então as espécies, separadas por longos períodos, voltaram a 

conviver. Em alguns casos, a diferenciação havia sido tanta que a mesma espécie 

original já não tinha mais compatibilidade suficiente para que ocorressem cruzamentos 

(VANZOLINI, 1970). Em outros casos, essa diferenciação pode não ter sido suficiente 

para afetar a compatibilidade entre os indivíduos.  

Entretanto, pode ser que esta variação encontrada hoje tenha sido simplesmente 

uma retenção de polimorfismo ancestral ou introgressão (DOWLING & SECOR, 1997; 

DONNELLY et al. 2004). Essa hipótese é enfraquecida quando verificamos os dados 

citogenéticos obtidos para essa espécie (DUARTE et al. 2008), que demonstram que 
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existe também grande variação nessa característica, que nesse caso, afeta 

significativamente o isolamento reprodutivo. 

Portanto, o grupo dos Mazama vermelhos deve ter sido afetado pelos sucessivos 

fenômenos de fragmentação e recuperação da floresta amazônica sofrendo uma rápida 

diversificação independente, proporcionando um número de espécies morfologicamente 

crípticas, frente à pequena diferença nas características ecológicas desses habitats. 

Apesar das diferenças morfológicas terem sido pequenas, as mudanças 

cromossômicas foram mais consistentes, auxiliadas pela grande fragilidade 

cromossômica do grupo (VARGAS-MUNAR, 2003), somada ao pequeno numero de 

indivíduos que persistiram em alguns fragmentos. Algumas dessas mudanças 

cromossômicas foram suficientes para gerar isolamento reprodutivo, gerando espécies 

válidas. 

Um exemplo claro disso é a espécie Mazama bororo, tida como pertencente à 

espécie Mazama americana até sua descrição, realizada por Duarte (1996) através de 

evidências citogenéticas (DUARTE & JORGE, 2003). Apesar do alto grau de 

semelhança morfológica entre os indivíduos da espécie M. bororo e indivíduos tidos 

como da espécie M. americana, observamos na Tabela 3 que as distâncias genéticas 

entre estes se apresentaram sempre superiores quando comparadas as distâncias 

genéticas de M. americana versus M. nana, que são espécies cujas morfologias 

permitem sua distinção. Este fato reforça a idéia de que a espécie Mazama americana 

possa ser na verdade um conjunto de espécies crípticas. 

Quando analisamos a árvore filogenética e comparamos espécies distintas e 

bem definidas taxonomicamente (M. bororo e M. nana) observamos que em alguns 

casos a distância genética entre estas espécies (0,0226) é menor do que quando 

comparamos alguns clados de haplótipos tidos como da espécie Mazama americana 

entre si, como por exemplo Clado 1 versus Clado 4 (0,0289). Isso pode ser atribuído ao 

fato de que, segundo Duarte et al (2008), as espécies M. bororo e M. nana possuem 

uma especiação mais recente quando comparadas as variantes de M. americana. 
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Tabela 3. Distancias genéticas para a matriz dos fragmentos do citocromo-b de 480 pb, calculadas para 
os diferentes clados da arvore filogetica entre si e com variantes da espécie M. bororo e M. nana. 

 M. bororo M. nana Clado 1 Clado 2 Clado 3 Clado 4 Clado 5 Clado 6 

M. bororo         

M. nana 0.0226        

Clado 1 0.0372 0.0269       

Clado 2 0.0314 0.0218 0.0150      

Clado 3 0.0336 0.0240 0.0166 0.0109     

Clado 4 0.0353 0.0314 0.0289 0.0232 0.0199    

Clado 5 0.0330 0.0245 0.0308 0.0244 0.0210 0.0306   

Clado 6 0.0380 0.0340 0.0373 0.0373 0.0395 0.0415 0.0390  

 

 

 

5.5 Rede de Haplótipos  

 

Quando tomamos a rede de haplótipos criada pelo programa TCS (Figura 7) e 

verificamos a relação mais provável entre os haplótipos, observamos que haplótipos 

intimamente relacionados podem habitar diferentes regiões do estado (H4 e H20), 

enquanto haplótipos menos relacionados podem coabitar a mesma região (H4 e H6).  

Frente a esses dados, surge uma pergunta de extrema relevância. Esses 

distintos haplótipos são espécies válidas? Pode ser que estas espécies possam estar 

bem estabelecidas com mecanismos consistentes de isolamento reprodutivo e que 

vivam hoje em simpatria no Estado de Rondônia. Seriam, portanto, 5 espécies distintas, 

referentes aos distintos clados? Apesar de pouco provável, isso é possível. Ou será que 

esta variação é um resíduo da diversificação ocorrida durante os eventos históricos de 

isolamento populacional? Após estes sucessivos eventos, as populações teriam se 

fundido, quando as barreiras ecológicas eram suprimidas. Isso faria que as populações 

atuais apresentassem uma variação resultante da retenção da variação ancestral. 
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Figura 7. Diagrama da estimação genealógica entre os haplótipos (Tabela 7) por parcimônia 

estatística, geradas pelo programa TCS 1.21, das seqüências do fragmento de gene do citocromo-b de 

480 pb 
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Entretanto este trabalho não permite responder essas perguntas, uma vez que a 

região estudada é pertencente ao DNA mitocondrial, de herança exclusivamente 

materna. Assim, há ou não mistura de material genético dos distintos clados? Ou seja, 

estes animais sofreram especiação e encontram-se isolados reprodutivamente? Seriam 

necessários novos estudos para confirmar a presença ou ausência de polimorfismo em 

genes nucleares e assim possibilitar a reconstrução filogenética do taxon.  
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6. CONCLUSÃO 

 

 Definidas as variantes moleculares do gene citocromo-b de veado-mateiro no 

estado de Rondônia, o presente trabalho nos permitiu verificar que a separação das 

variantes de M. americana é antiga quando comparada com as demais espécies de 

Mazama-vermelhos do Brasil. Devido a esta diferença temporal, quando comparamos 

espécies distintas e bem definidas taxonomicamente (M. bororo e M. nana) observamos 

que na maioria dos casos a distância genética entre estas espécies é menor do que a 

de alguns clados de haplótipos tidos como da espécie Mazama americana. 

 O alto valor de bootstrap dos clados de algumas variantes permite supor que 

estes podem ter sofrido processo de especiação. Em contrapartida a presença nas 

análises de um grupo antigo com grande variação sugere que há muito tempo exista 

polimorfismo neste grupo, que se mantém até os dias atuais, caracterizando retenção 

de polimorfismo ancestral. Estas hipóteses só poderão ser testadas através da 

verificação do fluxo gênico utilizando-se de marcador nuclear.  

 O sistema de coleta de amostras mostrou-se ineficiente. Sugerimos que em 

trabalhos posteriores, a utilização de cães farejadores na busca de fezes seja 

empregada. 

Novos estudos envolvendo um número maior de amostras, genes nucleares e 

fragmentos maiores de genes mitocondriais se fazem necessários para elucidar estas 

questões. 
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ANEXO I 

 

PROTOCOLO DE EXTRAÇÃO DE DNA GENÔMICO DE TECIDO: 

 

Os procedimentos para extração de DNA foram realizados segundo o protocolo de 

SAMBROOK et al. (2006), com adaptações.  

 

1. Eliminar o álcool existente no tecido deixando-o em um tubo de polipropileno de 

1,5 mL aberto no interior de uma estufa ou no próprio ambiente pelo tempo 

necessário para que este fique totalmente seco; 

2. Em seguida macerar o tecido em 300 µl de TNE 1 X (10 mM Tris-HCl pH 8,0, 

150 mM NaCl e 10 mM EDTA pH 8,0); 

3. Adicionar ao tubo uma solução de lise composta por 30 µl de Tris-HCl 1 M, 10 µl 

de SDS 20% e 20 µl de proteinase K (20 mg/mL); 

4. inverter o tubo várias vezes e incubar a 55ºC cerca de 12 h ou até que o tecido 

esteja completamente digerido, agitando-o periodicamente; 

5. Resfriar as amostras à temperatura ambiente e adicionar 350 µl de 

fenol:Cloroformo:Álcool isoamílico (25:24:1), homogeneizando-se a solução em 

vortex; 

6. Centrifugar por 10 min a 12.000 rpm, remover o sobrenadante cuidadosamente e 

transferi-lo para tubos novos; 

7. A camada aquosa obitida no passo anterior adicionar 300 µl de cloroformo:álcool 

isoamílico (24:1), agitando-se em vortex até formar uma solução uniforme; 

8. Centrifugar por 10 min a 12.000 rpm e tranferir o sobrenadante para tubos novos; 

9. Adicionar 700 µl de etanol absoluto gelado e misturar a solução invertendo-se o 

tubo gentilmente. Armazenar a -20ºC por 12 horas, para ajudar na precipitação 

do DNA; 

10.  Centrifugar por 10 min (12.000 rpm) e descartar o sobrenadante por decantação; 
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11.  Adicionar 150 µl de etanol 70% e inverter o tubo várias vezes para lavar o 

“pellet” de DNA; 

12. Centrifugar por 10 min (12.000 rpm) e descartar o sobrenadante por decantação. 

Todo o álcool existente no tubo deve ser retirado com a ajuda de uma 

micropipeta, e completamente seco deixando-o à temperatura ambiente ou em 

estufa 37ºC por alguns minutos; 

13. Ao DNA adicionar 150 µl de TE (10 mM Tris-HCl pH 8.0, mM EDTA pH 8.0), 

misturar e incubar a amostra por 12 horas à temperatura ambiente, ou durante 

algumas horas em Banho-maria à 56ºC; 

14. Após a incubação agitar os tubos por alguns segundos e estocar as amostras em 

freezer ou geladeira. 
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ANEXO II 

 

Reagentes e quantidades utilizados para reação de PCR na amplificação do 

fragmento do gene do citocromo b. 

 

 

Componentes Quantidades 

DNA 3 µl 

Tampão 1 µl 

dNTP 0,7 µl 

Iniciador (Forward) 0,35 µl 

Iniciador (Reverse) 0,35 µl 

Taq DNA Polimerase 0,35 µl 

H2O Milli-Q 4,25 µl 

Total 10 µl 

 

 

 

Ciclos de temperatura utilizados na amplificação do fragmento do gene do 

citocromo b. 

 

 

Passos Temperatura ºC Tempo 

1. Desnaturação inicial 94º 3 min. 

2. Desnaturação 94º 45 seg. 

3. Anelamento 59º 56 seg. 

4. Extensão  72º 50 seg. 

Repetir os passos 2 ao 4 – 35 vezes 

5. Extensão final 72º 10 min. 

6. Pause 4º Infinito 
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ANEXO III 

REAGENTES E PROTOCOLO DE PURIFICAÇÃO  
 

Reagentes 

 

 

Produto amplificado por PCR 7 µl 

SAP 0,5 µl 

EXO 1 µl 

10X RX Buf 0,5 µl 

Água MilliQ 1 µl 

Total 10 µl 

 

 

 

 

Protocolo em termociclador 

 

 

 

Passos Temperatura ºC Tempo 

1. Purificação 37º 60 min. 

2. Inativação das enzimas 72º 15 min. 

3. Pause 4º Infinito 
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ANEXO IV 

 

REAÇÕES DE SEQÜENCIAMENTO  
 
Passo 1. Mix de Reação do produto do PCR com os didesoxinucleotídeos 

DNA (produto de PCR) - 1 µl (25 ng/µl) 

Tampão – 3 µl (2,5x - “Save Money”) 

Didesoxinucleotídeos - 1 µl (BigDye Terminator v.3)  

Primer - 1 µl (10pmol) 

Água - 4 µl 

 

Passo 2. Reação de Incorporação dos didesoxinucleotídeos em termociclador 

Desnaturação a 96 oC por 10 segundos, ligação dos iniciadores a 52oC por 5 segundos, 

extensão a 60º por 4minutos,  repetir estes ciclos 35 vezes e por fim armazenas a 4oC. 

 

Passo 3. Procedimentos de Lavagem 

- Adicionar 60 µl Isopropanol 75% para precipitar o DNA. 

- Passar em vortex bem rápido.  

- Reação de escuro 15 minutos. 

- Centrifugar 30 minutos a 4000 RPM; 20 oC. 

- Adicionar 160 µl de etanol 70% e agitar vagarosamente. 

- Centrifugar 10 minutos a 4000 RPM e repetir lavagem com etanol. 

- Enxugar as placas com papel higiênico e não desvirar as placas. 

- Centrifugar invertidas com papel no fundo – Spin rápido (Máximo 500 rpm) 

- Secar em bomba a vácuo por 5 minutos ou em temperatura ambiente por 45 minutos. 

Após este procedimento a placa pode ser armazenada a 4 oC até sua aplicação no 

seqüenciador. 

- Adicionar 10 µl de Formamida Hi-Di.   

- Selar as placas com plástico    

- Desnaturar 95 o C; 5 minutos antes de aplicar no seqüenciador.    
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ANEXO V 

 H5

 H16

 H11

 H20

 H4

 H14

 H15

 H3

 H1

 H18

 H2

 H21

 H8

 H10

 H12

 H19

 H7

 H13

 H9

 H17

 Bororo1

 Bororo2

 Nana1

 Nana2

 H6

 Nemorivaga2

 Nemorivaga1

 Gouazoubira2

 Gouazoubira1

 Rangifer

99

63

24

99

80

85

19

32

78

79

92

99

37

57

33

37

31

5

1

1

1

6

60

62

21

80

30

 

 
Representação da árvore filogenética da matriz de dados dos fragmentos do citocromo-b de 480pb, 

método “Máxima Parcimônia” de análise; Out-Group: espécie R. tarandus M. nemorivaga e M. 
gouazoubira 
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