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RESUMEN

Esta tesis tiene como objetivo, inferir estrategias alimentarias y ambientes
asociados en cérvidos actuales y ungulados fésiles inmigrantes y autéctonos,
pertenecientes a la Formacion Sopas (Pleistoceno superior), mediante la
utilizacion de herramientas de isotopia estable. En todos los especimenes
estudiados, se utilizé la fraccion mineral del esmalte dental, a la que se le aplico el
fraccionamiento de 6'3C de 14,1%o, entre presas (plantas) y depredadores
(herbivoros). Los datos asi obtenidos, se corrigieron por Efecto Suess, que es el
cambio producido en el 6'3C de la composiciéon atmosférica, (debido al CO2
antropogénico), el que afecta a todos los seres vivos, seguidos de la aplicacion de
Modelos Mixtos bayesianos para transformar el 5*3C de los ungulados en
porcentaje de plantas Csen la dieta. Esto permite comparar, los resultados
isotOpicos con datos sobre dieta obtenidos por otros métodos no isotdpicos. Los
isotopos estables 6'3C y 680, han permitido deducir la dieta de Mazama
gouazoubira como frugivoro-ramoneador Cs en areas boscosas con dosel, sin
importar en cual de las areas estudiadas se encuentre, mientras que Ozotoceros
bezoarticus presenta una dieta ramoneadora-pastadora Cs-C4, adaptadas a las
condiciones del ambiente. Estas dietas, han sido validadas con los datos

isotépicos de las plantas del entorno y por otros autores con diferentes



metodologias. Con los resultados de los cérvidos actuales, se construyé la primera
linea isotOpica de base del Uruguay, con la que se calibraron los datos de
ungulados fésiles. En un set de muestras fésiles de Cervidae indet., los resultados
permiten inferir un amplio rango de dietas mixtas, en ambientes que van desde
praderas a bosque con y sin dosel. Muestras de los taxones Morenelaphus sp., M.
brachyceros y Paraceros fragilis (de los que no se disponia de informacion previa),
se deduce una dieta, también mixta pero mas acotada, en un ecotono de bosque
sin dosel y pradera, mientras que restos fosiles atribuidos a Ozotoceros
bezoarticus muestran una dieta mixta, similar a la de los ejemplares actuales de la
misma zona. De Neolicaphrium recens, un proterotérido escasamente conocido y
del que no se posee suficiente informacién, se infiere una dieta frugivora
ramoneadora Cs, preferentemente de zonas arboladas sin dosel. En Uruguay hubo
dos especies de caballos, de los que se infieren dietas isotopicamente diferentes,
Hippidion principale era un ramoneador-pastador C3, de zonas boscosas sin dosel
y Equus neogeus era un pastador mixto de pastos Cs-C4en areas abiertas o poco
arboladas, lo que podria sustentar la hipotesis de simpatria, previamente
propuesta. Los datos isotopicos fueron complementados con andlisis de
hipsodoncia y estudios en juveniles. Un analisis preliminar sugiere, que hubo
cambios en los porcentajes C3-Cade la dieta de los caballos entre los 50 y 30 ka.
Posiblemente debido a los frentes polares antarticos mas frecuentes, que
prevalecieron en la segunda mitad del MIS-3, propiciando un clima mas frio, lo que

favorecio que el ecotono Cs3-C4, se moviera de sur a norte, variando la



composicion de la vegetacion en el norte de Uruguay. Los datos de las especies
analizadas, permitieron no solo inferir sus habitos alimenticios, sino también
contribuir con la reconstruccion de los ambientes del Pleistoceno tardio en el norte
de Uruguay.

La sefial isotdpica considerada globalmente, sustenta en la Fm. Sopas la
presencia de ambientes abiertos de pradera y sabana, asi como también areas
boscosas con y sin dosel, lo que apoya la diversidad de habitat previamente
propuesto por otros autores y corrobora el contexto ambiental asociado a la fauna

de mamiferos de la Fm. Sopas entre los 50 y 30 ka.



1. INTRODUCCION Y ESTRUCTURA DE TESIS

En este capitulo, dividido en tres partes, se introduciran primeramente los
conceptos fundamentales sobre isotopia estable, seguido de una breve
caracterizacion de la Formacién Sopas, descripcion sedimentaria, su contenido
fosilifero, edad, ambientes, clima y por ultimo una breve descripcion de la estructura

de la tesis.

1.1. Introduccion alaisotopia estable

Con el fin de obtener respuestas, a algunas de las preguntas planteadas con
referencia a la fauna de la Formacion Sopas de Uruguay y los ambientes en los que
esta se desarrollo, encontramos que la composicion isotépica es una herramienta
muy util, en la reconstruccién de distintos tipos de dieta. En Uruguay, la utilizacion
de marcadores geoquimicos es relativamente reciente y en ungulados actuales o

fésiles inmigrantes, es bastante escasa.

Desde la década de 1970, el uso de la isotopia estable como proxi, se ha
incrementado en diferentes campos de la biologia, incluyendo la paleontologia

(MacFadden et al., 1999; Domingo et al., 2019; Dantas et al., 2013, entre otros).



Una de sus aplicaciones mas comunes es estimar la contribucion de las fuentes en
una mezcla (dieta en este caso), midiendo la composicién isotépica de diferentes
elementos (carbono, oxigeno, nitrégeno, etc.) (Ben-David and Flaherty, 2012).

Con la composicion isotépica de los tejidos animales, se puede deducir la
asimilacion de diferentes fuentes de alimentacion y realizar inferencias acerca de
las dietas animales y los ambientes asociados (Ben-David and Flaherty, 2012;
Bocherens and Drucker, 2013; Crawford et al., 2008; Van der Merwe and Medina,
1989).

De forma breve, los is6topos radiactivos, tienen un exceso de energia
nuclear, que los hace inestables, por lo cual, sufren lo que se conoce como
desintegracion radiactiva, la que puede producir isétopos estables o nuevos
radioisotopos, con los que se vuelve a repetir el proceso. Los isétopos estables, son
atomos con el mismo numero de protones y electrones y con diferente numero de
neutrones, pero no tienen exceso de energia, por lo que son estables y no decaen.
Los isotopos estables de un elemento tienen un comportamiento quimico similar,
pero durante ciertos procesos, la proporcion de atomos pesados y livianos cambia
en relaciéon a un patrén o estandar (DeNiro and Epstein, 1978, 1981; Tieszen et al.,
1991).

Estos cambios en la proporcion isotdpica, que en los seres vivos se
encuentran mediados por procesos enzimaticos, pueden presentar niveles de
enriquecimiento  (valores isotopicos relativamente mas  positivos) 0

empobrecimiento (valores isotdpicos relativamente mas negativos). Este proceso se
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conoce como “fraccionamiento isotépico” y causa efectos mensurables en la
composicién isotdpica de una muestra dada (Ben-Davis and Flaherty, 2012).

Las proporciones de los isotopos estables, se expresan como valores delta
(6) y son calculados en unidades por mil (%), las que se relacionan con escalas

internacionales (Peterson and Fry, 1987).

0 %o = (R muestra/R estandar — 1) x 1000

donde R muestra y R estandar (ecuacion simplificada), son las proporciones de la
muestra y el estandar respectivamente (Cerling & Harris, 1999).

La variacion isotopica dentro de los ecosistemas o entre ellos, se crea
mediante procesos bioquimicos en el primer paso de la fotosintesis (Newsome et
al., 2012). La principal razén de este fraccionamiento, es que la incorporaciéon de
carbono en las plantas depende de las rutas metabdlicas que estas posean, las que
producen un fraccionamiento diferencial, con distintos valores de 6'*C (Bender
1971).

Para la fijacion del carbono, en las plantas terrestres, existen tres rutas
metabdlicas principales:

a- Laviadel ciclo de Calvin (via fotosintética C3), que tiene un &'3C entre — 35,0

y — 25,0 %o.

b- En la via de Hatch-Slack (via fotosintética Cs), el *3C varia entre -19,0 y

-9,0 %o.



c- La tercera via, es una adaptacion a los ambientes aridos llamada CAM
(crassulacean acid metabolism) que presenta valores intermedios, pero casi
no hay ungulados que se alimenten de ellas (Bender, 1971; MacFadden and

Shockey, 1997).

Se les llama plantas Cs o0 C4, porque la primera molécula de azucar que se forma
tiene 3 0 4 carbonos respectivamente, dependiendo de la ruta fotosintética que siga

(Ambrose and DeNiro, 1986; Bender, 1971).

La via fotosintética Cs, s una adaptacion evolutiva en respuesta a las
condiciones climaticas cambiantes, tiene una alta eficiencia fotosintética en
ambientes aridos con elevadas temperaturas (Sage, 2004). Esta via, tiene dos
subtipos bioquimicos principales, el que utliza la enzima primaria de
descarboxilacion NAD (Nicotiamida-Adenina Dinucle6tido) y el que utiliza la NADP
(Nicotinamida-Adenina Dinucleétido fosfato). La composicion isotopica de las
plantas Cs4 que utilizan la via de la NADP, se encuentran sistematicamente
enriguecidas en 13C, comparados con aquellas que usan la via de la NAD. Esto se
debe a que tienen requerimientos diferentes, en cuanto a la cantidad de agua que

necesitan para realizar fotosintesis (Sage, 2004).

Las variaciones isotopicas que se encuentran en las plantas Cs, se deben a
varios factores ligados fundamentalmente a la disposicion de agua y a la incidencia
solar (van der Merwe and Medina, 1989). Aquellas que crecen en ambientes xéricos

se encuentran relativamente enriquecidas en &'3C, con valores comparativamente



altos de -22,0 %o y las que crecen en areas boscosas, en los estratos bajos del dosel
pueden tener valores empobrecidos de -36 %o 0 inclusive menores (Ben-David and
Flaherty, 2012; Cerling and Harris, 1999; van der Merwe and Medina, 1989).

Con referencia al 620, sucintamente, se considera como linea de base el
valor del 680 que tiene el agua de lluvia en un area en particular, a partir del cual
se producen los distintos fraccionamientos. En Uruguay, actualmente el agua de las
precipitaciones tiene un 6'%0 de -5.5 %., VPDB (tomado de IAEA. International
Atomic Energy Agency), a partir del cual se evalia el enriquecimiento o
empobrecimiento tréfico o ambiental.

Los valores de &'3C y 80 relativamente empobrecidos, indican que las
plantas crecieron en los estratos inferiores de bosques o zonas forestadas, donde
tienen un menor recambio de CO2 y menor incidencia de la luz solar (Druker et al.,
2008). En los ambientes abiertos, en los que hay mayor incidencia solar y estrés
evaporativo, las plantas tienden a ser mas eficientes en el uso del agua y funcionar
con menores niveles de respiracion, pero tienen que seguir absorbiendo CO: para
el crecimiento, lo que lleva a un proceso de enriquecimiento del 53C y &'80 (Van
der Merwe and Medina, 1991; Bocherens and Drucker, 2013; Nelson, 2013).

Como resultado de estas diferencias isotOpicas en la vegetacion, generadas
por las distintas vias fotosintéticas y los factores ambientales, se pueden rastrear
los tipos de dietas herbivoras (Cerling et al., 1997; van der Merwe and Medina,
1989, 1991). Estos tipos de proxis, tiene un valor ecoldgico importante, si se trabaja

con especies cripticas o ejemplares fésiles.



1.1.1. Is6topos en tejidos 6seos

Los huesos y dientes, estan compuestos por una fraccidon organica
(colageno), con la que se puede analizar carbono y nitrdgeno y una inorganica o
fraccion mineral, compuesta por fosfato de calcio o hidroxiapatita (Caio(POa4)s(OH)z2).
La que en general contiene varias impurezas, entre ellas los carbonatos (CO3s), que
son en los que se analizan las proporciones de carbono y oxigeno (Bocherens y
Drucker, 2013). De la misma manera, se pueden analizar los is6topos de H

(hidrégeno), Sr (estroncio), Ca (calcio), P (fésforo), S (azufre), etc.

Como mencionamos, el carbono presente en los distintos organismos,
proviene de la dieta, algunos de los nutrientes son tomados directamente por los
diferentes tejidos, mientras que otros son utilizados para sintetizar moléculas de
Novo. El carbono que pertenece a las proteinas de la dieta, se incorporara
preferentemente a las proteinas del consumidor y no a otras macromoléculas, como
por ejemplo los lipidos (Schwarcz, 1991). De la misma forma, los lipidos asimilados

sintetizaran grasa animal o seran consumidos como energia. Por este motivo,

dependiendo del tejido muestreado se puede llegar a subestimar o sobrevalorar,

alguna de las fuentes de alimentacion (Martinez del Rio and Carleton, 2012).

Se eligi6 utilizar el andlisis de los carbonatos en la hidroxiapatita en esmalte

dental, puesto que se considera que permanece como un sistema cerrado por mas



tiempo y es un registro confiable de la dieta en su totalidad (Cerling et al., 1997;
Lee-Thorp and van der Merwe, 1987; van der Merwe et al., 1991; Wang and Cerling,

1994).

Existe una diferencia isotOpica sistematica, entre la presa y los tejidos del
consumidor, que se conoce como fraccionamiento o “enriquecimiento trofico”
(Newsome et al., 2013). En el esmalte dental de los herbivoros, el enriquecimiento
trofico es de 14,1 + 0,5 %o, el que se aplica a una gran variedad de mamiferos de
méas de 5 Kg de peso (Cerling and Harris, 1999). Tejada-Lara et al. en 2018,
proponen que hay una relacion entre la masa del animal y el enriquecimiento
isotopico, con lo que observan diferencia en el fraccionamiento entre los taxa de
mayor masa (Mylodon) y los de menor masa (Bradypus).

Si bien consideramos que el método de Tejada-Lara et al. (2018), es mucho
mas preciso, no pudimos utilizarlo para calcular el enriquecimiento isotépico de los
ejemplares con los que se trabaj6. Esto es debido a que, durante el proceso de
colecta de muestras, que fue previo (2014-2016) a la publicacion de Tejada_Lara et
al. (2018), no se considero recabar la informacion numérica de las piezas dentales,
gue se utiliza para estimar masas, porque ibamos a aplicar el modelo de Cerling y
Harris (1999) y no era necesario. Ademas, la diferencia observada en el efecto es
mayor en los extremos con las masas corporales de menos de 1kg o mayores de
1.000 kg, estando los taxones en estudio en el rango intermedio donde la afectacion

no provoca cambios drasticos de la interpretacion.
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La informacién obtenida mediante andlisis isotopicos (6*C y &'80), en el
esmalte dental de ungulados fésiles y de cérvidos contemporaneos, permite realizar
inferencias sobre los tipos de dieta de la paleofauna objeto de estudio. Estos datos
a su vez, posibilitan realizar reconstrucciones paleocliméaticas y ecoldgicas
relacionadas con las formas extintas. En este caso, poniendo a prueba algunas de
las hipoétesis biogeograficas, paleoecoldgicas y climatico-ambientales propuestas

por otros autores o formular nuevas respecto a los procesos involucrados (vide infra)

1.1.2. Efecto Suess

Los valores atmosféricos del CO: actuales, se encuentran empobrecidos en
su proporcion 3C/*2C (6*3C) (Francey et al., 1999; Friedli et al., 1986), esto es
debido a la emision de CO:2 antropogénico, el que se incrementé con la
industrializacion y la quema de combustibles fésiles (Efecto Suess). Este
empobrecimiento ha llevado al 6'3C de los valores preindustriales de -6.5 %o a -8.0
%o en el afio 2000 A.D. (Keeling et al., 2011). Esta disminucién en el 5'3C, afecta a
casi todos los organismos vivos, por lo que se corrige agregandole +1.5 %o, en
ejemplares fosiles o arqueoldgicos, para poder compararlos con las escalas
actuales (Cerling and Harris, 1999; Friedli et al., 1986; Tiezen, 1999). En el caso de
plantas y animales, que nacieron o crecieron luego del comienzo de la era industrial,
se corrigen cada uno de los datos isotOpicos por separado, tomando en

consideracion el afio de colecta de las plantas o el de nacimiento de los animales.
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1.1.3. SIMM - Modelos mixtos bayesianos.

Los SIMMs (stable isotope mixing models), son modelos que mediante una
transformacion log-ratio (Parnell et al., 2013), se utilizan para calcular la contribucion
proporcional de las fuentes (plantas Cs y C4) en una mezcla (dieta). A través de esta
transformacion, se pueden aplicar una gama de series temporales y relaciones de
homogeneidad no-paramétrica (Parnell et al.,, 2013). Hay que tomar en
consideracion que, los tejidos del consumidor reflejaran la composicion de la dieta
asimilada, no necesariamente de la ingesta total, que puede tener partes que no
son digeribles, por lo tanto, no se absorben. La parte de la dieta que es digerida,
luego de algunas perdidas debidas a la respiracion y la excrecion, es asimilada en
los tejidos animales (Newsome et al., 2012). Estos procesos fisiolégicos, a veces
ocurren en diferentes proporciones para compuestos que contienen los isotopos
pesados o livianos de carbono (*3C o '?C) debido a la diferencia en las masas
(Newsome et al., 2012).

La aplicaciébn mas extendida, de este modelo estadistico multivariado, es la
cuantificacion de las dietas de distintos organismos, utilizando las fuentes
alimenticias corregidas por diversos factores metabdlicos (Newsome, 2012). Los
porcentajes asi obtenidos, pueden ser comparados con otros tipos tradicionales de

resultados dietarios (Parnell et al., 2013).
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1.2. Caracteristicas de la unidad sedimentaria portadora de fosiles.

La Formacion Sopas, es una unidad sedimentaria del Pleistoceno Tardio
Continental, se encuentra localizada en el norte de Uruguay, en los Departamentos
de: Artigas, Salto, Tacuarembd, Paysandu y Rio Negro (Ubilla et al., 2004).

En base a los resultados de andlisis de #C (carbono 14) y OSL
(Luminiscencia oOpticamente estimulada), varios afloramientos de la Fm. Sopas
tendrian una edad de entre los 60 y 25 ka, lo que la ubica en el contexto del Marine
Isotope Stage 3 o MIS-3 (Ubilla et al.,, 2004, 2016), mientras que algunos
afloramientos poseen edades finipleistocénicas.

Las caracteristicas litologicas de la misma, son analizadas en detalle en
Ubilla et al. (2004). En general, tiene un patrén de distribucion irregular de
afloramientos junto a rios y arroyos. Se compone de niveles basales de
conglomerados, de arena media a gruesa y niveles arcillosos o limosos
pertenecientes a facies fluviales, junto a la evolucion de paleosuelos, incluyendo
bioturbacion a veces importantes y en el tope presenta niveles carbonéticos
(Martinez and Ubilla, 2004; Ubilla et al., 2016)

En esta Formacion, han sido excavados distintos restos fésiles ya sean trazas
o de cuerpo (que incluyen vertebrados, moluscos y restos vegetales),
pertenecientes a taxa tanto extintos como actuales, en el que los mamiferos son el

grupo dominante (Ubilla et al., 2004, 2016; Manzuetti et al., 2019, entre otros).
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Un aspecto a resaltar, es que la fauna de la Fm. Sopas estd compuesta por
una gran mayoria de especies alopatridas, incluyendo algunas con distribucion en
areas tropicales y templadas, asi como otras de la region patagonica de la Argentina
(Ubilla et al., 2016). Dentro del registro faunistico hay taxa indicativos de distintos
tipos de habitat, vinculados a climas aridos y frios (Dolichotis sp., Lama vicugna,
Hemiauchenia sp), praderas (Ozotoceros bezoarticus, Equus neogeus), areas
boscosas (Hippidion principale), zonas tropicales y templadas (Tapirus terrestris), o
de rios, arroyos y ambientes pantanosos (Hydrochoerus hydrochaeris, Myocastor
coypus entre otros) (Ubilla et al., 2016). Ambientes estos que tienen interesantes
patrones biogeograficos, producidos en contextos diferentes, por procesos
diferentes, que no se superponen hoy en dia y son una contradiccion climatica
(Bond et al. 2001; Ubilla, 2004; Ubilla and Perea, 1999; Ubilla et al., 2016). Los taxa
tropicales/templados sugieren condiciones ambientales distintas, si se las comparan
con la tipica fauna Lujanense, la que fue influenciada por el Ultimo Maximo Glacial.
Este patron climéatico y ambiental tan complejo, ha generado varias hipotesis (Ubilla
et al., 2016), e modelos de reemplazo o mixto de fauna:

a- El contenido fosil de la Fm. Sopas, es una consecuencia de los rapidos
cambios climaticos (de pocos milenios), que sucedieron en el MIS-3.
b- Existe un efecto de “time-averaging”’, que amalgama a los fosiles de

diferentes, edades, ambientes y climas.
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c- Los fosiles representativos de zonas tropicales, podrian pertenecer al MIS-5,
y cuando el clima comenzd a enfriarse, los animales fueron desarrollando
adaptaciones a climas mas aridos y frios.

d- Las especies de climas tropicales o templados podrian haber permanecidos
en “refugios”, generados por rios permanentes, bosques riberefios o zonas

semi forestadas.

1.3. Estructura de tesis

La presente tesis incluye capitulos inéditos y al mismo tiempo, articulos ya
publicados en revistas de distribucién internacional, como adelantos de la misma.
Asi como otros ya redactados en inglés, previstos para enviar a revisidbn en
publicaciones internacionales arbitradas y otros con formato de capitulo.

En el Capitulo 2, se plantean los objetivos de la tesis.

El capitulo 3, trata sobre los materiales y métodos, se da una descripcién del
proceso por el cual se obtuvieron las muestras para analisis isotdpicos y referimos
a determinados capitulos, para una descripcion detallada de las distintas
metodologias. Las referencias bibliograficas se encuentran al final de cada capitulo.

En el capitulo 4, redactado en inglés, analizamos lo resultados isotépicos de
Mazama gouazoubira contemporaneo de Uruguay y ejemplares comparativos de la

Argentina, también contemporaneos.
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En el capitulo 5, se desarrolla el estudio de las dos poblaciones de
Ozotoceros bezoarticus vivientes en Uruguay y comparamos los resultados con los

de otras poblaciones de Ozotoceros de Argentina actuales.

En base a la informacién obtenida en los capitulos previos, en el 6 se estudia
la dieta y ambientes asociados en Cérvidos fosiles incluyendo a Morenelaphus sp.,

M. brachyceros, Ozotoceros cf. bezoarticus y Paraceros fragilis.

El capitulo 7, es un articulo que se encuentra publicado en revista de
distribucion internacional, como avance de tesis y estudia la dieta y ambientes
asociados en las dos especies de caballos fosiles Equus neogeus e Hippidion
principale, donde ademas de los datos isotdpicos, utilizamos el indice de
hipsodoncia, para identificar habitos dietarios.

En el capitulo 8, con los datos de 6'3C y 6'80 tomados del capitulo previo,
sumado a estudios palinologicos y de temperaturas antarticas (disponibles en la
literatura), evaluamos si los rapidos cambios climaticos (de pocos milenios), que
se estima se produjeron en el norte de Uruguay entre los 50 y 30 ka, tuvieron
alguna incidencia en la dieta de Equus neogeus e Hippidion principale.

El capitulo 9, trabajo publicado como parte de avance de la tesis, explora
mediante 5'3C y &80 el tipo de dieta y los ambientes asociados, del ungulado
extinto Neolicaphrium recens, del cual hasta este momento no habia informacion

disponible.
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Finalizando se adicionan un capitulo con los Resumenes presentados en
reuniones cientificas y, por dultimo, se incluyen "Consideraciones finales y

perspectivas” .
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Construir una linea de base isotopica, utilizando &'3C y &80, obtenidos de

las especies Mazama gouazoubira y Ozotoceros bezoarticus contemporaneas y

calibrarla con la flora de las correspondientes eco-zonas de Uruguay. Teniendo en

cuenta esta informacion, junto con las de otros proxis, inferir estrategias alimenticias

y ambientes asociados de ungulados fosiles seleccionados, pertenecientes a la

Formacion Sopas (Pleistoceno tardio).

2.2. Objetivos Especificos

Inferir las estrategias alimenticias de Mazama gouazoubira
contemporéaneo, usando is6topos estables y evaluar si las mismas estan
en concordancia con la flora de las areas que habita y con la dieta
previamente descripta por medios no isotépicos en estudios
independientes.

Identificar el o los tipos de dieta, mediante isétopos estables de carbono

y oxigeno de las dos poblaciones de Ozotoceros bezoarticus actuales
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gue viven en Uruguay, asi como muestras de especimenes de
poblaciones de Argentina con fines comparativos. Evaluar si estan en
relacién con la flora de las areas que habitan y con los tipos de dieta
previamente descriptos por otros autores, mediante métodos no
isotopicos. Evaluar si existen diferencias isotépicas en la dieta, debido
al sexo o estado ontogenético.

Deducir las estrategias alimenticias de un set de muestras de los
cérvidos fasiles, incluyendo a Morenelaphus sp., M. brachyceros, Ozotoceros
cf. bezoarticus y Paraceros fragilis, pertenecientes a la Formacién Sopas de
Uruguay (Pleistoceno tardio, 50-30 ka), utilizando isotopia estable.
Comparar estos resultados con los tipos de dieta previamente
descriptos, en los casos disponibles por medios no isotopicos en
estudios independientes.

Utilizar datos isotopicos, junto con el indice de hipsodoncia, como indicadores
de dieta de Equus neogeus e Hippidion principale, pertenecientes a la Fm.
Sopas. Inferir los ambientes asociados y evaluar la hipotesis, propuesta por
otros autores, de simpatria entre ambas especies.

Analizar la eventual conexién, entre los tipos de dieta de Equus neogeus e
Hippidion principale inferidos y los rdpidos cambios climéticos (de pocos
milenios), que se estima se produjeron en el norte de Uruguay entre los 50 y
30 ka, utilizando estudios palinolégicos y de variacion climética antartica,

disponibles en la literatura.
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Inferir mediante isotopos estables &*3C y 6'%0, las preferencias dietarias y
ambientes asociados de Neolicaphrium recens, referidos a la Fm. Sopas
entre los 50 y 30 ka.

Evaluar si los datos isotépicos apoyan la diversidad de habitat y el contexto
ambiental asociado a la fauna descripta para la Fm. Sopas, en el Pleistoceno

tardio (50-30 ka), previamente propuestos por otros autores.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

Utilizando el Sistema Nacional de Museos se seleccionaron tres colecciones
de Mastozoologia, de donde se tomaron muestras de esmalte dental de Ozotoceros
bezoarticus y Mazama gouazoubira. Posteriormente se agregaron dos colecciones
mas de Argentina, de donde se obtuvieron muestras de cérvidos, con fines
comparativos.

Las siguientes abreviaturas y su significado son las utilizadas e incluidas en
capitulos subsiguientes:

- ZVCM - Zoologia de Vertebrados Coleccion de Mastozoologia. Facultad de

Ciencias, UdelaR. Montevideo, Uruguay.

- MNHN - Museo Nacional de Historia Natural, Coleccién de Mastozoologia,

Montevideo, Uruguay

- SG - Coleccion Susana Gonzalez. IIBCE, UdelaR. Montevideo, Uruguay.
- MLP- Museo de La Plata, Coleccion de Mastozoologia. La Plata, Argentina
- MNCN - Museo Nacional de Ciencias Naturales "Bernardino Rivadavia",

Coleccidon Mastozoolégica. Buenos Aires, Argentina
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Para la obtencién de muestras en ejemplares fésiles pertenecientes a la
Formacion Sopas, se seleccionaron tres Colecciones de Paleontologia publicas y
una privada en Uruguay. De las mismas se colectaron muestras de los diferentes
taxones de ungulados estudiados.

Las siguientes abreviaturas y su significado son las utilizadas e incluidas en
capitulos subsiguientes:

- MNHN - Museo Nacional de Historia Natural, Coleccion de Paleontologia.

Montevideo, Uruguay.

- MHN-P — Museo Histdrico Departamental, Coleccion de Paleontologia.

Depto. Artigas, Uruguay.

- FC-DPV - Facultad de Ciencias. Departamento de Paleontologia. Coleccion

Paleontoldgica-Vertebrados de la Facultad de Ciencias, , UdelaR.

Montevideo, Uruguay.

- C - Coleccion Privada Ghizzoni — Depto. Salto, Uruguay.

En todas las colecciones, al momento de tomar las muestras, se utilizo la
misma metodologia. Primero un estudio de disponibilidad, evaluacion y selecciéon
de materiales, lo que implicé revision de catalogos, inventarios segun localidad y
estado de conservacion. Se realizaron sesiones fotograficas antes y luego de la
extraccion de muestras, con el fin de identificar los distintos especimenes.

Es importante destacar, el tiempo que insume conseguir una sola muestra,

desde que se contacta al curador hasta que se envia al laboratorio ya pretratada,
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es de aproximadamente 25 horas. Esto se debe a que el proceso de seleccién es
largo (taxa, localidad, sexo, estado de preservacion), con tres o cuatro visitas a cada
coleccion. Mas el tiempo que insume la toma de la muestra y el pretratamiento para

la extraccién de materia organica y carbonatos exdgenos.

Los materiales seleccionados, de los que efectivamente se colectaron
muestras y estas fueron analizadas isotopicamente se encuentran listados en cada

uno de los capitulos correspondientes.

Los laboratorios donde se procesaron muestras y se obtuvieron resultados,

se indican en los capitulos subsiguientes con las siguientes abreviaturas:

- GNS: Geological and Nuclear Science Laboratory (New Zealand).

- SIL, UEA: Stable Isotope Laboratories, School of Environmental Sciences,
University of East Anglia, England.

- SUERC: Scottish Universities Environmental Research Center (Glasgow

University)

3.2. Métodos

Los métodos de: muestreo de esmalte dental, con toma de muestras a granel
(bulk samples), pretratamientos, técnicas isotopicas, Efecto Suess, SIMMS

(modelos bayesianos mixtos), rutas fotosintéticas, enriquecimiento isotopico, y
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analisis cuantitativos, se encuentran desarrollados en detalle en los capitulos 4, 7,
9 y en el material suplementario del capitulo 7y 9.
Con los resultados de Ozotoceros bezoarticus y Mazama gouazoubira se
construyé un patron de control isotépico y se prob6é su potencial para la
predictibilidad tréfica y ambiental y asi poder utilizarlo en los especimenes

fosiles.

3.2.1. Isotope-Ratio Mass Spectrometry (IRMS)

IRMS es una especializacion de la espectrometria de masas, que permite
medir la abundancia relativa de los isotopos en una muestra dada, con relacion a
un patron previamente establecido (VSMOW, VPDB)

Los dos tipos mas comunes de espectrometros IRMS, son el de flujo continuo
y el de entrada dual (Coplen, 1994), en este trabajo se utilizd6 IRMS de entrada dual.

En términos generales, las muestras (en nuestro caso el COs de la
hidroxiapatita del esmalte dental) se convierten en CO2, haciéndolas reaccionar con
acido fosforico (HsPOa).

El CO2 gaseoso, se inyecta en el espectrémetro de masas, donde las
muestras se alternan rapidamente con un gas estandar, de composicion isotépica
conocida, (por ejemplo, CO:2 producido por marmol de Carrara). Los gases son

ionizados y acelerados en un tubo de vuelo que se encuentra al vacio, donde un
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fuerte iman desvia los atomos y los separa en funcion de la masa. Posteriormente
los gases son recolectados en copas Faraday, que crean una corriente eléctrica
débil, la que se mide utilizando un detector multiplicador o amplificador, controlado

por un ordenador (Michener y Lajtha 2007).

Detection

Faraday
collectors

lon source

beam focussi
ion acelerator

"™~ electron trap
ion repeller

gas inflow (from behind) egend:
s m ... ion mass
ionizing filament q ... ion charge

Fig. 1. Esquema de un espectrémetro de masa. (Imagen de dominio publico, proveniente de
USGS (United states Geological Survey).

IRMS es una técnica que permite medir el fraccionamiento isotépico. El
fraccionamiento, es un proceso que se da naturalmente y es causado por procesos

fisico-quimicos o biologicos indistintamente, que puede inducir a variaciones en la
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composicioén isotopica. La medicion de esas variaciones puede revelar informacién
acerca del origen y/o procesos que han afectado el material a analizar.

IRMS es un método de eleccion, para el estudio de dietas y tramas tréficas,
ya que proporciona picos de alta calidad, factor importante en los andlisis isotépicos

de precision y exactitud (Michener y Lajtha 2007).
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CAPITULO 4

Feeding strategies based on stable isotopes &C and
&80 in Mazama gouazoubira of Uruguay and
comparisons with other Neotropical brocket deer species.

5 figs., 6 tablas.

Este capitulo de la tesis, es el primer estudio sobre Mazama gouazoubira
de las poblaciones de la Cuenca Sedimentaria Gondwanica (GSB) en el norte
del pais y de la Cuenca de la Laguna Merin y las Sierras del Este en el sureste

de Uruguay, utilizando isotopos estables '3C y 6'20.

El objetivo es inferir las estrategias alimentarias y ambientes asociados de
ambas poblaciones y evaluar si los datos isotopicos estan en concordancia con la
flora del area que habitan y con las dietas previamente descriptas mediante estudios

no isotépicos independientes.

En una segunda etapa, con los datos de Mazama y los de Ozotoceros
bezoarticus (capitulo 5), se construira una linea de base isotdpica, la que se validara
con los datos de la flora de la ecozona que habitan. Este patrén, es el que
utilizaremos en las investigaciones con los fésiles de la Formacion Sopas, que

conforman el resto de esta Tesis.
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Encontramos que M. gouazoubira, independientemente de la zona que habita
tiene una dieta ramoneadora Cs, con un efecto dosel mas o menos pronunciado.
Los datos de los ejemplares de la GSB, se encuentran entre los valores calculados
en base a la vegetacion, mientras que los datos de 6'3C de la MLB y ES estan algo
empobrecidos. Esta diferencia se podria explicar si se considera una alimentacién
en areas con una mayor cobertura boscosa, que la frugivoria era parte importante

de la dieta o que se alimentaran de algun cultivo C3 de las inmediaciones.

Comparamos estos resultados con los obtenidos con M. gouazoubira de
diferentes zonas fitogeograficas de Argentina y encontramos que si bien, todos
tienen dietas ramoneadoras, estas se adaptan a la oferta de los diferentes
ambientes. Los datos de M. americana indican que, a pesar de vivir en la selva
Paranaense, pesenta valores de 6'3C enriquecidos, los que se explicarian por un

posible forrajeo de cultivos Ca.

Por ultimo, los datos isotépicos del poco conocido M. nana, indican dietas
muy similares a los M. gouazoubira de la GSB del norte de Uruguay, con un
consumo preferente de plantas que crecen en los estratos inferiores de bosques y

arbustales, con efecto dosel y preferencia por la frugivoria.
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1. Introduction

Since their incorporation into the South American fauna from the Nearctic
during the Great American Biotic Interchange, deer radiated quickly in the
Neotropics, evolving into many extant and extinct genera (Cione et al., 2015;
Woodburne, 2010; Menegaz and Ortiz Jaureguizar, 1995). Paleontological records
of deer start at the early-mid Pleistocene (Cione et al., 2015), and molecular analysis
suggests that at least eight ancestral forms migrated to South America during the
late Pliocene (Barbanti et al., 2008). The extant species of Neotropical deer are
adapted to several habitats, from closed forests to open environments in highlands
and lowlands (Merino and Viera, 2010). This radiation may have been facilitated by
the absence of other artiodactyls such as bovids, a scenario opposite to that in Africa
(Webb, 2000). Their adaptations include intrinsic factors (morphological,
physiological and behavioral traits), that maximize their efficient use of natural
resources (Putman, 1988) and extrinsic factors, such as spatial and temporal
distribution of vegetation (lllius and Gordon, 1999).

The genus Mazama Rafinesque 1817 includes 9 to 10 extant species, and
taxonomic controversies are pending resolution (Valli, 2018; Solari et al., 2013;
Wilson and Reeder, 2005). Indeed, in the light of recent molecular studies a
polyphyletic status for Mazama has been invoked (Barbanti et al., 2008; Gilbert et
al., 2006; Hassanin et al., 2012; Heckeberg et al., 2016; Heckeberg, 2020). The

genus Mazama has been mostly referred to the late Pleistocene and Holocene from
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several paleontological and archaeological sites of South America, including
Uruguay (Guérin and Fauret, 2009; Ubilla et al., 2016; Valli, 2018 and references
therein). Only two native deer inhabit Uruguay: The pampas deer Ozotoceros
bezoarticus Linnaeus, 1758, and the brown brocket deer Mazama gouazoubira
Fischer, 1814 (Black-Decima and Vogliotti, 2016).

Mazama gouazoubira is a small to medium-sized deer (body mass of 20-25
kg, 50 cm average height at shoulder) with grayish brown to reddish brown color and
does not exhibit pronounced sexual dimorphism (Duarte, 1996; Weber and
Gonzalez, 2003; Black-Decima and Vogliotti, 2016 and references therein). It lives
in diverse environments, from relatively humid locations to dry zones, with areas of
woody or bush cover; this species avoids open areas and dense forest but occupies
their borders. It can be found throughout northeastern, central and southern Brazil
(including the Brazilian Atlantic Forest, Cerrado and Caatinga), most of Bolivia,
Paraguay, Uruguay (riparian forest of campos), and central/northern Argentina
(Duarte, 1996; Black Decima and Vogliotti, 2016 and references therein; Weber and

Gonzalez, 2003) (Fig. 1).
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Figure 1. Left: geographic distribution of the brocket deer species studied (modified from
IUCN: https://www.iucnredlist.org/); Center: geographic area encompassing the analyzed
samples; Right: locations of samples from central and northern Argentina and from
northern and eastern Uruguay.

The brown brocket deer is considered a browser, feeding on a wide variety of
plant species, and it is a selective consumer of hard and fleshy fruits from trees
(Richard and Julia, 1995; Richard and Rada, 2006) but also eats leaves, buds,
flowers, twigs, and roots depending on the area, season and availability (Richard
and Julia, 1995; Black Decima and Vogliotti, 2016; Medeiros, 2013).

The species of the genus selected for comparison with M. gouazoubira of
Uruguay include, the red brocket deer Mazama americana (Erxleben, 1777), the
Brazilian dwarf brocket deer Mazama nana (Hensel, 1872) and M. gouazoubira, all

from Argentina.
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Mazama americana is the largest and most robust species of Mazama, with
an average body mass of 30 kg and ranging up to 40 kg; height at shoulder is
approximately 65 cm (Duarte, 1996). It inhabits closed forest throughout the region
from northern Colombia to northern Argentina (Duarte and Vogliotti, 2016) (Fig. 1).
It is predominantly frugivorous, but occasionally during the dry season incorporates
leaves into its diet (Duarte and Vogliotti, 2016; Medeiros, 2013).

Mazama nana is a small brocket, with a body mass rarely exceeding 15 kg,
and 45 cm height at shoulder (Duarte 1996). It has a patchy distribution and occurs
in northeastern Argentina, adjacent areas in Paraguay, and southern Brazil, mostly
around the Araucaria Forest and adjacent areas (Duarte et al., 2015) (Fig. 1). Little
Is known about its behavior and feeding ecology, but they are presumed to be similar
to the overall pattern seen in Mazama (Duarte et al., 2015).

The goals of this paper, are to provide isotopic data from the two populations
of M. gouazoubira of Uruguay and infer the type(s) of food strategies, using stable
iIsotopes as proxies, to assess whether these data are consistent with the
surrounding vegetation and with the type of diet previously described by non-isotopic
methods and finally to compare with data from Argentinian M. gouazoubira, M.
americana and M. nana. We will determine if, independently of the species and
biogeographic area they occupy, these deer share similar isotopic diet, feeding in or

near forested areas.
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1.1Dietary classification

Herbivores may have a variety of diets and therefore different dietary
classifications have been proposed. One of the most widely used classifications (and
the one we are going to use), is based on the type of plants consumed (Hofmann
and Steward, 1972; Hofmann, 1985), in which herbivorous mammals are classified
into: grazers, whose diet contains at least 75 % grasses; browsers, those for which
at least 75 % of the diet consists of dicot leaves, fruits, twigs and shrubs and finally,
the intermediate or mixed herbivores which select foraging strategies according to

availability and choose both pastures and tree parts (Hofmann, 1985).

2. Study area

Uruguay belongs to the Pampean Biogeographic Province (Morrone, 2014)
and although lying within a region dominated by grasslands, the country features a
high richness of tree and shrub species (Haretche et al., 2012). The comparison of
Uruguayan tree and bush species richness with that of neighboring regions offers
further support for the idea that there are differences between the flora of Uruguay
and the flora of the rest of the Pampean biogeographic Province (Del Puerto, 1987,
Grela, 2004). Analysis of species composition emphasizes the transitional nature of
the Uruguayan flora from the Pampas grasslands to the Chaco and Paranaense
forests. Several plant species characteristics of the Paranaense Province

(Benvenuti-Ferreira and Cohelo, 2009) are present in Uruguay, as are species that
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are dominant in the Chaco and Espinal Provinces (Brazeiro et al., 2015; Haretche et
al., 2012). Meadows occupy 80 % of the land, and approximately 4.5 % of the
landcover consists of forests, which are quite varied (e.g., gallery forest, serrano,
ravine, coastal), and wooded savannahs (e.g., carob, shins, palm trees), along with
wetland areas (Brazeiro, 2015). The transitional nature, coupled with diverse
ecosystems, allows a high number of animal and plant species of various
biogeographical affinities to inhabit the country (Brazeiro, 2015).

Uruguay has been divided into seven eco-zones which correspond
mainly to geomorphologic units, integrating environmental and biological
variables (Brazeiro, 2012, 2015). The Uruguayan specimens of M. gouazoubira
derive from three different eco-zones. The Gondwanic Sedimentary Basin ecozone
(GSB) in the North, the Eastern Sierras (ES) and the Merim Lagoon Basin
(BML) in the Southeast (Fig. 2)

The comparative samples of M. gouazoubira come from Cérdoba, Chaco
and Salta Provinces and M. americana and M. nana from Misiones Province,
all of them from Argentina.

Cordoba and Chaco Provinces belong to the biogeographical Province of
the Chaco, in particular the Dry Chaco. This is mostly a closed, thorny xerophilic
forest, alternating with grasslands and savannahs in the vicinity of the rivers that
cross it; also, there are some mountain forests (Burkat et al., 1999; Torella and

Adamoli, 2005)
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In the southeast of the Province of Salta the Dry Chaco is widespread, but in
the northwest (from where the specimen MACN 47205 would come from) there is an
ecotone of Yungas. Yungas are discontinuously distributed, integrated with the
mountainous and transitional forest (Burkat, 1999).

The Misiones Province, whose territory is almost completely occupied by
the Paranaense Biogeographic Province, is a humid subtropical forest, with
three or four vegetative strata in dense tree coverage (Torrella and Adamoli,

2005; Burkat et al., 1999; Moreno, 1993).

3. Isotopic background

3.1. Metabolic pathways in plants (Cszand Ca)

Photosynthetic pathways in plants impart different 13C/*2C ratios (6*3C), due
to a process called isotopic fractionation which occurs in the photosynthetic tissues
of plants (Bender 1971).

Tropical pastures that use the Hatch-Slack metabolic pathway
(photosynthetic route Ca) are relatively enriched in the heavy carbon isotope (*3C),
and their isotopic values of *3C range from -19.0 to -9.0 %o, with an average of -

13%o (Ehleringer et al., 1987, 1991; Cerling et al., 1997).
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Plants that use the Calvin fixation cycle (photosynthetic route C3) include most
trees and shrubs, as well as grasses that grow in temperate regions. They are
relatively depleted of 13C, and typically 6*3C ranges from -35.0 to -22.0 %o, with an
average of -27.0 %o. (Ehleringer et al., 1986, 1991; Cerling et al., 1997). There is
also a third photosynthetic route, called CAM (crassulacean acid metabolism), with
intermediate values, which is an adaptation to arid environments, but very few
ungulates use these plants for food.

In terrestrial environment, 5'3C and &80 of enamel are affected by the degree
of water and light stress plant undergo (Bocherens 2013; Nelson 2013). Depleted
values correspond to plants that grow in forests or with some type of coverage at
soil level, this is because they have little replacement of CO2and low sunlight and in
consequence experience less evaporative stress. Plants with more enriched 6°C
and 620 values, grow in open environments such as grasslands and savannas, or
in upper canopies portions of the plants or the entire plants grow at the upper levels
of the canopy, where light and evaporative stresses are higher (Van der Merwe and
Medina, 1991; Bocherens, 2013; Nelson, 2013).

Because of the different photosynthetic pathways, carbon isotopes serve as
natural markers that can be followed through the diet, as 6*3C and 6'®0 in animal
tissues reflects the 6'3C from the food sources and environments (Ambrose and
DeNiro, 1986; Nelson S., 2017; Newsome et al., 2012; van der Merwe and Medina,

1989).
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3.2. Isotopes in mammals

The &'3C in the animals determines the fraction of assimilated Cz or Ca
biomass (Cerling and Harris 1999), making it a very useful tool for reconstruction of
diets of both extant (van der Merwe and Medina, 1991) and fossil mammals
(MacFadden et al., 1996; Cerling et al., 1997). Stable isotopes have been shown to
provide a reliable and cost-effective alternative to observational or gut-content data
(Newsome et al., 2009, Newsome and Clementz, 2010), which have traditionally
been used to assess dietary specialization at the individual level (Estes et al., 2003;
Tinker et al., 2008; Werner and Sherry, 1987).

The isotopes of carbon and oxygen in dental enamel in particular, reflect the
isotopic values of the whole diet and water ingested during their formation (van der
Merwe and Medina, 1991; Cerling et al., 1997). When &3C and &0 data are
analyzed together, they can help to infer ecological characteristics (Crowley, 2014),
such as habitat type and preference for certain foods, and can indicate which parts
of the plants have been commonly eaten (branches, flowers, leaves, shoots, fruits,
etc.).

To infer the Mazama diet, the 82C values were compared with those
proposed by Cerling and Harris (1999), which distinguish guilds among mammals,
after taking into account a 6'3C enrichment (14,1 = 0.5 %o0) between food and tooth

bioapatite for wild mammals (>5 kg). Tooth enamel with 8*3C ranging from -22 to
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-13 %o is considered to belong to a Cs-browsing mammal and indicates feeding on
trees, shrubs and floor plants in a closed-canopy woodland environment.

This is due to photosynthetic use of 3C of depleted CO2, from biomass
recycling and lower light intensities (van der Merwe and Medina, 1989; Drucker et
al., 2008), whereas less negative '3C between —-13 and -9 %o indicates feeding
preferences for riparian or semi open forest (Cerling and Harris, 1999).

A level of 6'3C of +1 %o or greater reflects a diet of pure grazing on Cs grasses
or sedges in environments with hot, wet growing seasons, and a 6'3C between -9
and +1 %o suggests various degrees of mixed (Cs/Cs) or intermediate feeding
(Hofmann and Stewart, 1972; Cerling and Harris, 1999). These values are not
threshold points for pure Cs or C4 diets but instead represent the assimilated part of
diets, that are dominated by one particular photosynthetic pathway (Cerling and
Harris, 1999). For animals feeding in forests or shrublands, the depletion of 5'3C in
tooth enamel can be considered directly proportional to the degree of closure of the

habitat; the more depleted the &*3C, the more pronounced is the canopy effect.

4. Materials and methods

4.1. Materials

Institutional abbreviations: MNHN: Coleccion de Mamiferos del Museo Nacional de
Historia Natural, Montevideo, Uruguay; ZVCM: Zoologia de Vertebrados Coleccién

de Mastozoologia, Facultad de Ciencias, Montevideo, Uruguay; MACN-Ma: Seccién
43



Mamiferos, Museo Argentino de Ciencias Naturales, Buenos Aires, Argentina. GNS:

Geological and Nuclear Science Laboratory (New Zealand).

All specimens sampled were taken from mammal collections and are listed

under the corresponding taxa (Table 1).The Mazama gouazoubira samples of

Uruguay belong to populations from the GSB in the Northern Uruguay (N =5), and

from the ES and MLB in the Southeastern (N = 6) (Fig 2).

Table 1. 5°C and 680 of Uruguayan specimens of M. gouazoubira, and Argentinian specimens of

M. gouazoubira, M. americana and M. nana. SIL ID = GNS Laboratory ID;

Gondwanic Sedimentary Basin = GSB; Merin Lagoon Basin = MLB; Eastern Sierras = ES; Uruguay
= UY; Argentina = AR.

SILID Collection Taxon 63C 6%0 Provor Zone Country
C-1400196  ZVCM 50 M. gouazoubira -16,62 -4,56 MLB UY (SE)
G-1304146  MNHN 895 M. gouazoubira -15,23 -3,98 MLB UY (SE)
G-1304144 MNHN 3067 M. gouazoubira -15,26 -4,66 ES UY (SE)
C-1400212  MNHN 6265 M. gouazoubira -16,11 -3,09 ES UY (SE)
G-1304145 MNHN 6266 M. gouazoubira -17,64 -5,51 MLB UY (SE)
C-1400198 ZVCM 5546 M. gouazoubira -16,84 -4,43 MLB UY (SE)
C-1500167  ZVCM 1330 M. gouazoubira -13,85 -3,80 GSB UY (N)
G-1304150 MNHN 1383 M. gouazoubira -14,63 -4,68 GSB UY (N)
C-1500156  ZVCM 5035 M. gouazoubira -15,18 -4,72 GSB Uy (N)
C-1400197 ZVvCM 1769 M. gouazoubira -15,68 -4,33 GSB UY (N)
G-1304151  MNHN 6434 M. gouazoubira -17,04 -6,30 GSB UY (N)
C-1500154 MACN 5032 M. americana -13,59 -4,88 Misiones AR (N)
C-1500152 MACN 25767 M. americana -15,77 -5,27 Misiones AR (N)
C-1500153 MACN 48293 M. americana -12,17 -6,61 Misiones AR (N)
C-1500155 MACN 26111 M. nana -14,11 -3,41 Misiones AR (N)
C-1500151  MACN 24689 M. nana -15,53 -6,90 Misiones AR (N)
C-1500149 MACN 24176 M. gouazoubira -12,23 -5,31 Chaco AR (N)
C-1500150 MACN 13563 M. gouazoubira -13,04 0,74 Cordoba AR (C)
C-1500158 MACN 47205 M. gouazoubira -15,41 -2,40 Salta AR (NW)
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The species of the genus selected for comparisons with M. gouazoubira
of Uruguay included the red brocket deer Mazama americana (Erxleben, 1777),
N = 3; the Brazilian dwarf brocket deer Mazama nana (Hensel, 1872), N = 2,

both from Misiones Province in northern Argentine and M. gouazoubira from

Salta (N = 1), Cordoba (N = 1) and Chaco Provinces (N = 1). (Table 1).

REFERENCIAS
Eco-zonas por unidades morfog | o E
I Cuesta basiltica [0 Graben de la Laguna Merin 4
istali i i 50 25 0 50 km
0 Escudo cristalino Cuenca sedimentaria del Oeste [— —

Cuenca sedimentaria gondwanica [l Sierras del Este

Il 's'a cristalina de Rivera Il Cuenca sedimentaria del Sur-Oeste Sistema de coordenadas:

Graben de Santa Lucia WSG 1984 UTM 215

igure 2. Uruguayan eco-zones showing where M. gouazoubira were found: 1- Eastern Sierras

(brown); 2- and 3- Merin Lagoon Basin (Orange) in the Southeast and 4- Gondwanic Sedimentary

Basin (green) in the North of the country (taken from Brazeiro et al., 2015)
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All selected specimens were wild male adults, taking into account enamel
preservation and locality of origin. Argentinian specimens were taken to evaluate
possible variations in diets, because they belong to different biogeographic

provinces in comparison with the Uruguayan population.

4.2. Methods

Given that our objective is to construct the whole diets of extant Mazama
species, first and second molars (M1, m1, M2 or m2) were not employed, since they
start to grow prior to birth, and the isotopic signals would reflect maternal inputs from
milk (Wright and Schwarcz,1998, Dupras and Tocheri, 2007). Third molars (M3 or
m3) were selected for sampling, as they are among the last ones to develop,
mineralize, and erupt in ungulates (Hillson, 1986).

The inorganic fraction of tooth enamel was chosen, since it records the diet
as a whole, whereas organic collagen reflects mostly the protein fraction (Krueger
and Sullivan, 1984; Bocherens and Drucker, 2013). In addition, tooth enamel is
maintained as a relatively closed system; it is more difficult for diagenetic changes
to affect it to the same extent as happens with bones, and enamel thus serves as a
realistic record of diet in fossils (Wang and Cerling, 1994; Koch et al., 1997).

Another reason for choosing the mineral phase is that the data presented
here are also used to generate an isotope baseline for comparative purposes. It will
be used to compare data from fossil deer and other ungulates in ongoing studies in
Uruguay and elsewhere in the Neotropics (Morosi and Ubilla, 2017, 2019).
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Bulk enamel samples were collected in a standardized manner by drilling all
along a non-occlusal surface parallel to the growth axis and across its entire length.
Special care was taken to avoid contamination in the process of sampling, starting
with a scrupulously clean drill bit and area of the tooth to be sampled, drilling gently
at a low speed, collecting the powder and chips that fell onto a piece of aluminum
foil (Koch et al., 1997). Approximately 100 mg of powder was collected and ground
into finer powder using an agate mortar and pestle. An enamel sample prepared in

this way provides an average isotopic signal for the whole growth period of the tooth.

4.2.1. Isotopic analyses

Isotopic analyses were performed using isotope ratio mass spectrometry
(IRMS) at the Mass  Spectrometry Isotope Facilty at GNS
(www.gns.cri.nz/nic/stableisotopes), New Zealand, on the GVI IsoPrime Carbonate
Preparation System at a reaction temperature of 25°C for 24 hours and run via dual
inlet on an IsoPrime Mass Spectrometer, following the protocol previously set for
enamel samples.

The isotopic results for 53C and 60 are reported relative to Vienna Pee Dee
Belemnite (VPDB), normalized to internal standards using GNS Marble, with
reported values of 2.04 %o for 6'3C and -1.80 for '80. The analytical precision for
these measurements was better than 0.10 %o for 6*3C and 0.20 %. for 580 (source:

GNS Laboratory).
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Carbon and oxygen isotopic ratios are reported in standard notation as '3C
and 680, and calculated in units of per mil (%o), which relate to international scales
(Peterson and Fry 1987). The results are reported relative to the isotope standard,

using the notation (J):

0'3C= (R sample/R standard - 1) x 1000

where R sample and R standard are the ratios (*3C/*?C) of sample and standard

relative to the international carbonate standard Vienna Pee Dee Belemnite (VPDB).

4.2.2. Suess Effect

Throughout the past two centuries, industrialization and other anthropogenic
activities such as burning fossil fuels and land use have altered emission of COz2,
which is strongly depleted in its stable 3C/*?C isotopic composition (6*3C) relative to
atmospheric CO2, a mechanism known as the “3C Suess effect” (Keeling et al.,
1979; Cerling and Harris, 1999). This shift in 6*3C is reflected in almost all living
organisms, and consequently in specimens younger than 200 years, the Suess
Effect needs to be considered and data from floral and faunal samples corrected in
order to compare isotopic data from different years. Atmospheric 6*3C has changed
by about -1.50 %o from preindustrial values of -6.50 %o to -8.00 %o in 1990 A.D. (Jain

et al., 1996; Lee et al., 2006; Long et al., 2005; Schell, 2001).
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Table 2. a) atmospheric 6'3C corrections of slope 1, from 1850 to 1950 A.D., b) atmospheric 6*°C
correction of slope 2 from 1950 to 2015 A.D., using model and data of Jain et al., (1996) and
Bowling et al., (2013).

a) b)
Year Correction Author Year Correction Author
1850 0.00 Jainetal.,, 1996 1950 0.500 Jain et al., 1996
1860 0.05 ! 1955 0.625 !
1870 0.10 " 1960 0.750 "
1880 0.15 ! 1965 0.875 !
1890 0.20 " 1970 1.000 "
1900 0.25 ! 1975 1.125 !
1910 0.30 ! 1980 1.250 !
1920 0.35 ! 1985 1.375 !
1930 0.40 ! 1990 1.500 !
1940 0.45 " 1995 1.625 Bowling et al., 2013
1950 0.50 ! 2000 1.750 "
2005 1.875 !

2010 2.000 "
2013 2.1235

To correct the data, we used the model of Jain et al. (1996), where the
calculated atmospheric '3C trend (based on a model that reproduces the CO>
concentration record) agrees well with data observed in ice core and tree-ring 6'3C
records (Francey et al., 1999). The data used by Jain et al. (1996) only extends to
1990 A.D., and we have specimens which were collected in 2011, so we completed
the chart using the data and equations of Bowling et al. (2013) that extend to 2013,
which have similar slopes to that used by Jain et al. (1996). Numerical results of both

slopes are summarized in Table 2 and Fig. 3.
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Figure 3. Slopes used to correct by Suess Effect: a) atmospheric 6*3C corrections of the first slope,
from 1850 to 1950 A.D., b) 5'3C correction of slopeb 2 from 1950 to 2015, using model and data of
Jain et al. (1996) and Bowling et al. (2013) in blue.

Considering that Mazama has been described as concentrate selector
herbivore, opportunistic with reference to species and specialist in terms of
consumed parts, fruits, buds, flowers or leaves (Hoffman and Steward, 1972;
Putman, 1988), all woody and shrubby endemic flora of Uruguay was taken into
consideration followed Haretche et al. (2012). As the plants gathering dates are not
all available, based on the collection and publication times of most of the others
studied, five year is the usual time before publication (Table 3). Isotopic flora data
were taken from different authors (see Table 3) and were corrected by the Suess

Effect in order to be comparable with the Mazama results.
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Mazama &'3C data were also corrected by the Suess Effect, because the
collection of specimens was accomplished between 1924 and 2011 A.D., period of
time where this effect is more pronounced (Jain et al., 1996; Daansgard, 1964).

Since we did not know the exact dates of birth of specimens and considering
that Mazama gouazoubira live between 7 and 12 years (Huffman, 2004) and
Mazama americana between 7 and 13 years (Huffman, 2004; Kosel, 2013), we
selected specimens based on dental wearing and other traits, with assumed ages
near 10 years at the moment of death (Table 4, Fig 4).

The 680 of rainwater in Uruguay has a value of -5.50 %o (International Atomic
Energy Agency, IAEA). A level of 580 obtained from tooth enamel samples more
enriched than the &80 in rainwater indicates that plants consumed were exposed to
sun, wind and water stress. The more enriched the 5'80, the more exposed the
plants were, and vice versa, the more depleted the 5'80 the more covered they were.
Frugivory also depletes 'O, because fleshy fruits have high water content

(Bocherens and Drucker, 2013, Nelson, 2010).

4.2.3. Quantitative procedures
Quantitative analyses were performed with Excel (2019), and a Bayesian mixing
model approach was applied in R (Parnell et al., 2010) with SIAR and SIBER

packages (2019). http://www.r---project.org/. The use of stable isotope mixing

models, to convert isotopic data in resource proportion estimates provides useful
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ecological information, that can be directly compared to traditional types of data
(Newsome et al., 2012).

The isotopic results for M. gouazoubira of Uruguay were groupped
according to the eco-zones in which they were found (Fig. 2). Isotopic data
were averaged in order to test if the conditions of geomorphological units,
characterized by environmental and biological variables could influence dietary

preferences.

5. Results

The isotopic result of 8*3C in plants and animals were corrected by Suess
Effect, which showed two different slopes, the first from 1850 to 1950 and the second
from 1950 to 2013 (Fig. 3). This behavior in the data is due to the differential increase
of anthropogenic COz: in the atmosphere and the isotopic variation associated with
it (Jain et al., 1996; Bowling et al., 2013). Numerical results of both slopes are
summarized in Table 2

After Suess Effect correction, the woody and shrub flora of Uruguay at the
family level yields a mean 6'3C value of -27.1 %o (Table 3); this value is taken as the

baseline for isotopic dietary inferences.
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Table 3. The isotopic values of woody and shrub endemic flora of Uruguay (Haretche et al., 2012),
give a 6'3C mean of -27.1 %o, after Suess Effect correction. * = date obtained from publication.
Code of life forms: s = shrub; t = tree; s/t = shrub or tree; s- fern = shrub fern; t- fern = tree fern
(Haretche et al., 2012).

Collection Suess Effect correction

Family / Species Lifeform Author 813¢

Date Min Max Mean Correction  613C Suess
ACANTHACEAE S Ehleringer & Field, 1987 1982 - - -29,09 1,300 -27,79
ADOXACEAE s/t Whitaker 2010 2005 - - -26,20 1,875 -24,33
ANACARDIACEAE s/t Bonal & Montpied, 2000 1998* - - -32,20 1,700 -30,50
ANNONACEAE s/t Ehleringer & Field, 1987 1982 - - -29,59 1,300 -28,29
APOCYNACEAE T Magnusson et al 1999 1996* - - -31,70 1,650 -30,05
AQUIFOLIACEAE T Retuerto et al., 2000 1997*  -22,70 -18,40 -20,55 1,675 -18,88
ARECACEAE s/t Ehleringer & Field, 1987 1982 - - -27,74 1,300 -26,44
ASTERACEAE s/t Boutton et al., 1998 1991* -28,00 -32,00 -30,00 1,525 -28,47
BERBERIDACEAE S Spark et al., 2013 2008 -27,70 -24,60 -26,15 1,950 -24,20
BIGNONIACEAE T Ehleringer & Field, 1987 1982 -28,90 -33,10 -31,00 1,300 -29,70
BLECHNACEAE s-fern Najera-Hilman et al., 2010 2006* - - -33,76 1,900 -31,86
BORAGINACEAE s/t Li et al., 2006 2003*  -25,90 -28,90 -27,40 1,825 -25,58
CACTACEAE S Boutton et al., 1998 1991*  -15,80 -15,40 -15,60 1,525 -14,08
CANNABACEAE s/t Boutton et al., 1998 1991* - - -26,80 1,525 -25,28
CARDIOPTERIDACEAE s/t Lins et al., 2016 2011 -33,90 -30,50 -32,20 2,025 -30,18
CARICACEAE T Holtum & Winter 2005 1994* -27,50 -25,90 -26,70 1,600 -25,10
CELASTRACEAE s/t Bonal & Montpied, 2000 1998* -30,00 -29,90 -29,95 1,700 -28,25
COMBRETACEAE s/t Cerling & Harris 1999 1997* - - -25,90 1,675 -24,23
CYATHEACEAE t-fern Najera-Hilman et al., 2010 2006* - - -32,94 1,900 -31,04
DICKSONIACEAE t-fern Ehleringer & Field, 1987 1982 - - -29,71 1,300 -28,41
EBENACEAE T Boutton et al., 1998 1991* - - -25,60 1,525 -24,08
EPHEDRACEAE S Jian et al., 2012 2007 -26,80 -25,17 -25,98 1,925 -24,06
ERICACEAE s/t Smith & Epstein, 1971 1966 - - -28,70 0,900 -27,80
ERYTHROXYLACEAE S Mooney et al., 1989 1984 - - -27,00 1,350 -25,65
ESCALLONIACEAE s/t Goedhart & Pataki 2011 2009* - - -28,20 1,975 -26,23
EUPHORBIACEAE s/t Ehleringer & Field, 1987 1982 -34,4 -26,74 -30,06 1,300 -28,76
FABACEAE s/t Leffler & Enquist, 2002 1995* -29,00 -31,10 -30,05 1,625 -28,42
LAMIACEAE s/t Ehleringer & Field, 1987 1982 - - -29,35 1,300 -28,05
LAURACEAE T Ehleringer & Field, 1987 1982 -34,86 -29,10 -31,97 1,300 -30,67
LOGANIACEAE T Codron et al., 2005 2002* - - -28,70 1,800 -26,90
LORANTHACEAE S Ehleringer & Field, 1987 1982 -30,80 -29,80 -30,30 1,300 -29,00
LYTHRACEAE S Bonal & Montpied, 2000 1998* - - -20,00 1,700 -18,30
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MALPIGHIACEAE S Leffler & Enquist 2002 1995* - - -30,00 1,625 -28,38
MALVACEAE S Cerling & Harris 1999 1997* - - -28,10 1,675 -26,43
MELASTOMATACEAE s/t Bonal & Montpied, 2000 1998*  -30,90 -29,40 -30,30 1,700 -28,60
MELIACEAE T Bonal & Montpied, 2000 1998*  -31,10 -29,20 -30,15 1,700 -28,45
MORACEAE T Leffler & Enquist, 2002 1995* -30,50 -31,10 -30,80 1,625 -29,18
MYRTACEAE s/t Ehleringer & Field, 1987 1982 -27,40 -30,80 -29,10 1,300 -27,80
PHYLLANTHACEAE S Basu et al., 2015 2010 - -30,80 2,000 -28,80
PHYTOLACCACEAE T X
PICRAMNIACEAE T X
POACEAE C3 S Tieszen 1991 1996 - - -30,70 1,650 -29,05
POLYGONACEAE s/t Ehleringer & Field, 1987 1982 - - -29,77 1,300 -29,47
PRIMULACEAE T Ehleringer & Field, 1987 1982 - - -30,93 1,300 -29,63
QUILLAJACEAE T X
RHAMNACEAE s/t Cerling & Harris 1999 1997* -28,80 -26,00 -27,40 1,675 -25,73
ROSACEAE s/t Ehleringer & Field, 1987 1982 -30,23 -27,14  -28,69 1,300 -27,39
RUBIACEAE s/t Bonal & Montpied, 2000 1998* -32,70 -28,90 -30,80 1,700 -29,10
RUTACEAE T Leffler & Enquist 2002 1995* -29,50 -27,70 -28,60 1,625 -26,98
SALICACEAE s/t Li et al., 2006 2003* - - -28,00 1,825 -26,18
SANTALACEAE T X
SAPINDACEAE s/t Magnusson et al 1999 1996* - - -31,00 1,650 -29,35
SAPOTACEAE T Leffler & Enquist 2002 1995* -28,60 -31,10 -29,85 1,625 -28,23
SCROPHULARIACEAE S Ehleringer & Field, 1987 1982 - - -30,32 1,300 -29,02
SIMAROUBACEAE s/t Bonal & Montpied, 2000 1998* - - -31,16 1,700 -29,46
SOLANACEAE s/t Spark et al., 2013 2008 -28,30 -24,40 -26,35 1,950 -24,40
STYRACACEAE s/t X
SYMPLOCACEAE T X
THYMELAEACEAE S Li et al., 2006 2003* -26,90 -26,80 -26,85 1,825 -25,03
VERBENACEAE S Ehleringer & Field, 1987 1982 - - -30,00 1,300 -28,70
ZYGOPHYLLACEAE s/t kalapos et al., 1997 1992 - - -25,80 1,550 -24,25
Mean -27,10

The theoretical value of 3C for a browser with a 100 % of C3 foodstuff in the

diet, would the average 6'3C of the Uruguayan flora of C3 plants (-27.1 %o) less the

enrichment of + 14.1 + 0.5 %o for animals of >5 kg, proposed by Cerling and Harris

(1999). (27.1 %0 + (14.1 £ 0.5 %o) = -13.0 £ 0.5 %o).
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If the isotopic data of the Mazama specimens are analyzed, it is observed that
the 6%3C values in recent years are more impoverished, which would indicate a
behavioral change with a tendency to browse in areas with a greater canopy effect
(Table 4, Fig 4A), but after correction by Suess Effect, the d'3C values are less
impoverished and disperse (Fig. 4B).

It is important to take into consideration that values of 5'3C lower than -13.0
+ 0.5 %o, are due to the canopy effect. The more depleted , the stronger the canopy
effect is.

M. gouazoubira collected in the Gondwanic Sedimentary Basin (GSB),
northern Uruguay, exhibited a §'3C between -15.47 and -13.38 %o (Table 4), with a
mean of -14.17 %. (SD (1o0) = 0.82), indicating a moderate canopy effect, and
showing that M. gouazoubira is a browser that feeds on Cs foodstuff in closed forest
(Table 5). The 680 ranged between -6.30 and -4.33 %o with a mean of -5.01 %o (SD

(10) = 0.88), reflecting a high dependence on frugivory.
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Table 4. Suess Effect correction of M. gouazoubira of Uruguay, M. americana, M. nana and M.
gouazoubira of Argentina, taking into account the calculated date of birth for the correction. SIL ID =
GNS Laboratory ID; GSB = Gondwanic Sedimentary Basin; ES = Eastern Sierras; MLB = Merin
Lagoon Basin; UY = Uruguay; AR = Argentina; SE southeast; NE = northeast; N = North; C = Centre;
NW = northwest; D/P = Ecozone or Province.

SIL ID Collection Species Date of Birth &3C  Correction &'C Suess E/P Country
C-1304150 MNHN 1383 M. gouazoubira 1.947 -14,63 0,49 -14,15 GSB UY (N)
C-1304144 MNHN 6434 M. gouazoubira 1.993 -17,04 1,58 -15,47 GSB UY (N)
C-1304145 ZVCM 1330 M. gouazoubira 1.944 -13,85 0,47 -13,38 GSB uUY (N)
C-1304151 ZVCM 1769 M. gouazoubira 1.985 -15,68 1,38 -14,31 GSB UY (N)
C-1304146 Z\VCM 5035 M. gouazoubira 1.995 -15,18 1,63 -13,56 GSB uY (N)
C-1400212 MNHN 3067 M. gouazoubira 1.975 -15,26 1,13 -14,14 ES UY (SE)
C-1500167 MNHN 6265 M. gouazoubira 1.994 -16,11 1,60 -14,51 ES UY (SE)
C-1500156 MNHN 6266 M. gouazoubira 1.994 -17,64 1,60 -16,04 ES UY (SE)
C-1400198 MNHN 895 M. gouazoubira 1.949 -15,23 0,50 -14,74 ES UY (SE)
C-1400197 Z\VCM 50 M. gouazoubira 1.943 -16,62 0,47 -16,16 MLB UY (SE)
C-1400196 Z\VCM 5546 M. gouazoubira 1.990 -16,84 1,50 -15,84 MLB UY (SE)
C-1500150 MACN 13563 M. gouazoubira 1949 -13,04 0,50 -12,55 Cordoba AR (C)
C-1500149 MACN 24-176 M. gouazoubira 1914 -12,23 0,32 -11,91 Chaco AR (N)
C-1500152 MACN 47-205 M. gouazoubira 1937 -15,41 0,44 -14,98 Salta AR(NW)
C-1500158 MACN 26-111 M. nana 1916 -14,11 0,33 -13,78 Misiones AR (NE)
C-1500155 MACN 24689 M. nana 1970 -15,53 1,00 -14,53 Misiones AR (NE)
C-1500157 MACN 25-767 M. americana 2001 -15,77 2,03 -13,75 Misiones AR (NE)
C-1500153 MACN 48-293 M. americana 1938 -12,17 0,44 -11,73 Misiones AR (NE)
C-1500154 MACN 5032 M. americana 1940 -13,59 0,45 -13,14 Misiones AR (NE)

In the Merin Lagoon Basin (MLB) and Eastern Sierras (ES), the 6*3C of M.

gouazoubira is lower than in GSB and the lowest in the whole set of samples,

between -16.16 and -14.14 %., averaging -15.24 %o (SD = 0.88), showing a greater

canopy effect than in GSB (Table 5). The 6*80 ranged between -5.51 and -3.09 %o

with a mean = -4.37 %o (SD =0.80), also showing high dependence on frugivory.
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Figure 4. Biplot year vs. 8*C. Correction for Suess effect taking into consideration the
estimated date of birth (10 years before to the collection of the specimens). a) original values, the
arrow indicates a skew towards more negative values because of Suess Effect in specimens closest
to the present. b) after correction, 63C data of the different species present a narrower range of

values.

The &2C and 6*0 of M. gouazoubira from Cérdoba Province, Argentina
(Table 4), were higher, with 63C= -12.55 %0 and 6'®0 = +0.74 %o, showing no

canopy effect and the highest 580 value in the whole set of samples.
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For this specimen, frugivory did not seem to be an important part of the diet.

The data from the specimen of Chaco Province had 6*3C = -11.91 %o and 620 is -

5.31 %o do not present canopy effect either, but a depleted 5'80. While the specimen

from Salta Province, showed a different isotopic composition, with 5*3C of -14.98 %o,

it is relatively depleted, with a canopy effect similar to the specimens from Uruguay,

but with a higher 680 of -2.40 %e.

Table 5. 5**C and &80 isotopic: min = minimum, Max = maximum, mean and SD = Standard
Deviation, Gondwanic Sedimentary Basin = GSB, ES = Eastern Sierras, MLB = Merin Lagoon
Basin, regarding localities of Uruguay and Argentina.

3 18
Country Zone Province Species 513C %o 67°C %o
Min Max Mean SD(1s) Min Max Mean SD (1s)
Uruguay GSB North M. gouazoubira -15,47 -13,38 -14,17 0,82 -6,30 -4,33 -5,01 0,88
Uruguay ’E/SILaBnd Southeast M. gouazoubira -16,16 -14,14 -15,24 0,88 -5,51 -3,09 -4,37 0,80
Argentina Centre Cérdoba M. gouazoubira - - -12,55 - - - 0,74 -
Argentina North Chaco M. gouazoubira - - 11,91 - - - -5,31 -
Argentina North Salta M. gouazoubira - - -14,98 - - - -2,40 -
Argentina Northeast Misiones M. americana -13,75 -11,73 -12,87 1,03 -6,61 -4,88 -5,59 0,91
Argentina Northeast Misiones M. nana -14,53 -13,78 -14,16 0,53 -6,90 -3,41 -5,16 2,47
M. americana from Misiones Province yielded a 6'3C ranging from -13.75 to -
11.73 %o, with a mean value of -12.87 %0 (SD = 1.03), it does no present almost

canopy effect and has the lowest 380, ranging from -6.61 to -4.88%. and averaging

-5.59 %o (SD = 0.91), indicating that fruits were a very important part of the diet.
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M. nana, also from Misiones Province, showed isotopic values similar to those
M. gouazoubira of the GSB, with a d'3C between -14.53 and -13.78 %o, averaging -
14.16 %o (SD = 0.53). The 580 ranged between -6.90 and -3.41%o (mean = -5.16 %o

(SD = 2.47)).

Table 6. Mixing model for two prey. Using the mean 813C of the flora (-27.1 %o), in this model, -13
%o corresponds to mazamas with 100 % of the Cs browsing diet and +1 %o corresponds to 100 % of
the C4 grazing diet. Due to the fact that most of the mazamas present some degree of canopy
effect, some values greater than 100% are obtained. The greater de percentage, the greater the
canopy effect. Data are grouped by localities of Uruguay and Argentina. Gondwanic Sedimentary
Basin = GSB; Eastern Sierras = ES; Merin Lagoon Basin = MLB; Ecozone or Province = E/D;

Country Zone E/P Species Mixing model - C3 %
min Max Mean
Uruguay GSB North M. gouazoubira 103 118 108
Uruguay II\E/I?_SL Southeast M. gouazoubira 108 123 116
Argentina Centre Cérdoba M. gouazoubira - - 97
Argentina North Chaco M. gouazoubira - - 92
Argentina North Salta M. gouazoubira - - 111
Argentina northeast Misiones M. americana 91 105 99
Argentina northeast Misiones M. nana 106 111 108
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6. Discussion

6.1. Interpretations of diets of Uruguayan Mazama.

Ok Considering that a 6'3C = -13.0 £ 0.5 %o corresponds to a 100 % Cs
browsing diet and a 6%C = +1 + 0.5 %0 with a 100 % grazer of Cs plants (vide
supra), M. gouazoubira from the GSB, has an averaged 6*3C = -14.17 %o, the group
feeds mainly on different parts of surrounding shrubs and trees, including leaves and
twigs, growing with insufficient sunlight or in the shade indicating a moderate canopy
effect. The relatively depleted 680 = -5.01 %o (Table 5) indicates that, in addition to
a 100 % Cs browsing diet, fruits could constitute an important percentage of the diet.
This is because, fruits have higher water content and lower values of 80 than do
leaves. Furthermore, leaves exhibit the perspiration effect, which enriches 80
(Nelson, 2013; Bocherens and Drucker, 2013).

The M. gouazoubira group of the MLB and ES, had the lowest 6'3C of the
whole set, with a mean of -15.24 %.. In this case, the data suggest that the diet was
a 100 % Cs plants, located at ground level and tree parts (such as leaves, twigs,
etc.), growing with deficient sunlight and showing a more pronounced canopy effect
than for the GSB group and for all the Mazama of Argentina.

The interpretation of the slightly higher values of 80 (-4.37 %.), indicate a

dependence of frugivory and a certain addition of flowers, buds and leaves that grow
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with some degree of sunlight. This inference would explain both the relatively

depleted &'3C and the enriched 5'20.

6 180%o VPDB

& 180%o0 vPDB

A

Woodland

Close canopy Open canopy C3 grassland

Grassland

C4 grassland

¢

[¢]
o
O
(o}
% %’o ]
a
a
\u&s\ Ca
(0]
(0]
o
(o]
O
o° C)Céo:
0 a
® &
\t-m\ s
48 47 1615 1413121110 9 8 7 6 5 4 3 2 4 0 1 2 3

§°C (%o

M. nana - Misiones-Arg.

M. americana — Misiones Arg. o

M. gouazoubira -Salta-Arg.

o

M. gouazoubira -Cordoba-Arg o

M. gouazoubira - Chaco-Arg.
M.gouazoubira -North Uy.

0

M. gouazoubira-Southeast Uy, O

Figure 4. Biplot 3'3C vs. 6'80. a) isotopic values without correcting by Suess Effect. b) after
correction, 5*3C data of the different species present a narrower range of values.
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The isotopic data lead us to consider that, regardless of the geographic
location of the M. gouazoubira in Uruguay (Fig. 5), whether from the GSB (yellow
circles) or MLB and ES (light blue circles) eco-zones, both groups have browser
diets with a more or less pronounced canopy effect, and are in a similar range of

oBC.

It should be noted that the interpretations based on isotopic data are
consistent with diet information provided by independent methods and authors for
M. gouazoubira (Richard and Julia, 1995; Julia, 2002; Black Decima and Vogliotti,

2016; Medeiros 2013).

6.2. Comparisons with Argentinean Mazama.

As a way of verifying whether the inferences made for Uruguay are relevant,
M. gouazoubira, M. americana and M. nana from different biogeographic contexts of
Argentina were also analyzed.
The specimen of M. gouazoubira MACN 13563 from the Department of Sobremonte,
Province of Cérdoba, had a 6'3C of -12.55 %o along with the highest 'O value
(+0.74 %o) of the entire set of samples. These two proxies suggest that M.
gouazoubira had a browsing diet in which Cs plants were 97 % and fed mostly on
leaves, twigs and shoots in relatively open areas, experiencing more recycling

conditions of CO2zthan in the closed forests (Fig. 5). This interpretation is consistent
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with the xerophilic forest and savanna found in the Dry Chaco. The high &80 values
would suggest that tree and shrub frugivory is not an important part of the diet.

The M. gouazoubira (MACN 24176) from the Chaco Province featured the
highest 6'3C of -11.91 %0 (92 % of Cz) among the set of samples, with a browsing
diet similar to that of the specimen from Cdérdoba Province, consisting of leaves,
shoots and twigs from the forest edges or areas with open canopy (Fig. 5). Contrary
to results for MACN 13563 from Cérdoba, the low 680 of - 5.31 %o indicates that
maybe tree fruit consumption had a prominent place in its diet (Fig. 6).

M. gouazoubira (MACN 47205) comes from an ecotone of Yungas and
transitional forest in Salta Province. The 6'3C= -14.98 %, was one of the lowest
(Table 6), indicating a moderate canopy effect with little CO2 replacement and low
solar incidence, as in the Uruguayan specimens. The 80 = -2.40 %o was relatively
high, and maybe tree frugivory is not so important in the diet (Fig. 6). These results
are consistent with the environment of Yungas and forest in which we infer MACN

47205 fed.
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Figure 6. Mean values of Mazama regarding the sites where they were found. All the species of
Mazama (Uruguayan and Argentinian), are browsers with a greater or lesser canopy effect.

Both populations of M. gouazoubira from Uruguay (light blue and yellow circles) have similar values
of 81C, in which frugivory is an important part of the diet. M. nana (light blue triangle) has a diet
similar to M. gouazoubira from GSB (yellow circle) in Uruguay.

The M. americana and M. nana specimens, both derive from Misiones
Province, in the Paranaense Biogeographic Province.

Based on independent sources, it is interpreted that M. americana is
predominantly frugivorous (Duarte and Vogliotti, 2016). If this resource is scarce, it
consumes the tender parts of plant (young leaves, tender stems and shoots), mainly
graminoids (Duarte and Vogliotti, 2016; Medeiros, 2013), in addition to occasionally
foraging in pastures and eating vines and seeds in forest (Branan et al., 1985;

Bodmer, 1997). The average 6'3C value is -12.87 %o (99 % of Cs) with a range of -
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13.751t0 -11.73 %0 (Table 5, Fig. 5), is relatively high, considering that M. americana
lives in forest and a relative impoverishment would be expected. Level of 53C
indicates browser diet that feed on plants that grew with some degree of sunlight
and water stress. The average value of 680 = -5.59 %o, which is the lowest (Fig.
6), shows that tree frugivory would be one of the most important parts of the
diet as previously reported (vide supra).

The results of these two isotopes can be explained bearing in mind that, in
addition to fruit the deer also feed on young parts of grasses (C4) when in the forest,
and M. americana have also been reported to forage in crop fields near forests
(Nowak and Walker, 1999). This behavior would be consistent with the inferred
diet based on the isotopic data.

M. nana is a species hardly known in its general biological aspects and more
particularly with reference to its diet. It was assumed that it has the same type of
food behavior as observed for the other species of Mazama (Duarte et al., 2015),

but this is practically unknown at present.

Isotopic data obtained from M. nana were almost identical to those
obtained from the specimens of northern Uruguay (Table 5; Fig. 6), with
values of 6'3C=-14.16 %o and &*®0=-5.16 %.. These results would indicate that
it is a browser that feeds on plants that are fundamentally flush with the floor,
with a moderate canopy effect. This species exhibited a low 50, which

indicates that, in addition to eating plants that receive little sunlight, frugivory
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and consumption of flowers or other reproductive parts of trees and shrubs

could constitute an important portion of the diet.

By and large, a concentrate selector herbivore, opportunistic with
reference to species and specialist in terms of consumed parts, such as fruits,
buds, flowers or leaves (Hoffman and Steward, 1972; Putman, 1988),
corresponds well with our isotopic results (Table 6). Being a concentrate selector
would explain why Mazama, independently of the biogeographic provinces in which
they are found, show similar 5'3C results (Fig. 6), with only small differences. These
differences depend on the forest cover, dense or semi open, where they feed. The
680 data can be variable depending on biogeographic area and could be

influenced by the availability of tree fruits.

As mentioned above, Mazama has been recorded from fossiliferous and
archaeological levels of the late Pleistocene and Holocene, at different sites in South
America (Guérin and Fauret, 2009; Ubilla et al., 2016; Valli, 2018). Although the
samples used in this study do not cover the entire area of distribution of Mazama in
South America, and in some cases samples sizes are low, the specimens analyzed
come from diverse biogeographic regions of the Neotropics, providing useful results.
Isotopic results, as data for potential use with paleontological and
archaeological samples of Mazama, are shown to be reliable and exhibit
consistency of dietary information based on other methods and environmental

reconstruction.
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This work is the first attempt to provide an interpretation of feeding strategies
based on stable isotopes (6'3C and &'80) in Uruguayan populations of Mazama
gouazoubira and comparable Argentinian specimens of M. gouazoubira, M.

americana and M. nana.
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CAPITULO 5.

Inferencias dietarias en Ozotoceros bezoarticus
arerunguaensis y O. b. uruguayensis mediante isotopia

estable.

1. Introduccién

Desde su entrada en América del Sur en el Plio-Pleistoceno medio, los
cérvidos se extendieron rapidamente en el neotrépico, como lo prueba la presencia
de varios géneros, tanto extintos como actuales (Cione et al. 2015; Menegaz y Ortiz
Jaureguizar, 1995). Actualmente estan adaptados a vivir en un amplio rango de
ecosistemas, desde bosques densos a ambientes abiertos de sabana y pradera
(Cabrera, 1943; Gonzélez et al. 2002; Jackson 1987; Merino et al. 1997; Weber y
Gonzéalez 2003).

Las diferentes estrategias de alimentacion que existen entre los cérvidos
pueden haber favorecido su diversificacién, como resultado de una serie de factores
tanto intrinsecos como extrinsecos. Entre los factores intrinsecos, se encuentran la

morfologia dental, anatomia y fisiologia digestiva, asi como factores
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comportamentales qgue maximizan la eficiencia de los recursos naturales con los
gue cuentan (Putman, 1988). Entre los factores extrinsecos se cuentan
fundamentalmente la distribucion espacial y temporal de la vegetacion (lllius y
Gordon, 1993).

El venado de campo u Ozotoceros bezoarticus Linnaeus, 1758, es un cérvido
de tamafio mediano, que pesa entre 20 y 40 kg., con una altura de 70-75 cm y que
muestra una amplia variacion en el tamafio corporal tanto entre individuos como
entre poblaciones (Gonzalez et al., 2003). “El color que prevalece es marrén rojizo
o gris amarillento, con zonas blanquecinas alrededor de los ojos, dentro de las
orejas, cuello y pecho, asi como en el interior de los muslos y parte oculta de la cola”
(Cabrera, 1943). Los juveniles tienen manchas blancas alineadas en el dorso hasta
aproximadamente los tres meses de edad, luego de lo cual, estas van
desapareciendo y el pelaje se torna similar al de los adultos. Solo los machos tienen
astas con tres candiles, mientras que las hembras tienen una mancha blanca en el
lugar de las astas (Rodrigues et al. 1999; Whitehead 1972).

Hasta el siglo XIX ocupaba un amplio rango de hébitats, incluyendo
pastizales, pampas en la Argentina y la sabana brasileiia (Cerrado) desde los 5° a
los 41° S, siendo uno de los ungulados tipicos de las praderas de Uruguay
(Gonzélez et al., 2016; Cabrera, 1943; Jackson, 1987; Merino et al., 1997; Weber y
Gonzéalez, 2003). Luego, su poblacion comenz6 a disminuir drasticamente por
diferentes causas, incluyendo la caza para la venta de pieles y las actividades

agropecuarias (Gonzalez et al., 1998; Politis et al., 2011).
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En el presente, se lo encuentra en pequefias poblaciones en el centro y norte
de la Argentina, en el este de Bolivia, en el centro y sur del Brasil (Jackson, 1987;
Pinder, 1997; Duarte,1996), en Paraguay (Jackson, 1987) y en el norte y sureste de
Uruguay (Gonzalez et al., 2016), (Fig. 1).

El registro fésil del venado de campo es escaso, con algunas
determinaciones dudosas o discutidas en la regibn Pampeana (Chimento et al.,
2019). Aunque se ha reportado esta especie en el Pleistoceno tardio de la provincia
de Santa Fe (Vezzosi, 2011). En Uruguay han sido descriptos para la Formacién
Sopas, del Pleistoceno tardio (Ubilla et al., 2016 y referencias incluidas).

La primera descripcion detallada, de la distribucion del venado de campo
para el Uruguay fue realizada por Jackson et al. (1987) y posteriormente,
mediante estudios genéticos se han descripto dos subespecies de O.
bezoarticus: O. b. arerunguaensis y O. b. uruguayensis (Barbanti y Gonzélez,

2010; Merino y Vieira, 2010; Gonzalez, 2016).

1.1. Area de estudio

La mayor area de praderas en América del Sur se extiende desde el sur de
Brasil, continuando a través de Uruguay hasta la Provincia de Buenos Aires en
Argentina. Debido a su gran extension, el gradiente climatico determina diferencias
fisiogeogréficas y de indicadores de plantas y animales (Morrone, 2014), dentro de

la que se pueden reconocer dos grandes biomas:

83



- Los Campos, que consisten en pastos, hierbas, algunos arbustos y
ocasionalmente arboles, que se desarrollan en terrenos ondulados de fertilidad

variable, en un clima subtropical humedo, con predominancia de pastizales Ca.

Fig. 1. Localizacion geogréfica. A la izquierda, en naranja, se indican las poblaciones identificadas.
A la derecha, en Uruguay hay dos poblaciones diferenciadas, O. b. arerunguaensis en el norte
(circulo rojo) y O. b. uruguayensis en el sureste (circulo celeste). En Argentina, se tomaron muestras
de O. b. celer en la Provincia de Buenos Aires (circulo amarillo) y O. b. leucogaster en la Provincia
de Corrientes (circulo rosado) (Tomado y modificado de Gonzélez et al., 2016).

La pampa, es una pradera templada o estepa subtropical con un clima que
varia, de himedo a &rido y que se desarrolla en un terreno plano, fértil y sin arboles
(Allen et al., 2011, Politis, 2008). La provincia de Buenos Aires, se caracteriza por

tener mayormente praderas con rutas metabolicas Cz (Burkat et al.,1999), mientras
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gue el territorio de Uruguay pertenece a lo que se conoce como Pampa uruguaya
(Mourelle et al., 2017; Politis, 2008). Esta es una asociacion de pradera pampeana
(C3) en el sur y pastizal de Campos (Cas) en el norte (Politis, 2008). Aunque hay
zonas en las que coexisten ambas coberturas vegetales en mayor o menor
proporcion, dependiendo de las estaciones, ya que en invierno hay un aumento de

pastos Cs (Modernel et al., 2016; Mourelle y Prieto, 2012).

Uruguay también es considerado una zona de transicion, ya que se
encuentran plantas representativas de las Provincias Fitogeogréaficas Paranaense y
Chaquefia (Haretche et al., 2012; Morrone, 2014). Ademas de los campos y pampa,
se caracteriza por tener una rica flora arbustiva que se desarrolla como bosque de
galeria, serrano, de costa y sabanas arboladas, algarrobales, espinillares y
palmares (Haretche et al., 2012; Brazeiro, 2015).

Las subespecies de venados, habitan eco-zonas con diferentes
caracteristicas ecoldgicas (Barbanti y Gonzéalez, 2010; Gonzalez et al., 2016).0. b.
arerunguaensis se encuentra en la denominada eco-zona de la Cuesta Basaltica
(CB) (Fig. 2), en el norte del pais (Brazeiro, 2015; Brazeiro et al., 2008). Actualmente
los venados se encuentran en la Estancia “El Tapado” en la region del Arerungua,
donde se encuentran protegidos por sus duefios. Conviven con ganado bobino y
ovino, pero pueden movilizarse libremente.

El ecosistema dominante es el de pradera de suelo baséaltico, con diferentes
tipos de pastos perennes, legumbres, juncos y herbaceas nativas. En esta Estancia

el suelo donde habitan los venados se considera virgen, ya que hasta el momento
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no ha sido cultivado. Contando por lo tanto con un tapiz forrajero de origen natural,
algunos arbustos junto a los cauces de rios y arroyos y grupos aislados de arboles

(Castro 2014; Gonzalez 1993; Gonzalez et al. 2002; Gonzéalez y Sans, 2009).

REFERENCIAS
Eco-zonas por unidades morfogeoestructurales 2 s
I Cuesta basiltica I Graben de la Laguna Merin s
istali ; . 50 25 0 50 km
[ Escudo cristalino Cuenca sedimentaria del Oeste [—" —

Cuenca sedimentaria gondwénica [l Sierras del Este
I 'sla cristalina de Rivera I Cuenca sedimentaria del Sur-Oeste ‘ Sistema de coordenadas:

Graben de Santa Lucia WSG 1984 UTM 218

Figura 2. Eco-zonas donde se encuentran las dos poblaciones de O. bezoarticus. Circulo rojo,
poblacién de O.b.arerunguansis, eco-zona de la Cuesta Basdltica (rosado oscuro). Circulo gris,
poblacion de O.b. uruguayensis, eco-zona de la Cuenca de la Laguna Merin (naranja). Tomado y
modificado de Brazeiro et al., 2015.
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La poblacion de O. b. uruguayensis, procede de la eco-zona de la Cuenca de
la Laguna Merin (CLM) en el sureste del Uruguay (Brazeiro,2015 y Brazeiro et al.,
2008). Esta se encuentra en el Establecimiento “Los Ajos”, ubicado en la Reserva
de Biosfera de “Bafiados del Este”. (Duarte y Gonzalez, 2010; Gonzalez et al.,
2016). Este Establecimiento, a diferencia de El Tapado en Salto, presenta un
ambiente modificado y complejo de pasturas naturales con parches de cultivo de
forrajeo (ryegrass). A partir de 1980 ademas, se comenz6 con el cultivo de arroz y
en 1990 se afadi6 el de soja (Cosse et al., 2009; Gonzalez y Duarte, 2003). En este
Establecimiento, los ciervos también pueden movilizarse libremente, entre los
distintos parches cultivados y la pradera natural, ademas de convivir con ganado
ovino y bovino (Cosse et al., 2010; Gonzalez y Duarte 2003).

En Argentina Cabrera (1943), reporté dos subespecies: O. b. celer en la
region pampeana y O. b. leucogaster en el Chaco y la regiobn mesopotamica.En la
Provincia de Buenos Aires, la Bahia de Samborombon es una franja estrecha que
se extiende 120 km. a lo largo del estuario del Rio de la Plata, en donde se halla la
Reserva “Campos de Tuyu” (Fig. 1). Fito-geogréficamente pertenece al Distrito
Oriental de la Provincia, donde se encuentran las ultimas praderas templadas Cs,
pastizales haldéfilos, humedales, pastizales de médanos y
comunidades boscosas de talas restringidas a las barrancas (Merino, 2003). Tiene
relieve suave y clima templado humedo, con lluvias todo el afio. O. b. celer presenta

una dieta mixta y muestra una marcada preferencia por las gramineas, aunque de
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estas, so6lo unas pocas especies son predominantes en la dieta (Merino, 2003). En
esta Reserva la oferta de gramineas es de mas del 80 %, mientras que las
dicotiledoneas son escasas, aunque estas Ultimas constituyen una parte importante
de la dieta (Jackson y Giulietti 1988; Merino, 2003).

La poblacion de O. b. leucogaster se encuentra en el noreste de la Provincia
de Corrientes (Fig. 1), donde los suelos son arenosos con pastizales inundables y
lomadas con parches de chafares (Dellafiore et al., 2001; Demaria et al., 2003). En
esa area, una gran parte de las especies nativas han sido reemplazadas por
plantaciones de forraje y también se desarrolla cria de ganado y cultivo de arroz

(Gonzélez et al., 2010; Merino, 2003)

1.2. Dieta

Ozotoceros bezoarticus es una especie que en el correr de los afos ha
recibido mucha atencion y ha sido exhaustivamente estudiada en diversos
aspectos:

Morfol6gicos: Cabrera (1943); Gonzalez et al. (2002); Pérez y Ungerfel. (2012).
Taxondmicos: Cabrera (1943); Dellafiore et al. (2001); Gonzélez (1999); Jackson
y Langguth (1987); Merino et al. (1993); Pautasso y Pefa (2002).
Reproductivos: Duarte y Garcia (1995); Gonzalez Sierra (1985); Jackson y
Langguth (1987); Merino et al. (1997); Ungerfel et al. (2008).

Conductuales: Gonzalez (1997); Gonzalez y Cosse (2000); Moore (2001); Sturm
(2001); Vila 'y Beade (1997).
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Dietarios: estudios que seran detallados infra.

Se ha observado, que los herbivoros pueden tener dietas muy variadas
segun el ambiente en el que se encuentren, por lo que se han propuesto distintas
clasificaciones dietarias.

Una de las clasificaciones mas utilizada, se basa en el tipo de plantas
consumidas (Hofmann y Steward, 1972; Hofmann, 1985), donde se clasifican a los
mamiferos herbivoros en: pastadores, cuya dieta contiene al menos un 75 % de
gramineas; ramoneadores, son los que tienen al menos un 75 % de hojas de
dicotiledoneas, frutas, ramas, hojas de arboles y arbustos y por ultimo los tipos
intermedios o mixtos, son aquellos que seleccionan el tipo de forrajeo de acuerdo a
la oferta de la que disponen y escogen tanto pasturas como partes arboreas
(Hofmann, 1985).

Ademas del tipo de alimento consumido, hay otra clasificacion que considera
la estructura del tracto digestivo de los rumiantes (que esta intimamente ligada al
tipo de alimentos que consumen y como lo adquieren). Donde la morfologia dentaria
y la flora bacteriana del aparato digestivo, son indicadores de distintas estrategias
alimenticias (Hofmann, 1989). En esta clasificacion existen tres categorias:
selectores concentradores, con un tracto digestivo y rumen pequefio; pastadores,
con un tracto digestivo largo y un estomago grande para los procesos fermentativos
y por ultimo los tipos intermedios o mixer, que seleccionan el tipo de alimentos de

manera oportunista (lllus y Gordon, 1999).
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La dieta de O. bezoarticus, ha sido interpretada en diferentes formas, pero
en general presenta un alto grado de selectividad en el forrajeo y dieta mixta con
variaciones estacionales (Merino, 2003; Rodrigues y Monteiro-Filho, 1999). Es una
especie que se adapta y se alimenta de los recursos disponibles. Consumen un
amplio rango de pastos, arbustos y semillas (Jackson, 1987), ademas de elegir
determinados estadios fenolégicos mas nutritivos y con alto valor energético, como
son brotes y hojas nuevas, evitando en lo posible alimentos fibrosos (Cosse, 2009;
Gonzalez et al., 2010; Jackson y Giulietti, 1988; Rodrigues y Monteiro-Filho, 1999
;Rodrigues, 1996).

Por otra parte, en el Establecimiento Los Ajos en Rocha, se realizé una
necropsia, en la que se tomaron medidas del sistema digestivo de una hembra
adulta (Cosse, 2009). Los resultados obtenidos, se compararon con los propuestos
por Hoffman (1989) y estos son similares a los de la categoria mixer o intermedia
(Cosse et al., 2009).

La informacion dietaria y la descripcion de la necropsia (si se considera que
los venados de campo en general tienen similar sistema digestivo), coinciden en
gue O. bezoarticus es un consumidor intermedio o mixto de plantas C3-Cs, el que a
Su vez selecciona el tipo de forraje de manera oportunista (vide supra). A diferencia
de los integrantes del género Mazama, que son consumidores que seleccionan los

alimentos, pero que es preferentemente ramoneador Cs (Cap. 4)
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1.3. Plantas. Rutas metabdlicas Czy Ca.

Las rutas metabdlicas de las plantas imparten diferentes relaciones 2C/*2C
(6%3C), debido a un proceso llamado fraccionamiento, el que sucede en los tejidos
fotosintéticos de las mismas (Bender, 1971).

Los pastos tropicales que usan la ruta metabdlica Hatch-Slack (via
fotosintética Ca), se encuentran relativamente enriquecidos en el isétopo de carbono
pesado (*3C) y sus valores isotdpicos varian entre =19,0 y -9,0 %o, con un promedio
de -13,0 %o (Cerling et al., 1997; Ehleringer et al., 1987, 1991). Mientras que las
plantas que emplean el ciclo de fijacion de Calvin (via fotosintética Cs), incluyen la
mayoria de los arboles y arbustos (asi como los pastos que crecen en regiones
templadas), se encuentran relativamente empobrecidos en 13C y tipicamente varian
entre -35,0 y -22,0 %o con un promedio de -27.0 %o (Cerling et al., 1997; Ehleringer
et al., 1986, 1991). También existe una tercera ruta fotosintética, llamada CAM
(crassulacean acid metabolism), que presenta valores intermedios a los de las vias
Csy Cs. Las plantas CAM tienen una adaptacion a ambientes aridos, pero muy pocos
ungulados la utilizan como parte significativa de la dieta (Ehleringer et al., 1991).

Con el 8*0, entre otras cosas, se puede inferir si las plantas se encontraban
bajo estrés hidrico. Los valores relativamente altos son consecuencia de estrés,
mientras que los valores relativamente bajos indican algun tipo de proteccion contra
el viento y el sol, de lo que se puede deducir el ambiente en el que crecen

(Bocherens y Drucker, 2013).
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Como consecuencia, valores empobrecidos de 8'3C y &'%0, representan
plantas que crecen en un bosque o con algun tipo de cobertura a nivel del suelo,
donde hay un menor estrés evaporativo. Mientras que los valores enriquecidos,
indican ambientes abiertos como son las praderas, sabanas o también pueden
indicar que esas plantas hayan crecido en los niveles superiores del dosel, donde
la luz y el estrés evaporativo son mayores (Bocherens 2013; Nelson 2013; Van der

Merwe y Medina 1991).

1.4. Isétopos en animales.

Los is6topos de carbono, proveen de un marcador natural que puede ser
seguido a través de la dieta, ya que el 5'°C en los tejidos de los animales es un
reflejo del 3'3C de la fuente de alimentacion (Ambrose y DeNiro, 1986; van der
Merwe y Medina, 1989). El 3*3C determina la fraccion de biomasa Cz o C4 asimilada
(Cerling y Harris 1999), lo que la convierte en una herramienta muy util, tanto en la
reconstruccién de la dieta de mamiferos actuales (van der Merwe y Medina, 1991),
como fosiles (Cerling et al., 1997; MacFadden et al., 1996).

Los valores de 680 en el carbonato del esmalte dental, provee informacion
adicional acerca de la dieta (Bocherens y Drucker, 2013; Cerling et al., 1997; de
Melo Franca et al., 2015), lo que permite distinguir entre pastadores, ramoneadores,
folivoros o frugivoros. Ademas se puede distinguir entre el consumo de hojas o de
frutas. Ya que las frutas tienen valores de '80 mas empobrecidos que las hojas,
por dos motivos: la transpiracion que soportan las hojas por un lado y al alto
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contenido de agua presente en las frutas por otro ( de Melo Franca, 2014; Nelson,
2013).

Los is6topos de carbono y oxigeno en el esmalte dental reflejan
particularmente los valores isotdpicos de la dieta y el agua ingerida, durante su
formacion (Cerling et al., 1997; van der Merwe y Medina, 1991). Cuando los
resultados de 6'°C y 60 son analizados en conjunto, pueden ayudar a inferir
caracteristicas ecoldgicas (Crowley, 2014), como ser el tipo de habitat, preferencia
por determinados alimentos y sugerir con que parte de las plantas se alimentaba
preferencialmente (paastos, ramas, flores, hojas, brotes, etc.).

Aungue O. bezoarticus ha sido objeto de muchos tipos de estudios, este es
el primero en utilizar is6topos estables como proxis, para obtener informacién
dietaria y ambiental de las subespecies uruguayas y como comparacion analizar los

valores obtenidos en O. b. leucogaster y O. b. celer de Argentina.

2. Objetivos.

2.1. General.

Inferir el o los tipos de estrategias alimentarias, en las poblaciones
de Ozotoceros bezoarticus de Uruguay (pastadores Cz 0 Cs, ramoneadores
0 que tengan dieta mixta), utilizando is6topos estables como proxis y

evaluar si estos datos son concordantes o no, con la vegetacion del area y
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con el tipo de alimentacién previamente reportado por otros autores,

utilizando métodos no isotopicos.

2.2. Especificos.

Caracterizar, en base a datos isotépicos, la dieta de las dos
subespecies de venado de campo existentes en Uruguay.
Comparar los resultados isotopicos y las dietas inferidas de las

poblaciones O. b. arerunguaensis y O. b. uruguayensis entre si.

Contrastar, los resultados de las poblaciones uruguayas con los
ejemplares muestreados de O. b. leucogaster de la Provincia de
Corrientes y de O. b. celer de la Provincia de Buenos Aires, en
Argentina.

Discutir si las inferencias dietarias y los ambientes asociados son
coherentes o0 no, con la informacién previa disponible y evaluar el
potencial de los is6topos estables (6*3C y 6'80), en la predictibilidad

de las dietas y ambientes de los venados de campo.
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3. Materiales y métodos

3.1. Materiales

Abreviacion institucional: MNHN: Museo Nacional de Historia Natural,
Coleccién de Mamiferos, Montevideo, Uruguay; SG: Susana Gonzalez, Instituto de
Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE), Montevideo, Uruguay; ZVCM:
Zoologia de Vertebrados Coleccion de Mastozoologia, Facultad de Ciencias,
Montevideo, Uruguay; MACN-Ma: Museo Argentino de Ciencias Naturales, Seccion
Mamiferos, Buenos Aires, Argentina. MLP: Museo de La Plata, La Plata, Argentina.
GNS: Geological y Nuclear Science Laboratory (New Zealand). IRMS: Isotope Ratio
Mass Spectrometry.

En total, se tomaron 28 muestras de Ozotoceros bezoarticus. Once
pertenecen a O. b. uruguayensis del Establecimiento Los Ajos, de los cuales tres
son hembras y dos son juveniles. Ocho de la poblacién de O. b. arerunguaensis, de
la Estancia El Tapado, de los cuales dos son hembras y uno es juvenil. Ademas,
se muestrearon dos ejemplares de machos adultos de O. b. leucogaster, de la
Provincia de Corriente y siete de O. b. celer, también machos adultos, de la

Provincia de Buenos Aires en Argentina, con fines comparativos.

95



3.2. Métodos

3.2.1. Toma de muestras de O. bezoarticus

Para realizar los andlisis isotopicos de O. bezoarticus se eligid la fase mineral
del esmalte dental (carbonatos = CO3), puesto que se considera que mantiene un
registro de la dieta en su totalidad, mientras que la fase organica (colageno),
corresponde mayormente a la fraccion proteica de la misma (Bocherens y Drucker,
2013). Otro de los motivos para elegir la fase mineral es que, los datos aqui
presentados, también son utilizados para generar una linea isotopica de base. Esta
se usa como patrén de comparaciéon con los especimenes fosiles que se estudian
en esta tesis, con algunos resultados ya adelantados (Morosiy Ubilla, 2018, 2019,
en capitulos 7 y 9). Por ultimo, el esmalte dental se mantiene como un sistema
relativamente cerrado, es mas dificil que los cambios diagenéticos lo afecten, en la
misma medida que sucede con los huesos y es un registro realista de la dieta en
fosiles ( Feranec y MacFadden, Koch et al. 1997; Wang y Cerling 1994).

El disefio de muestreo isotépico se realizé para obtener valores de 6*3C que
fueran promedios de la dieta en su totalidad, no considerando un consumo
estacional. Se tomaron muestras de la cara no oclusal, paralela al eje de crecimiento
en toda la extension del molar. En adultos se utilizaron los molares M3 o m3, ya que

son los ultimos en mineralizar en ungulados (Hillson, 1986). En el caso de los
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juveniles, se tomaron muestras del M2 o m2. El método de obtencion de muestras

de esmalte dental sigue a Koch et al. (1997), con modificaciones (ver Cap. 4).

3.2.2. Andlisis isotépicos
Los andlisis isotopicos se realizaron utilizando Isotope Ratio Mass
Spectrometry (IRMS), en el Mass Spectrometry Isotope Facility del Laboratorio

GNS, (www.gns.cri.nz/nic/stableisotopes), siguiendo los protocolos del mismo. La

precision analitica de estas medidas fue mejor que 0.10%o para 8*3C y 0.20 %o para
080 (Fuente: GNS Laboratory).

Los resultados de las relaciones isotdpicas de carbono y oxigeno se reportan
relativos al isétopo estandar, usando la notacion (8), como &*3C y %0, calculados
en unidades por mil (%0). Las mismas se encuentran relacionadas a escalas
internacionales (Peterson y Fry, 1987) y son relativas al estandar internacional
Viena Pee Dee Belemnites (VPDB). Los resultados se informan en relacion el

estandar isotopico, usando la notacion 6 :

013C= R muestra/R estandar — 1 x 1000

donde R muestra y R estandar son las relaciones (**C/*?C) de la muestra y el

estandar. Por mas detalles ver Cap. 7y 9.

97


http://www.gns.cri.nz/nic/stableisotopes

3.2.3. Efecto Suess

Alrededor del afio 1650, comenzaron a gestarse los primeros cambios en los
niveles del CO2 atmosférico, debido a distintas actividades humanas, como fue el
cambio del uso de la tierra con fines agricolas, mediante la quema de arboles. A lo
gue, en los ultimos 200 afios se sumo la industrializacién y posteriormente un
aumento en el uso de los combustibles fésiles, emitiendo aun mas CO: a la
atmosfera. Este CO2z antropogénico se encuentra disminuido en su composicion
13C/2C (6'3C) en relacion al CO2 atmosférico, lo que es conocido como “Efecto
Suess” (Bowlling et al., 2013; Keeling et al., 2011; Jain et al., 1996; Cerling y Harris,
1999; Schell, 2001). Esta variaciéon en la composicion del 6'°C atmosférico, se
registra en casi todos los organismos vivos. Por este motivo los resultados
isotopicos de plantas y animales colectados en diferentes afios, deben ser

corregidos para que sean comparables entre si (Cerling y Harris, 1999).

3.2.3.1. Efecto Suess en Plantas
La flora existente en la Estancia El Tapado, fue tomada de Castro (2014) y la
del Establecimiento Los Ajos de Cosse (2010), mientras que los valores isotépicos
de las plantas fueron tomados de diferentes autores (ver Tabla 4 y 5). Los valores
de las plantas, para que se pudieran cotejar con los resultados isotdpicos de los

ciervos, también se corrigieron por Efecto Suess. Para realizar esta correccion, dado
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gue no todas las fechas de colecta de las plantas estaban disponibles, tomamos
como promedio cinco afios entre la colecta y la publicacion del articulo. Nos
basamos en la observacién de que, en trabajos similares generalmente transcurre
ese periodo de tiempo, entre que se colectan las plantas y se publica el estudio.
En la elaboracién de la linea de base isot6pica de §*3C, se utilizaron solo las
especies vegetales presentes en la Estancia El Tapado y en el Establecimiento Los
Ajos. Este enfoque brinda, una idea mas realista de la oferta alimenticia, que si se

tomaran todas las especies descriptas para las respectivas ecozonas.

3.2.3.2. Efecto Suess en Ozotoceros bezoarticus

Los valores isotopicos de la vegetacion de El Tapado y Los Ajos, son los
utilizados como linea de base para realizar inferencias dietarias en las poblaciones
de O. b. arerunguaensis y O. b. uruguayensis, tomando en consideracion el
enriquecimiento de 14.1 + 0.5 %o (Cerling y Harris, 1999), entre el 5'3C de la dieta y
el 6'3C obtenido del esmalte dental. En el caso de los especimenes de O.
bezoarticus, la fecha del nacimiento (salvo excepciones) no se encuentra en los
catalogos. Para estimar la edad al momento de la muerte, se analizo el desgaste
dental y se tomd6 en consideracion que viven entre 12 y 22 afios, si estan en
cautiverio (Gonzélez, 2016). Con estos datos y tratando de ser conservativos, se
estimé una edad promedio de 10 afios, ya que las poblaciones estudiadas son
silvestres. Para el desarrollo de la metodologia de correccién por Efecto Suess ver

Cap. 4.
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El mismo procedimiento también se realiz6 con los ejemplares de O. b. celer
y de O. b. leucogaster, tomados para comparacién de las Provincias de Buenos

Aires y Corrientes de Argentina.

3.2.4. Analisis cuantitativos
Los andlisis cuantitativos se realizaron en Excel 2019 y para los Modelos
Mixtos Bayesianos se utilizé el programa R (Parnell et al., 2013), con los paquetes

SIAR y SIBER (2019), http://www.r---project.org/.

Se realizo el analisis ANOVA para comprobar si los valores isotopicos de los
venados de las diferentes regiones son similares o no (material suplementario). Se
uso el modelo para dos presas, lo que permite convertir los resultados isotopicos de
la mezcla (dieta) en proporciones de las fuentes (en este caso el promedio de las
plantas C3 y Csde la CB y CLM). Luego de esta transformacion, los valores en
porcentajes pueden ser comparados con otros tipos tradicionales de informacion
dietaria (Newsome et al., 2012).

Los valores isotopicos de los venados fueron promediados por localidad, para
evaluar si las condiciones de ambiente y flora de cada ecozona, podria afectar las
preferencias alimenticias de las subespecies o si como en el caso de Mazama
gouazoubira, dichas preferencias eran similares, independientemente de la region

en la que se encontraran (Cap. 4).
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Tabla 1. valores isotopicos originales de 5°C y 60 y fecha de colecta estimada de la subespecie
O. b. arerunguaensis del Depto. de Salto y O. b. uruguayensis del Depto. de Rocha en Uruguay.
CLM: Cuenca Laguna Merin; CB: Cuesta Basaltica; E/Depto: Ecozona/Depatamento; UY: Uruguay;
N: norte; SE: sureste.

SIL ID Coleccion 83¢C 50 Colecta E/Depto. Localidad Area Pais
C-1500166 SG 1006 H -7,31 -4,45 05-02-99 CB.Salto  Salto. El Tapado N uy
G-1304153 SG 1014 -6,79 -5,27 05-02-99 CB.Salto  Salto. El Tala Arerungua. N Uy
C-1500160 SG48) -6,75 -3,74 11-02-96 CB.Salto  Salto. El Tala Arerungua. N uy
C-1500161 SG63 H -6,24 -3,17 07-09-96 CB.Salto  Salto. El Tapado N Uy
C-1400202 ZVCM1309 -8,43 -4,87 15-09-76 CB.Salto  Ao. Tapado 12 km al SW Arerungud N uy
C-1400200 ZVCM1495 -9,08 -3,46 20-05-78 CB. Salto El Tapado Invernada N Uy
C-1400199 ZVCM1497 -9,83 -2,47 20-05-78 CB. Salto El Tapado Invernada N uy
C-1400201 ZVCM1739 -8,94 -3,25 13-08-94 CB. Salto El Tapado Invernada N Uy
G-1304147  ZVCM1742 -14.01 -3.29 07-09-94  CLM. Rocha Los Ajos SE uy
G-1304148 SG 1070 -13,68 -5,16 10-06-09 CLM. Rocha Los Ajos. Sauce Caido. SC3. SE Uy
C-1500162 SG 1082 H -14,83 -3,74 01-12-08  CLM. Rocha Los Ajos. Sauce Caido 3 SE uy
G-1304149  SG 1083 -14,34 -4,91 01-01-04  CLM.Rocha Los Ajos SE uy
C-1500159 SG 1084 H -12,68 -3,32 01-12-08 CLM. Rocha Los Ajos. Sauce Caido 3. SE Uy
G-1304147 SG 1087 -13,28 -4,92 01-07-07 CLM. Rocha Rocha. Los Ajos. La Cafiada. SE uy
C-1500163 SG 1089 H -13,34 -2,41 19-09-05 CLM. Rocha Los Ajos. Sauce Caido. SC2. SE Uy
C-1500164 SG13) -15,34 -5,42 07-10-94  CLM.Rocha Los Ajos SE uy
C-1500165 SG59) -14,65 -3,35 05-06-98  CLM.Rocha Los Ajos SE uy
C-1400203 SG1101 -12,68 -3,35 27-09-04  CLM. Rocha Los Ajos. Sauce Caido. SC2. SE uy
C-1400204 SG139 -14,52 -3,56 01-11-02 CLM. Rocha Los Ajos SE Uy
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Tabla 2. valores isotopicos originales de 5°C y 60 y fecha de colecta estimada de la subespecie
O. b. leucogaste de la provincia de Corrientes y O. b. celer del de la Provincia de Corrientes, ambas
en la Argentina. Uruguayeste; N: norte; SE: sureste.

SILID Coleccién 513C 6%0 Colecta Provincia Localidad Area Pais
C-1400214 MACN 24523 -7,77 -1,91 01-01-24 Corrientes Santo Tomé, Galarza NE AR
C-1400215 MACN 24749 -13,89 -3,04 01-01-24 Corrientes Santo Tomé, Galarza NE AR
C-1400213 MACN 49183 -12,58 -3,03 01-01-49 Buenos Aires General Lavalle, General Lavalle SE AR
C-1400208 MLP 1341 -12,68 0,71 19-06-70 Buenos Aires Samborombdn SE AR
C-1400209 MLP 18, VIIl,92,15 -8,24 -4,39 18-08-92 Buenos Aires Samborombodn SE AR
C-1400207 MLP 18, VIII,92,2 -11,76 -1,30 18-08-92 Buenos Aires Samborombdn SE AR
C-1400211  MLP 18, VIII,92,7 -12,77 -2,70 18-08-92 Buenos Aires Gral. Lavalle, Campos de Tuyu SE AR
C-1400206 MLP 18, VIII,92,9 -12,72 -2,59 18-08-92 Buenos Aires Samborombén SE AR
C-1400210 MLP19, VI,00,2 -10,85 -2,87 19-06-00 Buenos Aires Gral. Lavalle, Rio Ajo SE AR

4. Resultados

Los datos originales de O. b arerunguaensis y O. b. uruguayensis se encuentran

enla Tabla1lylos de O. b. celery O. b. leucogaster en la Tabla 2

4.1. Efecto Suess

Aunque el efecto Suess existe aproximadamente desde el afio 1650 (vide
supra), se tomaron los datos isotopicos a partir del afio 1850, donde los cambios
son mas notables. En la grafica se aprecian dos pendientes diferentes, la primera
abarca desde 1850 a 1950 A.D. y la segunda de 1950 a 2015 A.D. (Fig. 3). Este

comportamiento en los datos se debe al aumento diferencial en la atmésfera de CO2
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antropogénico y a la variacién isotopica asociada a él (Bowling et al., 2013; Jain et
al., 1996). Los valores numéricos de estas pendientes, son los utilizados para la
correccion por Efecto Suess en plantas y animales y se encuentran resumidos y

simplificados en la Tabla 3.

1990 2015

-7.0-

Atmospheric §13C (%)

-8.0-

-8.5-

T T T T T T T
1850 1875 1900 1925 1950 1975 2000 2025 A.D.

Fig. 3. Variacion del 6'3C atmosférico: a) entre 1850 y 1950 A.D., b) entre 1950 y 2015 A.D. Se

utilizaron el modelo y los datos de Jain et al. (1996), en color rojo y los datos de Bowling et al. (2013),
en color azul, para la construccién de la curva.
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Tabla 3. Simplificacién de la correccion por Efecto Suess del 6*3C atmosférico: a) desde 1850 a 1950
A.D., b) desde 1950 a 2015 A.D., utilizando el modelo y los datos de Jain et al. (1996) y los datos de
Bowling et al. (2013).

a) b)
Aio Correccion %o Autor Afio Correccion %o Autor
1850 0.00 Jain et al. (1996) 1950 0.500 Jain et al. (1996)
1860 0.05 " 1955 0.625 "
1870 0.10 " 1960 0.750 "
1880 0.15 " 1965 0.875 "
1890 0.20 " 1970 1.000 "
1900 0.25 " 1975 1.125 "
1910 0.30 " 1980 1.250 "
1920 0.35 " 1985 1.375 "
1930 0.40 " 1990 1.500 "
1940 0.45 " 1995 1.625 Bowling et al. (2013)
1950 0.50 " 2000 1.750 "
2005 1.875 "
2010 2.000 !
2015 2.125 !

4.1.1. Correccion por Efecto Suess en la vegetacion

Luego de la correccion de los datos isotdpicos por efecto Suess de la
vegetacion de la Estancia El Tapado, se obtuvo una media de 5*3C de -20.41 %o,
con un minimo de -32.1 %o y un maximo de -9.92 %o (Tabla 4). Se tomaron en
consideracion tanto las gramineas (C4) como los arboles y arbustos (C3) que fueron

descriptos para esta Estancia (Castro, 2014., Gonzéalez, 2009).
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Tabla 4. Vegetacion descripta para la Estancia El Tapado y correccion por efecto Suess. El promedio
de 63C es de -20.41 %..Tomada de Castro, 2014; Gonzalez, 2009. *: fecha estimada de colecta.

Taxon Autor Fechade §13C Efecto Suess
colecta* Media Correccion  &'3C Suess
Myrcianthescis platensis Smith Epstein (1971) 1966 -33,00 0,90 -32,10
Rapanea lorentziana Boutton et al. (1998) 1993 -32,00 1,58 -30,43
Briza sp. Waller Lewis (1978) 1973 -30,00 1,08 -28,93
Lithrea molleoides Waller Lewis (1978) 1973 -30,00 1,08 -28,93
Scutia buxifolia Smith Epstein (1971) 1966 -29,00 0,90 -28,10
Salix humboldtiana Cloern et al. (2002) 1997 -28,00 1,68 -26,33
Cyperaceae Cerling Harris (1999) 1994 -27,00 1,60 -25,40
Hordeum sp. Cerling Harris (1999) 1994 -27,00 1,60 -25,40
Phyllanthus sellowianus Ehleringer et al. (1987) 1982 -27,00 1,30 -25,70
Poa lanigera Cerling Harris (1999) 1994 -27,00 1,60 -25,40
Pouteria salicifolia Boutton et al. (1998) 1993 -27,00 1,58 -25,43
Pteridofitas Sharma (2004) 1998 -27,00 1,70 -25,30
Schinus longifolius Boutton et al. (1998) 1993 -27,00 1,58 -25,43
Sebastiana brasiliensis Boutton et al. (1998) 1993 -27,00 1,58 -25,43
Citharexylum montevidense Boutton et al. (1998) 1993 -27,00 1,58 -25,43
Celtis iguanaea Boutton et al. (1998) 1993 -26,50 1,58 -24,93
Koeleria sp Waller Lewis (1978) 1973 -25,00 1,08 -23,93
Vulpia sp Waller Lewis (1978) 1973 -25,00 1,08 -23,93
Piptochaetium stipoides Smith Epstein (1971) 1966 -24,00 0,90 -23,10
Stipa setigera Smith Epstein (1971) 1966 -24,00 0,90 -23,10
Chloris sp Waller Lewis (1978) 1973 -16,00 1,08 -14,93
Aristida uruguayensis Waller Lewis (1978) 1973 -14,00 1,08 -12,93
Schizachyrium sp Waller Lewis (1978) 1973 -14,00 1,08 -12,93
Andropogon sp Waller Lewis (1978) 1973 -13,00 1,08 -11,93
Coelorachis selloana Coussins et al. (2008) 2003 -13,00 1,83 -11,18
Leptocory phiumlanatus Coussins et al. (2008) 2003 -13,00 1,83 -11,18
Paspalum dilatatum Waller Lewis (1978) 1973 -13,00 1,08 -11,93
Paspalum plicatulum Waller Lewis (1978) 1973 -13,00 1,08 -11,93
Eustachys sp Ehleringer et al. (1987) 1982 -12,00 1,30 -10,70
Microchloa sp Cerling Harris (1999) 1994 -12,00 1,60 -10,40
Paspalum notatum Waller Lewis (1978) 1973 -12,00 1,08 -10,93
Tripogon sp Ehleringer (1987) 1982 -12,00 1,30 -10,70
Axonopu saffinis Waller Lewis (1978) 1973 -11,00 1,08 -9,92

Promedio = -20,41
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En el Establecimiento Los Ajos (Tabla 5), el promedio de &3C de O. b.
uruguayensis fue de -23.88 %o con un minimo de -29.42 %o y un maximo de -10.92
%o, considerando todas las plantas relevadas en el Establecimiento ya sean nativas
o cultivadas (Cosse, 2002).

Como se menciond previamente, para la poblacion de O. b. uruguayensis,
hay estudios sobre la anatomia del tracto digestivo y también estudios de
microhistologia, estos ultimos realizados en fecas (Cosse, 2002), en los que se hallé
una preferencia por ciertos tipos de plantas. Si se consideran solo las plantas
consumidas (Tabla 5 en negrita), el promedio de 6'3C es aln un poco mas bajo, de
-24.57 %o. Por otra parte, aunque no se han reportado rastros en el estudio de Cosse
(2002), se sabe que consumen flores y brotes nuevos de arboles y arbustos

(Rodrigues et al., 1999), lo que disminuiria ain mas el promedio de §3C.
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Tabla 5. Vegetacion descripta para el Establecimiento Los Ajos. Tomada de Cosse (2002) En negrita:
taxa encontrados en los estudios de microhistologia (Cosse, 2002). *: fecha estimada de colecta.

Taxon Autor Fechade 6'3CMedia Efecto Suess

colecta® Correccion &'3CSuess
Malvaceae Cerling Harris (1999) 1994 -28,00 1,60 -26,40
Asteraceae Boutton et al., (1998) 1993 -28,00 1,53 -26,47
Adesmia sp. Smith Epstein (1971) 1966 -22,00 0,90 -21,10
Apium leptophyllum Smith Epstein (1971) 1966 -22,00 0,90 -21,10
Baccharis trimera Smith Epstein (1971) 1966 -28,00 0,90 -27,10
Briza minor Waller Lewis (1978) 1973 -30,00 1,08 -28,92
Bromus cathauticus Waller Lewis (1978) 1973 -27,00 1,08 -25,92
Bromus sp. Smith Epstein (1971) 1966 -28,00 0,90 -27,10
Cynodon dactylon Cerling Harris (1999) 1994 -14,00 1,60 -12,40
Dichondra sp. Smith Epstein (1971) 1966 -30,00 0,90 -29,10
Digitaria sp. Waller Lewis (1978) 1973 -12,00 1,08 -10,92
Eclipta belloides Davie (2014) 1991 -27,10 1,53 -25,47
Eleocharis sp Hesla et al. (1982) 1977 -26,00 1,18 -24,82
Evolvulus sericeous Davie (2014) 2009 -25,00 1,98 -23,02
Gamochaeta sp. Ehleringer (1987) 1982 -28,00 1,30 -26,70
Glandularia sp. Smith Epstein (1971) 1966 -23,00 0,90 -22,10
Grindelia sp. Cloern et al. (2002) 1997 -28,00 1,68 -21,04
Festusca australis Bonal et al. (2000) 2010 -27,00 2.00 -25,00
Juncus sp. Cloern et al. (2002) 1997 -28,00 1,68 -26,32
Lolium sp. Waller Lewis (1978) 1973 -28,00 1,08 -26,92
Ludwigia peploides Whitaker (2010) 2010 -14,00 2,00 -12,00
Menta sp. Boutton et al. (1998) 1993 -29,00 1,58 -27,42
Myriophyllum brasiliensis Cloern et al. (2002) 1997 -23,00 1,68 -21,32
Oriza sativa sp. Waller Lewis (1978) 1973 -26,00 1,08 -24,92
Oxalis sp. Boutton et al. (1998) 1993 -31,00 1,58 -29,42
Phylla sp. Smith Epstein (1971) 1966 -23,00 0,90 -22,10
Plantago sp. Boutton et al. (1998) 1993 -29,00 1,58 -27,42
Poa sp. Cerling Harris (1999) 1994 -27,00 1,60 -25,40
Rhynchospora sp. Hesla et al. (1982) 1977 -30,00 1,18 -28,82
Scirpus californicus Hesla et al. (1982) 1977 -27,00 1,18 -25,82
Setaria sp. Waller Lewis (1978) 1973 -13,00 1,08 -11,92
Sisyrinchium sp. Smith Epstein (1971) 1966 -27,00 0,90 -26,10
Trifolium sp. Davie (2014) 2009 -26,20 1,98 -24,22
Glycine max Davie (2014) 2009 -26,00 1,98 -24,02
Poaceae C3 Waller Lewis (1978) 1973 -28,00 1,08 -26,92

Promedio = -23,88
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4.1.2. Correccion por Efecto Suess de O. bezoarticus

Luego de la correccion de &'°C por efecto Suess (Fig. 4, Tabla 6), O. b
arerunguaensis exhibe un '3C de entre - 8.88 y - 4.84 %o, con una media de - 6.66
%o, (SD (10) = 1.50), asimilando un 55 % de plantas Cz. El 5'80 tiene un minimo de
- 5.27 y un maximo de -2.47 %o, con una media de - 3.84 %o, (SD (10) = 0.95).

O. b. uruguayensis presenta valores significativamente mas empobrecidos
gue los de O. b. arerunguaensis, el 5'3C se encuentra entre -13.74 y -10.98 %o, con
una media de -12.34 %o, SD = 1.01, lo que equivale a un consumo promedio de
plantas C3 del 95 %. El 580 varia entre -5.42 y -2.41 %o, con una media de -4.01 %o

(SD = 1.01).
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Figura 4. Valores de 6'3C ordenados por fecha de naciemiento calculada. a) valores originales de 613C. b) el
O13C luego de la correccién por Efecto Suess, se observa el corrimiento mas pronuncido hacia valores mas
positivos (flecha negra) en los datos de los Ultimos afios.
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Tabla 6. valores isotopicos corregidos por Efecto Suess de O. b. arerunguaensis (Salto) y O. b.
uruguayensis (Rocha). H* = hembra. J* = juvenil. Fecha de nacimiento* = fecha de nacimiento
estimada.

Fecha de
SILID Colecciéon nacimiento* &6%3C Correccion 63CSuess Depto. Pais
C-1500166 SG 1006 - H* 1989 -7,31 1,475 -5,84 CB. Salto Uy (N)
G-1304153 SG 1014 1989 -6,79 1,475 -5,32 CB. Salto UY (N)
C-1500160 SG 48 - J* 1996 -6,75 1,650 -5,10 CB. Salto Uy (N)
C-1500161 SG 63 - H* 1986 -6,24 1,400 -4,84 CB. Salto UY (N)
C-1400202 ZVCM1309 1966 -8,43 0,900 -7,53 CB. Salto Uy (N)
C-1400200 ZVCM1495 1968 -9,08 0,950 -8,13 CB. Salto UY (N)
C-1400199 ZVCM1497 1968 -9,83 0,950 -8,88 CB. Salto Uy (N)
C-1400201 ZVCM1739 1984 -8,94 1,350 -7,39 CB. Salto UY (N)
G-1304147 ZVCM1742 1984 -14.01 1,350 -12.66 CLM. Rocha  UY (N)
G-1304148 SG 1070 1999 -13,68 1,725 -11,96 CLM. Rocha  UY (SE)
C-1500162 SG 1082 - H* 1998 -14,83 1,700 -13,13 CLM. Rocha  UY (SE)
G-1304149 SG 1083 1994 -14,34 1,600 -12,74 CLM. Rocha  UY (SE)
C-1500159 SG 1084 - H* 1998 -12,68 1,700 -10,98 CLM. Rocha  UY (SE)
G-1304147 SG 1087 1997 -13,28 1,675 -11,61 CLM. Rocha  UY (SE)
C-1500163 SG 1089 - H* 1995 -13,34 1,625 -11,72 CLM. Rocha  UY (SE)
C-1500164 SG13-J* 1994 -15,34 1,600 -13,74 CLM. Rocha  UY (SE)
C-1500165 SG 59 - J* 1998 -14,65 1,700 -12,95 CLM. Rocha  UY (SE)
C-1400203 SG1101 1994 -12,68 1,600 -11,08 CLM. Rocha  UY (SE)
C-1400204 SG139 1992 -14,52 1,550 -12,97 CLM. Rocha  UY (SE)

Los ejemplares de O. b. celer provenientes de la Provincia de Buenos Aires en
Argentina, tienen un promedio de 6'3C de -10.55 %o (SD = 1.87) con un minimo de
-12.26 %o y un méaximo de -6.94 %o (Tabla 7 y 8). Lo que corresponde a un consumo
promedio de 83 % de Ca. Los valores de 520 se encuentran mas enriquecidos que
los que se hallaron en ambas poblaciones de Uruguay y varian entre -4.39 y 0.71

%o, con una media de -2.40 %o.
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Tabla 7. Valores isotdpicos de 6'3Cde O. b. leucogaster (Corrientes) y O. b. celer (Buenos Aires)
luego de corregido por efecto Suess. *= fecha de nacimiento estimada.

Fecha de
SIL ID Coleccion nacimiento*  6*C  Correccion &'3CSuess Provincia Pais
C-1400214  MACN 24523 1914 -7,77 0,320 -7,45 Corrientes AR (NE)
C-1400215 MACN 24749 1914 -13,89 0,320 -13,57 Corrientes AR (NE)
C-1400213 MACN 49183 1939 -12,58 0,450 -12,13 Buenos Aires AR (SE)
C-1400208  MLP 1341 1960 -12,68 0,750 -11,93 Buenos Aires AR (SE)
C-1400209 MLP 18, VIII,92,15 1982 -8,24 1,300 -6,94 Buenos Aires AR (SE)
C-1400207 MLP 18, VIII, 92,2 1982 -11,76 1,300 -10,46 Buenos Aires AR (SE)
C-1400211  MLP 18, VII1,92,7 1982 -12,77 1,300 -11,47 Buenos Aires AR (SE)
C-1400206 MLP 18, VIII,92,9 1982 -12,72 1,300 -11,42 Buenos Aires AR (SE)
C-1400210 MLP 19, VI,00,2 1990 -10,85 1,500 -9,35 Buenos Aires AR (SE)

O. b. leucogaster de la Provincia de Corrientes, presenta promedios

isotpicos similares a los de la Provincia de Buenos Aires, con un &*3C entre -13.57

y -7.45 %o, y una media de -10.51 %o, indicando un consumo promedio de 82 % de

Cz (Tabla 9). Los valores promedios de 680, también son similares a los de Buenos

Aires, con una media de -2.48 %o, aunque presentan un rango menor y varia entre -

3.04 y -1.91 %.

Tabla 8. Promedios de is6topos estables 8'°C y 60 de los venados de
norte y sueste de Uruguay y del noreste y sureste de Argentina.

campo por localidad, del

Depto. O 813C %o 880 %o
Pais Zona o

Provincia min Max Media SD (10) Min Max Media SD (10)
Uruguay  Norte Salto -8,88 -4,84 -6,63 1,54 -5,27 -2,47 -3,84 0,95
Uruguay  Sureste Rocha -13,74 -10,98 -12,29 0.94 -5,42 -2,41 -4,01 1,01
Argentina Noreste Corrientes -13,57 -7,45 -10,51 4,33 -3,04 -1,91 -2,48 0,80
Argentina Sureste Buenos Aires -12,13 -6,94 -10,53 1,87 -4,39 0,71 -2,40 1,41
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Tabla 9. Resultados de la aplicacién del Modelo Mixto Bayesiano para dos pesas, de las subespecies
de O. bezoarticus estudiadas, tomando las plantas C3 como variable. Se muestran los maximos,
minimos y medias en porcentaje por localidad.

Depto. O iXi _Ca 0
Pais Zona " i Mixing model - C3 %
Provincia Taxon min Max Media
Uruguay Norte  Salto O.b. arerunguaensis 44 g9 70,00 55,00
Uruguay sureste  Rocha O. b. uruguayensis 86,00 107,00 95,00
Argentina noreste  Corrientes O. b. leucogaster 61,00 104,00 82,00
Argentina sureste  Bs Aires 0. b. celer 56,00 95,00 83,00

4. Discusion

5.1. O. b. arerunguaensis

Si se toma la media isotdpica, de la flora de El Tapado (-20.41 %) y se le
suma el enriquecimiento isotépico de '3C de 14.1 £ 0.5 %o (Cerling y Harris, 1999),
entre productores (plantas) y el esmalte dental de los consumidores, el valor
promedio del 8*3C de la poblacién de O. b. arerunguansis seria de -6.31 + 0.5 %o.
Este es un valor similar al promedio obtenido en los venados de &'3C de -6.63 %o
(Tabla 8, Fig. 4). De estos datos se desprende un consumo promedio de plantas Cs
de 55 %, ubicAndolo como un pastador mixto (Tabla 9), lo que concuerda con la
oferta alimenticia de la que dispone (aproximadamente un 60 % plantas y pastos

Cs).
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Gonzalez y Sans (2009), han descripto que la dieta de O. b. arerunguaensis,
no solo varia dependiendo de las estaciones del afio, sino también del lugar donde
se alimenta, ya que la oferta no es la misma si los suelos son superficiales o
profundos (Gonzalez y Sans, 2009). En estas praderas, coexisten pastos Cas,
ordinarios y duros (ejem: Paspalum dilatatum), con pastos finos Cs, (ejem: Poa
lanigera, Stipa setigera). Ademas O. b. arerunguaensis se alimenta de diversas
especies de gramineas perennes, asi como de herbaceas, leguminosas nativas y
ciperaceas (Gonzalez y Sans, 2009). Los resultados isotépicos se encuentran
alineados con las estrategias alimenticias descriptas (Castro, 2014; Gonzales y

Sans, 2009) y la oferta alimenticia de la que disponen.
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Figura 5. Biplot 6°C y &*0 de las diferentes sub especies de O. bezoarticus estudiadas. Nota: el
&'3C ya se encuentra corregido por efecto Suess.
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5.2. O. b. uruguayensis

En el Establecimiento Los Ajos, ademas de la pradera natural, los ciervos
cuentan con parches de cultivos de ryegrass, arroz y soja (Cosse, 2002).

De acuerdo a los datos disponibles, O. b. uruguayensis no solo varia su dieta
dependiendo de las estaciones del afio, sino también de los cultivos a los que tienen
libre acceso, mostrando una diversificacién de la dieta desde el punto de vista
nutricional (Cosse et al., 2009). En general tienen preferencia por unas quince
especies vegetales (ver Tabla 3, taxa en negritas). Pero mas que consumir plantas
por su fisiologia C3 0 C4 (partes de arboles o pasturas), prefieren los brotes y hojas
tiernas que se encuentren disponibles (Cosse et al., 2009).

La media isotdpica, de la flora descripta para Los Ajos es de 6'3C = -23.88 %o
(-24.57 %o si solo se promedian las plantas que se sabe fueron consumidas (Cosse,
2002)). Ahora, considerando el promedio de -24.57 %. y aplicando el
fraccionamiento del 6*3C de 14.1 + 0.5 %o que hay entre presa y consumidor, el 63C
promedio para la poblacion de O. b. uruguayensis seria de -10.47 = 0.5 %o, pero
los resultados de los analisis isotdpicos son algo mas empobrecidos que los
esperados. El 6'3C tiene media de -12.29 %o y rango de entre -13.74 y -10.98 %o
(Tabla 8, Fig 5) y una media de 95 % plantas Cs (Fig. 6).

Cuando se evaluan las posibles causas de estos resultados, encontramos
gue, si bien la mayoria de las plantas descriptas para el Establecimiento Los Ajos

tienen fisiologia Cs y que, de las quince especies mas consumidas encontradas en
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el estudio de fecas, solo dos tienen rutas fotosintéticas Cs, deberian existir otras
variables para que los resultados estén empobrecidos en relacion a los calculados

tedéricamente.
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Fig.6. Biplot de promedios y desvios estandar (10) de 5'3C y 680 de las subespecies estudiadas
de O. bezoarticus.

Como se mencioné anteriormente (Cosse, 2002), Los Ajos es un
establecimiento agricola-ganadero, donde ademas de tener pradera natural, se
cultiva ryegrass (Lolium sp., Trifolium sp.) para consumo lanar y vacuno. A partir de
1980 también se cultiva arroz (Oriza sativa), comenzando aproximadamente en el
afio 1990 con plantaciones de soya (Glycine max). Lo que tienen en comun estos
cultivos, es que todos tienen fisiologia Cz (Tabla 3) y los ciervos pueden moverse
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libremente entre las zonas de pradera natural y las diferentes areas de cultivo.
Cosse (2010) ha descripto, que se alimentan de dichos cultivos, cuando la pradera
natural se encuentra mermada. Aqui un comportamiento selector concentrador (que
varia de alimentacion de acuerdo a las estaciones y la oferta), en el que los cultivos
Cstienen un porcentaje importante en la dieta de O. b. uruguayensis explicaria los
valores de &*3C empobrecidos. Lo que nos llevaria a la misma conclusién de Cosse
(2010), que los venados consumen lo que tiene a disposicion, en este caso las
partes mas energéticas de las plantas sin importar la ruta fotosintética de las mismas

O. b. uruguayensis presenta un 580 relativamente empobrecido, del que se
puede inferir que las fuentes de alimentacion presentan un estrés hidrico bajo,

posiblemente debido a el porcentaje importante en la dieta de los cultivos.

5.3. 0. b. celery O. b. leucogaster

Los venados argentinos se han descripto como pastadores, aunque pueden
incluir algan tipo de ramoneo en la dieta (Jackson y Giulietti, 1988).

Las muestras isotépicas de O. b. celer, provienen de la Bahia de
Samboromboén sensu lato y de Gral. Lavalle-Campos de Tuyu, ambos en la
Provincia de Buenos Aires (Tabla 2).

Los datos de &'3C presentan rangos similares en ambas localidades (salvo
MLP 18, VIII,92,15 que tiene un valor comparativamente alto, (Tabla 7, Fig. 5)).

El 580 es mas alto que el de las poblaciones de Uruguay y presenta un amplio
rango, desde -4.39 a + 0.71%o. Una posible explicacion para estos valores es que,
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la Bahia de Samboromboén (entre otras caracteristicas fitogeogréficas), presenta
humedales en zonas bajas y médanos con pastizales (con suelos arenosos

gue no retienen el agua). Los médanos se encuentran mas expuestos al sol y al
viento que las areas pantanosas, o que generaria un ambiente de gran estrés
hidrico en los médanos . Con zonas tan disimiles, los valores de 6*20 podrian indicar
que no todos los ciervos se alimentan en los mismos parajes (Fig. 5).

Se ha descripto que O. b. celer de los Campos de Tuyd, tiene una dieta mixta
con preferencia por las gramineas (Merino, 2003). Los datos isotOpicos también
indicarian una dieta mixta Cz-C4, similar a los resultados obtenidos por Scheifler et
al. 2020. Con el agregado, de que la composicion de la dieta, tiene una
variacion importante entre los individuos, entre 56 y 95 % de Cz, aqui también
podriamos considerar diferentes areas de alimentacion para un rango tan amplio en
los porcentajes de Cs . Esto implicaria que, en la Bahia de Samborombén, a pesar
de que se la considera una pradera Cz, hay una proporcion importante de pasturas
con fisiologia C4, ya que en la dieta de algunos venados hay mas del 40 % de pastos
Ca.

En el andlisis de las muestras de O. b. leucogaster, aunque los dos
especimenes provienen de la misma localidad (Tabla 2), también se observan
valores que indican diferentes tipos de alimentacion. MACN 24523, tiene un &*C
enriquecido y un 5*20 relativamente alto, de lo que puede inferir una dieta mixta Cs-

Ca, preferentemente en zonas abiertas de pastizales (Tablas 8 y 9). Mientras que
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MACN 24749, tiene un &3C empobrecido, que indicaria una dieta Cs exclusiva3.
(Fig. 5y 6).

Si tomamos en consideracién las caracteristicas fitogeograficas del Chaco
hiamedo, que presenta bosques, praderas, zonas inundables (Demaria et al., 2003)
y plantaciones de forraje y arroz (Gonzélez et al., 2010), estas dietas isotopicamente
tan dispares pueden ser posibles.

Es interesante destacar, que tanto en O. b. celer como en O. b. leucogaster,
se observa un amplio rango de valores de 8*3C, pero si te toman los promedios de
consumo de Cs de ambas poblaciones (Tabla 8), estos se encuentran muy
proximos, 83% para el primero y 82 % para el segundo, aunque difieren en el desvio
estandar. Algo similar sucede con el 5'80, en el que ambos tienen un promedio muy
parecido ( Fig. 6).

Si bien no disponemos de datos isotopicos sobre alimentacion de las
poblaciones de O. bezoarticus de Brasil, en general coinciden con nuestros
resultados. Se ha descripto que tienen una dieta mixta (Pinder 1997; Rodrigues &
Monteiro-Filho 1999). A pesar de consumir una amplia variedad de plantas, eligen
principalmente partes con alto contenido energético y de fécil digestion, como flores,
hojas nuevas, arbustos (Gonzélez et al., 2010; Jackson y Giulietti, 1988; Rodrigues,

1996; Rodrigues y Monteiro-Filho, 1999).
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En El Cerrado, los venados de campo consumen preferentemente juncos y
herbaceas, en lugar de las abundantes gramineas Cis, que tienen bajo nivel
nutricional y alto contenido en fibra (Pinder, 1997).

La poblacién del Pantanal, selecciona brotes nuevos sin importar el tipo de planta
al que pertenecen (Pinder, 1997). Considerando las preferencias dietarias, los
venados de campo del Brasil tienen una estrategia oportunista de forrajeo con
caracteristicas intermedias o mixtas Csz-C4 (Pinder, 1997). También se ha
descripto el consumo de cultivos de soja, siendo incluso el principal recurso de la
poblacion cuando el plantio se encontraba verde y tenian brotes (Braga, 2004),

similar a las poblaciones de Argentina.

5.4. Comparacién entre poblaciones de O. bezoarticus uruguayas

O. b. arerunguaensis y O. b. uruguayensis se encuentran en distintas
ecozonas dentro de Uruguay, las que presentan variaciones fitogeograficas propias.
Las diferentes dietas isotOpicas que se observan (Fig. 7), pueden explicarse por la
plasticidad para adaptarse a la variacion en la vegetacion. Lo que les permite tener
una estrategia forrajera oportunista y alimentarse en base a la oferta de la que
disponen, la que isotépicamente es diferente. Se realizo el test ANOVA y se
encontré que O. b. arerunguaensis y O. b. uruguayensis no son similares entre si
(Material suplementario).

O. b. uruguayensis presenta valores de dietas Cs, inclusive mas bajos que
los de O. b. celer y O. b. leucogaster de Argentina (Fig. 6), los que tienen resultados
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isotopicos en promedio similares. Podemos inferir que los valores mas
negativos de 8*3C en O. b. uruguayensis son debido al consumo de las plantaciones
de ryegrass, arroz y soja, todas ellas Cs, durante periodos prolongados durante el
afio cuando la pradera natural es escasa. Se realiz6 ANOVA y O. b. uruguayensis
es similar a O. b. celer y O. b. leucogaster y por lo tanto también son diferentes a
O. b. arerunguaensis (Material suplementario)

Otra alternativa que explicaria estos resultados (aunque no tan probable, en
base a lo que se ha descripto de la dieta de los venados), es que tuvieran especial
preferencia por especies con §'*C muy bajos como, por ejemplo, Baccharis trimera,
Briza minor o Dichondra sp. entre otras (Tabla 5).

Cuando analizamos los resultados isotopicos de la poblacién de O. b.
arerunguaensis encontramos que, si bien tiene una dieta mixta, ésta presenta un
fuerte componente C4, que no se observa en las poblaciones argentinas, brasilefias
ni en O. b. uruguayensis (Fig. 5y 6).

Si se considera la dieta descripta para las poblaciones de venado de campo

de Brasil, tanto en El Cerrado como en el Pantanal, existe una importante oferta de
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Fig. 7. Valores isotopicos de los individuos de las poblaciones de O. b. arerunguaensis y O. b.
uruguayensis.

gramineas C4, pero estas casi no son consumidas por los venados. Se ha
citado que ramonean brotes, hojas y flores, dependiendo de las caracteristicas
fenoldgicas de las plantas en los diferentes habitats (Pinder, 1997). Basandonos en
estas descripciones de dietas, si se les realizaran analisis isotopicos a los ciervos
de Brasil, es probable que se obtengan valores de 6'3C bajos, similares a los de los
ciervos de Argentinay alos de O. b. uruguayensis. Aunque en este caso los valores
empobrecidos serian por consumo de plantas Cs (partes de arboles y arbustos) en
lugar de pasturas Cs.

Por lo que se destaca que O. b. arerunguaensis expresa valores isotépicos

gue indican dietas mixtas Cs- Cs, siendo la Unica de las subespecies analizadas
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isotépicamente que presenta porcentajes comparativamente altos de pastos C4 en

la dieta.

5.5. Hembras y juveniles.

Como se ha visto, las poblaciones de O. bezoarticus tienen la capacidad de
realizar cambios rapidos y notorios en respuesta a las variaciones en el habitat y la
vegetacion. Por otra parte, los requerimientos nutricionales no solo varian
estacionalmente, sino que también lo hacen en funcion del sexo, edad y eventos del
ciclo de vida como el crecimiento de astas, celo, prefiez y lactancia (Cosse, 2009;
Jackson, 1987).

La gestacion de O. bezoarticus es de aproximadamente siete meses y la
mayoria de los cervatillos nacen en primavera, aunque pueden nacer en cualquier
época del afio (Jackson, 1987).

Durante el dltimo estadio de la gestacion las hembras se movilizan poco,
utilizando la mayor parte de su tiempo para descansar. Durante el periodo de
amamantamiento, esconden a la cria como estrategia para evitar a los
depredadores y se quedan en las inmediaciones (Jackson y Langguth, 1987).

Este tipo de conductas implicaria que hembras y juveniles, son isotopicamente
representativos de la oferta de plantas del area en que se encuentran (reflejando el
6'3C de la mismas), a diferencia de los machos que se trasladan donde encuentren

mejores fuentes de alimento a medida que varian las estaciones.
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Al comparar los resultados isotépicos de 63C por sexo y edad encontramos
gue los juveniles tienen posiciones extremas con relacion al grupo al que pertenecen
(Fig. 8). En la poblacion de O. b. arerunguaensis hembras y juveniles son los que
presentan valores isotopicos mas enriquecidos, estas variaciones isotopicas, se
pueden adjudicar a cambios comportamentales en las hembras durante la prefiez y
el periodo de amamantamiento. Mientras que en la poblacién de O. b. uruguayensis
ocurre a la inversa, los juveniles son los que tienen los valores mas empobrecidos,
mientras que las hembras tienen casi las mismas sefiales isotdpicas de &'3C que
los machos (Fig. 8). Una interpretacion posible es que, como tienen libre acceso a
las pasturas naturales y los plantios de ryegrass, arroz y soja del area en la que
habitan (Cosse, 2010), esto les permitiria a las hembras, mantener las estrategias
de proteccion de los juveniles al mismo tiempo que acceder a los cultivos mas
nutritivos. Motivo por el cual en esta poblaciéon, hembras y machos tienen valores
de &'3C similares, ya que no tienen que trasladarse grandes distancias para obtener

alimento de calidad.
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Fig. 8. Distribucién isotdpica de O. b. arerunguaensis y O. b. uruguayensis, agrupados por localidad.
Distinguiendo entre hembras, machos y juveniles.

Para explicar estos resultados de los juveniles, se podrian considerar dos
escenarios diferentes: a) que los juveniles durante el amamantamiento y luego del
destete consumieran selectivamente mayor cantidad de plantas Cs que los adultos,
ya que en general son mas tiernas y palatables (Anderson, 2006); b) que estos
valores de 6'3C empobrecidos se podrian adjudicar al “efecto maternal”.

Dicho efecto es la sumatoria de una dieta sesgada de la madre hacia plantas Cs (en
este caso), durante la gestacion y la alimentacion del juvenil con leche materna. En
la que, de forma natural ocurre un fraccionamiento isotopico diferencial en relacion
al que ocurre en el carbono proveniente de las plantas, el que se traslada al juvenil
durante el amamantamiento (Chinique de Armas et al., 2017; Dupras y Tocheri,

2007; Wright y Schwarcz, 1998; Witt y Ayliffe, 2001). Estos factores
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comportamentales y de fraccionamiento diferencial podrian explicar por qué los
juveniles presentan valores de 3*3C mas bajos que los de la poblacién adulta de O.
b. uruguayensis (Fig. 8).

Este efecto maternal, se puede observar en los mamiferos dependiendo del
estado ontogenético en que se encuentren. Los tejidos formados durante la
gestacion y primeros meses de vida, son un reflejo de la dieta materna y pueden
tener valores isotépicos de 6'3C diferentes con relacion a aquellos formados en la
adultez, como se observa en este caso (Bocherens y Drucker, 2013; Dupras y
Tocheri, 2007)

Al analizar los resultados de 3*3C por sexo y edad en la poblacién de O. b.
arerunguaensis, encontramos que las hembras y los juveniles presentan los valores
més enriquecidos (Fig.8). Esto puede ser debido, como dijimos previamente, al
cambio comportamental de las hembras prefiadas, que se movilizan poco y la
mayoria de la oferta alimenticia que tienen en los alrededores es de pradera natural
con un alto componente Cs,mientras que en los machos el 5*3C esta
relativamenteempobrecido. Con estos datos se puede inferir, que los machos
ademas de las pasturas Cs4 que tienen en su etorno, se movilizan para conseguir
alimento mas nutritivo (C3) cuando es necesario.

El juvenil de O. b. arerunguaensis (SG 48), presenta un 6'3C enriquecido en
relacion al de los machos y se encuentra entre los valores de ambas hembras (SG

1006 y SG 63). Con un solo valor isotépico de juvenil es aventurado decir que se
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estd observando el efecto maternal, pero en O. b. uruguayensis también se
observan valores de una hembra (SG 1082) y un juvenil (SG 59) muy similares (
Fig. 8).

Los datos isotépicos de juveniles que se analizaron en este trabajo son pocos
(N=3), de todos modos, se puede plantear la hipétesis del efecto maternal para los
juveniles. Consideramos estos datos preliminares, ya que se necesitaria un N mayor

de juveniles, para que estas inferencias tengan una mayor robustez.

6. Conclusiones generales

En base a los datos isotépicos, podemos inferir que los venados de campo
en Uruguay, pueden alimentarse y sobrevivir de las plantas y recursos disponibles
en el entorno en el que habitan, presentando una estrategia alimentaria mixta con
un grado importante de selectividad.

O. b. arerunguaensis, tiene una dieta isotopicamente mixta Csz -Ca, en
concordancia con la flora que se encuentra en el &rea en que viven y es la Unica
subespecie aqui estudiada con un porcentaje importante de pastos Cs en la dieta.

O. b. uruguayensis por el contrario tiene una dieta casi exclusivamente de
ramoneador-pastador Cs, similar a la de las poblaciones de O. b. celer y O. b.
leucogaster en la Argentina. Con la diferencia de que O. b. uruguayensis presenta

valores mas bajos que estos ultimos (Fig. 4), lo que se puede atribuir al consumo
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de plantaciones Cs de ryegrass, arroz y soja que se encuentran intercaladas con
pradera natural en el area que habitan.

Los juveniles de O. b. uruguayensis tienen los valores de &°C mas
empobrecidos del grupo, mientras que los juveniles en la poblacion de O. b.
arerunguaensis se encuentran entre los mas enriguecidos. Probablemente debido
al comportamiento materno y al fraccionamiento diferencial del carbono en la leche
materna.

Los datos isotépicos con los que se reconstruyeron los tipos de dieta de las
distintas subespecies, ratifican los resultados de la mayoria de los autores citados,
gue utilizaron métodos no isotépicos para deducir dieta en venados de campo. En
donde se ha descripto a O. bezoarticus como pastador ramoneador oportunista, que
se alimenta de una amplia variedad de fuentes dependiendo del ambiente y habitat
en el que viven. Estas estrategias implican la posibilidad de utilizar los recursos
disponibles y ademés pueden ser explicadas por la variacion fitogeografica en la
distribucion de los venados.

Los venados de campo de Uruguay son buenos predictores de estrategias
alimentarias y dieta, no asi de ambientes ya que, al ser selectivo, isotopicamente
puede diferir de la vegetacion que tiene en su entorno, como en el caso de la

poblacién de O. b. uruguayensis o los machos de O. b. arerunguaensis.
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Material suplementario

Inferencias dietarias en Ozotoceros bezoarticus
arerunguaensis y O. b. uruguayensis mediante isotopia

estable.

ANOVA

Tabla 1: Valores isotépicos de O. b. arerunguaensis de la CB., Salto y O. b.
uruguayensis de la CLM., Rocha

SILID External ID 813C Suess Eco/Depto Country
G-1304152 MNHN 693 -10,14 CB. Salto UY (N)
C-1500166 SG 1006 - H* -5,84 CB. Salto UY (N)
G-1304153 SG 1014 -5,32 CB. Salto UY (N)
C-1500160 SG 48 - J* -5,36 CB. Salto UY (N)
C-1500161 SG 63 - H* -4,84 CB. Salto UY (N)
C-1400202 ZVCM1309 -7,53 CB. Salto UY (N)
C-1400200 ZVCM1495 -8,13 CB. Salto UY (N)
C-1400199 ZVCM1497 -8,88 CB. Salto UY (N)
C-1400201 ZVCM1739 -7,39 CB. Salto UY (N)
G-1304148 SG 1070 -11,96 CLM. Rocha UY (SE)
C-1500162 SG 1082 - H* -13,13 CLM. Rocha UY (SE)
G-1304149 SG 1083 -12,74 CLM. Rocha UY (SE)
C-1500159 SG 1084 - H* -10,98 CLM. Rocha UY (SE)
G-1304147 SG 1087 -11,61 CLM. Rocha UY (SE)
C-1500163 SG 1089 - H* -11,72 CLM. Rocha UY (SE)
C-1500164 SG 13 -J* -13,99 CLM. Rocha UY (SE)
C-1500165 SG 59 - J* -13,20 CLM. Rocha UY (SE)
C-1400205 SG1061 -7,24 CLM. Rocha UY (SE)
C-1400203 SG1101 -11,08 CLM. Rocha UY (SE)
C-1400204 SG139 -12,97 CLM. Rocha UY (SE)
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Tabla 2: valores isotopicos de O. b. celer de la Provincia de Corrientes y O. b.
leucogaster de la Provincia de Buenos Aires.

SILID External ID 613C Suess Department Country
C-1400214 MACN 24523 -7,45 Corrientes AR (NE)
C-1400215 MACN 24749 -13,57 Corrientes AR (NE)
C-1400213 MACN 49183 -12,26 Buenos Aires AR (SE)
C-1400208 MLP 1341 -11,93 Buenos Aires AR (SE)
C-1400209 MLP 18,VIII,92,15 -6,94 Buenos Aires AR (SE)
C-1400207 MLP 18,VIII,92,2 -10,46 Buenos Aires AR (SE)
C-1400211 MLP 18,VIII,92,7 -11,47 Buenos Aires AR (SE)
C-1400206 MLP 18,VIII,92,9 -11,42 Buenos Aires AR (SE)
C-1400210 MLP19,VI,00,2 -9,35 Buenos Aires AR (SE)

O. b. arerunguaensis -10,14 -5,84 -532 -536 -484 -753 -813 -888 -7,39
O.b. uruguayensis -11,96 -13,13 -12,74 -10,98 -11,61 -11,72 -13,99 -13,20 -7,24 -11,08 -12,97
Anilisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
O. b. arerunguaensis 9 -63,43 -7,0477778 3,32581944
O.b. uruguayensis 11 130,605 -11,873182 3,27722636
Origen de las Sumade  Gradosde  Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 115,2584 1 115,258 34,939 1E-05 4,414
Dentro de los
grupos 59,37882 18 3,29882
Total 174,6372 19
HO ambos son iguales
H1 Son diferentes

F es mayor que valor critico para F, por lo tanto, acepto H1
O. b. arerunguaensis y O. b. uruguayensis son diferentes
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O. b. arerunguaensis -10,14 -5,84 532 536 -484 -753 -813 -888 -7,39
O.b. uruguayensis -11,96 -13,13 -12,74 -10,98 -11,61 -11,72 -13,99 -13,20 -7,24 -11,08 -12,97
0.b. celer -12,26 -11,93 -6,94 -10,46 -11,47 -11,42 -9,35
O.b. leucogaster -7,45 -13,57
Analisis de varianza de
un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
O. b. arerunguaensis 9 -63,43 -7,0477778 3,32581944
O.b. uruguayensis 11 -130,605 -11,873182 3,27722636
O.b. celer 7 -73,83 -10,547143  3,48532381
0.b. leucogaster 2 -21,02 -10,51 18,7272
ANALISIS DE
VARIANZA N-1 P valor
Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados Probabilidad para F
Entre grupos 119,6103431 3 39,87011437 10,06638431 0,000156856  2,99124091
Dentro de los
grupos 99,01796205 25 3,960718482
Total 218,6283052 28
HO TODOS SON IGUALES
H1 POR LO MENOS 2 SON DIFERENTES

F es mayor que

valor critico para F por lo tanto, acepto H1, por lo menos dos son diferentes
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O.b. uruguayensis -11,96 -13,13 -12,74 -10,98 -11,61 -11,72 -13,99 -13,20 -7,24 -11,08 -12,97
O.b. celer -12,26  -11,93 -6,94 -10,46 -11,47 -11,42 -9,35
Analisis de
varianza de un
factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
O.b. uruguayensis 11 130,605 -11,87318182 3,277226364
O.b. celer 7 -73,83 -10,54714286 3,48532381
ANALISIS DE VARIANZA
Grados Promedio de

Origen de las Suma de de los Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 7,521956006 1 7,521956006 2,241838037 0,153788039 4,493998478
Dentro de los grupos 53,68420649 16 3,355262906
Total 61,2061625 17
HO ambos son iguales
H1 son diferentes

F es menor que valor critico para F, por lo tanto, acepto Ho.
O.b. uruguayensis es igual a O.b. celer
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O.b. uruguayensis -11,96 -13,13 -12,74 -10,98 -11,61 -11,72 -13,99 -13,20 -7,24 -11,08 -12,97
O.b. leucogaster -7,45 -13,57
Anadlisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
O.b. uruguayensis 11 -130,605 11,87318182 3,277226364
O.b. leucogaster 2 -21,02 -10,51 18,7272
ANALISIS DE VARIANZA
Grados Valor
Origen de las Suma de de Promedio de los critico para
variaciones cuadrados  libertad cuadrados Probabilidad F

Entre grupos 3,144755594

Dentro de los grupos 51,49946364 11 4,681769421

1 3,144755594 0,671702365 0,429859053 4,844335675

Total 54,64421923 12
HO ambos son iguales
H1 son diferentes

F es menor que valor critico para F, por lo tanto, acepto HO. Son iguales

O.b. uruguayensis y 0.b. leucogaster son similares

Luego de haber comparado O.b. uruguayensis y O.b. arerunguaensis, el

analisis comprueba que son diferentes.

Luego se compara O.b.uruguayensis con O.b.celer y O.b. leucogastes, el analisis

indica que los tres son similares entre si

Por lo tanto, de acuerdo a los resultados de ANOVA O.b. gouazoubira, O.b. leucogaster
y O.b. celer son iguales y el que es diferente es O.b. ararerunguaensis
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CAPITULO 6

Inferencia dietariay ambientes asociados de cérvidos
fosiles de la Formacion Sopas (Pleistoceno tardio),

Uruguay.

1. Introduccién

El lugar de origen de la familia Cervidae habria sido Eurasia y desde alli a
través del Estrecho de Bering, habrian entrado a Norte América en el Plioceno
temprano (Merino y Vieira Rossi, 2001).

En el Plio-Pleistoceno emergié el istmo en América Central (ca. 2.5 Ma),
generando una conexion terrestre entre Norte Ameérica, Central y Sudamérica (SA)
(Chimento et al., 2019 y referencias incluidas), lo que facilito el ingreso de los linajes
a Sudameérica (SA) durante el “Gran Intercambio Bidtico Americano” (GABI) (Cione
et al., 2015; Merino y Vieira Rossi, 2001).

Desde su entrada en SA, los cérvidos radiaron rapidamente en el Neotropico
y tuvieron una amplia diversificacion, lo cual ha llevado a reconocer varios géneros
y especies, muchas de las cuales han sobrevivido hasta el presente (Chimento et

al., 2019).
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Los ciervos se adaptaron a un amplio rango de habitats y se pueden distinguir
entre los que habitan bosques con o sin dosel, (Mazama, Pudu), de aquellos que
prefieren los ambientes abiertos de pradera o sabana (Ozotoceros, Blastocerus) y
por ultimo los que son adaptables y pueden ocupar una gran diversidad de
ambientes (Ozotoceros bezoarticus, Odocoileus virginianus), incluidos distintos
tipos de cultivos (Merino y Vieira Rossi, 2001).

La sistematica tradicional de los taxones de ciervos fésiles se ha basado
mayormente en la morfologia de las cornamentas, estructuras que poseen una
forma y tamafio variable respecto al desarrollo ontogenético y otros aspectos
intraespecificos (Carette, 1922; Castellanos, 1924; Cabrera, 1943). En base a las
caracteristicas morfologicas de las astas, se han reconocido diversos
representantes extintos de esta familia, ya que los restos de astas son bastante
frecuentes en los depdsitos cuaternarios (Chimento et al., 2019)

En la Formacion Sopas, aproximadamente el 20 % de los hallazgos fosiles
corresponden a cérvidos, entre los que se encuentran distintas especies (Ubilla et
al., 2016). Aqui analizaremos especimenes asignados al género Morenelaphus
Carette, 1922, a las especies Morenelaphus brachyceros (Gervais y Ameghino,
1880) y Paraceros fragilis (Ameghino, 1888), extintos en el Pleistoceno tardio y
material referido a Ozotoceros bezoarticus (Linnaeus, 1758), especie que

actualmente vive en Uruguay (Cosse y Gonzélez, 2013).
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En relacion a otros ciervos como Antifer ultra (Ameghino, 1889) y Mazama sp.
Rafinesque, 1817, se han encontrado mayormente cornamentas y fragmentos de
cornamentas (Ubilla, 1996), por lo que no se han incluido en este estudio.

El género tMorenelaphus, tenia de tamafio medio con astas largas y se
reconocen dos especies: M. brachyceros y M. lujanensis (Ameghino, 1888). Se
diferencian entre si, de acuerdo a la clasificacion clasica, por detalles morfoldgicos
de las astas (Menegaz and Ortiz Jaureguizar, 1995). EI género Morenelaphus tiene
el registro fosil mas abundante y la distribucién geografica mas amplia entre los
ciervos extintos en Sudamérica. Durante el Pleistoceno medio y tardio se lo
encuentra esencialmente en: Argentina, Paraguay, Brasil y Uruguay (Merino y
Rossi, 2001, Valli, 2018; Rotti, et al., 2018). Si bien existe un amplio registro fosil,
hay poca informacion de su paleoecologia, en especial del tipo de dieta (Rotti et al
2018; Tomassini et al., 2020), aunque Menegaz y Ortiz Jaureguizar (1995), han
postulado que ocuparia ambientes de praderas o sabanas con pocos arboles o
arbustos.

De acuerdo a Castellanos (1924), el género tParaceros fue establecido por
Ameghino en 1889, solo con un asta de 40 cm. de largo, de la Unica especie que
tiene el género, Paraceros fragilis. Esta era muy delgada, casi cilindrica, con
pequeios surcos longitudinales poco marcados, curvada como una elipse, con tres
candiles laterales de un mismo lado y uno o dos candiles opuestos, que nacen mas
arriba y la garceta es basal terminada dicotdmicamente. Probablemente era un

ciervo de mediano tamafio cuando adulto. Segun algunos estudios, podria
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alcanzar el metro de altura y tener unos 50 kg de peso (Castellanos, 1924;
Chimento et al., 2019).

Existe poca informacion sobre Paraceros fragilis, ya que sus fésiles son
escasos y hay pocos registros. En Uruguay se han descripto para la Formacién
Sopas, donde se encontraron los restos fésiles de un grupo de cuatro individuos, de
diferentes edades ontogenéticas (Ubilla, 1996). En Argentina se han encontrado en
la Provincia de Buenos Aires (en el Piso/Edad Bonaerense), en la Provincia de
Santa Fe y en San Pedro (Argentina) se encontré un craneo casi completo
(Chimento et al, 2019).

El venado de campo u Ozotoceros bezoarticus, es un cérvido de tamafio
mediano, que pesa entre 20 y 40 kg., con una altura de 70-75 cm y que muestra
una amplia variacion en el tamafio corporal, tanto entre individuos como entre
poblaciones (Capitulo 5 y referencias incluidas). Actualmente se lo encuentra en
praderas o sabanas y evita de ser posible bosques con o sin dosel. El registro fosil
del venado de campo en general es escaso, en Uruguay han sido referidos pocos

especimenes para la Formacion Sopas (Ubilla et al., 2016).
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2. Objetivos

e Utilizar los isotopos estables de carbono y oxigeno como proxis, para
inferir estrategias alimenticias y ambientes asociados de los cérvidos
fésiles de la Formacion Sopas, utilizando la linea de base isotépica
generada con los datos de la flora del norte del pais y calibrada con
ejemplares modernos de O. bezoarticus y M.gouazoubira.

e Comparar las estrategias alimenticias, de las distintas especies de
ciervos entre si.

e Comparar los tipos de dieta, tomando en consideracién el lugar de

procedencia.

3. Marco geoldgico y paleontolégico

La Formaciéon Sopas, es una unidad sedimentaria del Pleistoceno tardio (que
se encuentra localizada en el norte de Uruguay, en los departamentos de
Tacuaremb6, Salto, Rio Negro, Paysandu y Artigas) (Fig. 1). Comprende
conglomerados, areniscas y limo depositados en contextos de agua dulce,

incluyendo sedimentos de llanuras fluviales y paleosuelos (Ubilla y Martinez, 2016
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y referencias incluidas), en los que se encuentran bioturbaciones, como ser rastros,

nidos y cuevas. (Ubilla et al., 2016; Verde et.al., 2007).

A: Arroyo Malo

B: Arroyo Sopas

C: Arroyo ltapebi
D: Rio Arapey Chico
E: Rio Cuareim

Figura 1. Mapa con las localidades de los sitios fosiliferos en el norte de Uruguay, donde fueron
colectados los especimenes de ciervos de los que se tomaron muestras para andlisis isotopicos.

Esta unidad, se caracteriza por tener una fauna diversa representada por
fésiles de cuerpo, compuesta mayormente por vertebrados, moluscos de agua dulce
y restos de maderas, los que estan relacionados con una variada gama de habitats

(Ubilla et al., 2004, 2016; Morosi and Ubilla, 2018).
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El grupo dominante entre los fosiles de cuerpo, son los vertebrados y entre
ellos, los mamiferos son los que se encuentran en mayor proporcion, con mas de

50 especies (Manzuetti et al., 2018; Ubilla et al., 2004, 2016).

Andlisis de AMS 14C y OSL (Luminiscencia Opticamente estimulada)
previamente realizados reportan edades entre 60 y 25 Ka, las que se encuentran en

el MIS-3y de ca. 12 ka., para algunos escasos afloramientos (Ubilla et al., 2016).

4. Estrategias de alimentacion

La estructura del tracto digestivo esta intimamente ligada al tipo de alimentos
gue consumen, como lo adquieren y es un claro indicador de las estrategias
alimenticias (Hofmann, 1973, 1989).

El aparato digestivo de los cérvidos (rumiantes), tiene adaptaciones que
incrementan la eficacia digestiva, en el procesamiento de plantas con alto contenido
de celulosa y lignina, lo que los provee de ventajas ecolbgicas si se los compara
con otros animales que tienen una dieta especializada, como son los hiper-

pastadores o hiper-ramoneadores (Hofmann, 1989).

Estas adaptaciones, pudieron haber evolucionado a partir de diferentes
estrategias de alimentacion y como resultado de la interaccion de varios factores,
tanto intrinsecos (morfologia dental, fisiologia del aparato digestivo, cambios

comportamentales, etc.), como extrinsecos. Entre estos ultimos, se encuentra la
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distribucion temporal y espacial de la vegetacion y las rutas fotosintéticas de las
plantas (lllius and Gordon, 1993). Estos cambios permitieron maximizar la eficiencia
de los recursos disponibles (Putman, 1988; Merino y Vieira Rossi, 2001), ya que la
mayoria de las especies de cérvidos, tienen habitos alimenticios mixtos (Solounias

and Semprebon, 2002; Rotti et al., 2018)

Existen diferentes tipos de clasificaciones de las dietas herbivoras, entre las

que encontramos:

a) La que se basa en el tipo de plantas consumidas (Hoffman, 1973):

- pastadores, cuya dieta contienen mas de un 75 % de gramineas Cs4 y menos
de un 25 % de ramoneado Cs (partes de arboles y arbustos).

- ramoneadores, presentan una dieta compuesta por mas de un 75 % de
dicotileddneas, frutos, ramas y brotes, flores de arboles y arbustos

- intermedios 0 mixtos, son los que seleccionan tanto pastos como partes de
arboles y arbustos.

b) la que se basa en separar a los mamiferos herbivoros tomando en
consideracion no solo las preferencias alimenticias, sino también la morfologia y
flora bacteriana del tracto digestivo (Hofmann,1973, 1989; Hofmann and
Stewart,1972), a los que se designan como:

- selectores-concentradores, son los que tienen un aparato digestivo
relativamente simple, con un rumen y omaso pequefio y un intestino corto. Se

comportan de manera oportunista respecto de las especies consumidas y por otro
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lado son especialistas en el consumo de las porciones mas nutritivas de las plantas,

como son los brotes, flores, frutos y pastos tiernos con alto contenido energético.

- los consumidores de forraje a granel (bulk feeders), tienen un estomago
grande para la fermentacion de los alimentos y se caracterizan por la poca

selectividad y alta eficiencia en la digestion de celulosa y fibras.

- los tipos intermedios, reunen a los rumiantes con tractos digestivos de
tamano intermedio y que consumen alimentos seleccionados de forma oportunista,

basado no tanto en el tipo de plantas, sino en su oferta y estado fenolégico.

5. Marco isotopico

En los dltimos afos, el uso de isOtopos estables se ha incrementado en
mamiferos sudamericanos pleistocénicos (MacFadden et al., 1999; Domingo et al.
2019; Dantas et al.,2013, entre otros), lo que ha contribuido a entender la
paleoecologia de algunas de las especies extintas, las preferencias alimenticias y
el ambiente asociado (Bernardes et al., 2013; de Melo Franca et al. 2014;
MacFadden et al., 1996; Pérez Crespo et al., 2018; Prado et al., 2011; Prado y
Alberdi, 2017, entre otros). En este periodo, los is6topos de carbono han
demostrado ser una herramienta Gtil en los estudios de dieta, ya que las diferentes

vias fotosintéticas imparten diferentes proporciones de *3C/*?C (3'3C), debido a un
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proceso llamado fraccionamiento que ocurre en los tejidos fotosintéticos de las
plantas (Bender, 1971).

En el estudio de los cérvidos fosiles, utilizaremos una clasificacion distinta a
las previamente descriptas, ésta se encuentra basada en las caracteristicas
isotépica de los productores (plantas) y de los consumidores (herbivoros).

Los pastos tropicales y los juncos que utilizan la ruta de Hatch-Slack (via
fotosintética C4), se encuentran relativamente enriquecidos en el isétopo de carbono
pesado (*3C) y tienen un rango de &'3C, que van desde -21.0 hasta —9.0 %o, con
una media de -14.0 %o (Ehleringer et al., 1986, 1991; Cerling et al., 1997; O Leary,
1988). Por otra parte, las plantas que emplean la via del ciclo de Calvin para la
fijacion del carbono (via fotosintética Cs), incluye a la mayoria de los arboles y
arbustos, asi como los pastos que crecen en regiones con inviernos templados,
estan relativamente disminuidas en 3C y tipicamente van desde -35.0 a —22.0 %,
con una media de — 28.0 %o (Ehleringer et al., 1986, 1991; Cerling et al., 1997;
Cerling and Harris, 1999; O’Leary, 1988).

Hay una tercera via fotosintética, llamada CAM (“crassulacean acid
metabolism”), que es una adaptacion a los ambientes aridos, pero no se ha
reportado que los cérvidos las utilicen como fuente de alimentacioén (Ehleringer et
al. 1991).

Como resultado, las diferencias isotopicas de las plantas, proporcionan un
sistema de marcadores naturales para rastrear las dietas herbivoras (Ambrose and

DeNiro, 1986; van der Merwe and Medina, 1989), donde la composicion isotépica
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de las plantas, se traslada a los consumidores (Ambrose and DeNiro, 1986; Cerling
et al., 1997; van der Merwe and Medina, 1991). Ademas, es posible identificar entre
los mamiferos herbivoros, a los pastadores Cs con diferentes sub-rutas
fotosintéticas (NAD o NADP) y distinguir aguellos cuya dieta Cz se deriva de pastos
Cs, bosques con o sin dosel (Bocherens and Drucker, 2013; Cerling and Harris,
1999).

Los valores de &'3C y 620, relativamente disminuidos indican que las plantas
crecieron a nivel del piso o en estratos inferiores de bosques o zonas forestadas,
donde tienen un menor recambio de COz2 y luz solar (Druker et al., 2008). Mientras
gue valores de 6C y &0 relativamente enriquecidos, indican que las plantas
crecieron en habitats abiertos, como son las praderas, sabanas o en los estratos
superiores del dosel. En los ambientes con estrés solar y evaporativo, las plantas
tienden a ser mas eficientes en el uso del agua y funcionar con menores niveles de
respiracion, pero al mismo tiempo seguir absorbiendo CO: para el crecimiento, lo
que lleva a un proceso de enriquecimiento de *3C (Van der Merwe and Medina,

1991; Bocherens and Drucker, 2013; Nelson, 2013).

5.1. El efecto Suess

En los ultimos trescientos afios aproximadamente, el cambio del uso de la
tierra, la industrializacién y la quema de combustibles fosiles, ha emitido CO:2
antropogénico, el que se encuentra fuertemente empobrecido en su composicion

13C/12C (6'3C). Al mezclarse con el CO2 atmosférico, produce un cambio
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mensurable de los valores atmosféricos de '3C, lo que ha dado a llamarse “efecto
Suess” (Francey et al., 1995; Friedli et al., 1986; Keeling et al., 1979; Kortzinger et
al., 2003).
El efecto Suess, ha disminuido el 6'3C de los valores atmosféricos de CO2
en aproximadamente -1.5 %o, de -6.5 %o en la era preindustrial a -8.0 %o al afio 2000
A.D. (Keeling et al., 2011). Esta disminuciéon en el d'3C afecta a casi todos los
organismos vivos, por lo que se corrige agregandole +1.5 %o en el eje x de la grafica,
para resultados isotOpicos pertenecientes a ejemplares fosiles o arqueoldgicos, de
esta forma se compensa el d'3C antropogénico en la atmosfera, a valores
preindustriales (Cerling and Harris, 1999; Friedli et al., 1986; Tiezen, 1999).
Por lo que, en los mamiferos los valores de 6'3C entre:
e -20.5y-13.0 %o, indican una alimentacion Cs, en ambiente boscoso con dosel
(Fenerac, 2008; Nelson, 2013; Van der Merwe and Medina, 1989).
e -13.0y +1.0 %o representan valores isotopicos de dieta mixta con diferentes
proporciones de C3y Csen la misma.
o >+1reflejan valores de dieta pastadoras Ca exclusivas (MacFaddeny Cerling,

1996; Cerling and Harris, 1999; Cerling et al., 2004).
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6. Materiales y métodos

6.1. Materiales

Abreviaciones: FC-DPV: Coleccion Paleontoldgica (Vertebrados Fosiles) de la
Facultad de Ciencias (Montevideo); MHD-P: Museo Histérico Departamental-
Paleontologia (Artigas); C: Coleccion Ghizzoni (Salto). IRMS: Isotope Ratio Mass
Spectrometry. IAEA: International Atomic Energy Agency.

Se seleccionaron 31 ejemplares para ser analizados: 1 Morenelaphus
brachyceros; 6 Morenelaphus sp.; 1 Ozotoceros cf. bezoarticus.; 2 Paraceros fragilis
y 21 Cervidae indet., que fueran adecuados para realizar estudios isotopicos (Tabla
1).

En la seleccion se evalué: que los ejemplares fueran adultos, que los dientes
se encontraran en buen estado de conservacion y sin alteraciones diagenéticas
(costras de carbonato o hierro).

El set de especimenes referidos a Cervidae indet., se debe a que se
muestrearon materiales en que no fue posible una clasificaciéon méas detallada, en
especial por no estar asociados a cornamentas. De todos modos, se considera
importante observar e interpretar la sefial isotopica que se obtiene del conjunto.

Con los cérvidos indet es donde tenemos una mayor dispersion de los datos,
con importantes variaciones en la composicion de la dieta, siendo posible que
algunos de esos ejemplares que no se pudieron determinar a nivel genérico o

especifico, pertenezcan a las especies identificadas para la unidad sedimentaria.
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N2 catalogo Localidad Taxon o1C  [880
MHD - P 342-45 B Artigas Piedra Pintada, R. Cuareim Paraceros fragilis -8,20 -3,24
MHD - P 342-60 A Artigas Piedra Pintada, R. Cuareim Paraceros fragilis -8,62 -2,01
MHD - P 138 A Artigas Piedra Pintada, R. Cuareim Ozotoceros cf. bezoarticus -9,21 -3,04
MHD - P 361 A Artigas Morenelaphus sp-. -6,47 -0,80
MHD - P 263 A Artigas Morenelaphus sp-. -9,23 -4,58
FC-DPV 2558 A Salto, Arroyo Sopas Morenelaphus sp-. -8,95 0,93

FC-DPV 2780 A Tbé, Arroyo Malo, Curtina Morenelaphus sp-. -7,69 0,30

FC-DPV 2914 A Tbé, Arroyo Malo, Lavié Il Morenelaphus sp-. -9,65 -0,61
FC-DPV 730 A Tbé, Arroyo Malo, Curtina, Lavié Morenelaphus sp-. -8,76 -1,01
MHD-P 139 A Artigas, Pintado. Rio Cuareim M. brachyceros -6,88 -2,77
FC-DPV 757 A Tbd, Arroyo Malo, Curtina, Lavié Cervidae -10,88 |-1,26
FC-DPV 756 A Tbd, Arroyo Malo, Curtina Cervidae -9,62 0,06

MHD - P 453 A Artigas Cervidae -7,52 -0,52
MHD - P 503 A Artigas Cervidae -8,55 -1,96
FC-DPV 2796 A Salto, Arapey Chico, P. Buey negro Cervidae -12,38 (-0,75
FC-DPV 1039 A Salto, Paso del Potrero Cervidae -8,20 -2,85
FC-DPV 850 A Tbé, Arroyo Malo Cervidae -7,08 -0,72
FC-DPV 2436 A Tbd, Arroyo Malo Cervidae -9,69 -0,91
FC-DPV 2435 A Tbd, Arroyo Malo Cervidae -10,31 (-2,06
FC-DPV 2440 B Tbd, Arroyo Malo Cervidae -11,22 -2,45
FC-DPV 2432 A Tbé, Arroyo Malo Cervidae -8,37 -2,49
FC-DPV 2431 A Tbd, Arroyo Malo Cervidae -9,82 -2,92
FC-DPV 2548 B Tbd, Arroyo Malo, Curtina Cervidae -4,01 1,07

C32-5A Salto Cervidae -7,92 1,10

C52-2A Salto Cervidae -10,20 |0,05

C24-78B Salto Cervidae -11,49 (-0,20
C50-68B Salto Cervidae -6,84 -1,00
C7-1B Salto Cervidae -7,280 (-2,94
FC-DPV 571 A Salto, Arroyo Itapebi Cervidae -9,83 -2,29
FC-DPV 550 B Tbd, Arroyo Malo, Curtina, Lavié Cervidae -10,74 |-3,90
FC-DPV 1154 A Tbd, Arroyo Malo, Lavié Il Cervidae -10,30 (-2,31

Tabla 1. Listado de cérvidos analizados. Se muestra niimero de catalogo, procedencia, taxon y
valores isotépicos. Thé: Tacuarembo

162




6.2. Métodos

Toda la metodologia utilizada para la toma de muestras, pretratamientos,
analisis isotépicos y cuantitativos, se encuentra desarrollada en detalle en el
capitulo 7 (Morosi y Ubilla, 2019) y Capitulo 9 (Morosi y Ubilla, 2018).

Como nuestro objetivo, es reconocer la dieta en su totalidad en especimenes
adultos, se dio preferencia en muestrear el tercer molar (M3 o m3), debido a que,
en los cérvidos, estan entre los ultimos en desarrollarse, mineralizar y erupcionar
(Hillson, 1986).

El método general para colectar muestras de esmalte dental a granel (bulk
samples) sigue a Koch et al. (1997) y Balasse (2003), con cambios menores (Morosi
y Ubilla, 2018, en Capitulo 9).

Se tomaron las muestras a granel, comenzando en la corona y se continuo a
lo largo de la superficie no oclusal paralela al eje de crecimiento con un torno manual
de baja velocidad y puntas de metal. Se pesaron 50 mg y se homogeneizaron en un
mortero de agata. Las muestras preparadas de esta forma, tienen una sefal
isotépica promedio de todo el periodo de crecimiento del diente y se evitan los
sesgos producidos, por diferencias estacionales que puedan influir en los resultados
isotépicos (ver Capitulo 9 por mas detalles).

El pretratamiento para remover contaminantes organicos y carbonatos

previamente absorbidos, asi como los andlisis isotdpicos se realizaron durante una
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pasantia en el Stable Isotope Laboratory (SIL) de la University of East Anglia (UEA)
en Inglaterra, siguiendo los protocolos previamente establecidos por el Laboratorio
(Ver capitulos 7y 9).

Se analizaron alicuotas de 0.7 mg del esmalte en un Isotope Ratio Mass
Spectrometer (IRMS) con un carrousel automatizado y en interfase con un
analizador elemental. Las proporciones isotépicas de carbono y oxigeno del COz2de
la hidroxiapatita se indican en notacién estandar (5), como &'3C y 6'80 y se calculan
en unidades de por mil (%), las que se relacionan con escalas internacionales
(Peterson y Fry, 1987). Los resultados se informan en relacion con el estandar

isotopico, usando la notacion &:

0'3C o 6*%0= (R muestra/R estandar — 1) x 1000

donde R muestra y R estandar son las proporciones 3C/12C y *0/®0O, de la
muestra y el estdndar respectivamente, relativo al carbonato estandar internacional
Vienna Pee Dee Belemnite (VPDB).

La correccion por Efecto Suess se realiz6 directamente en los datos
isotopicos de las plantas (Tabla 2 y 3), entre otras cosas, para que se pudieran
comparar con datos de ejemplares fésiles o arqueoldgicos. Brevemente, se
obtuvieron los promedios de &*3C y 680 de la flora autéctona a nivel de género o

especie (cuando fue posible), pertenecientes a la eco-region de la Cuesta Basaltica
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(CB) en el norte de Uruguay (Brazeiro et al., 2012) y se le sumo el fraccionamiento
isotépico de 14.1 + 0.5 %o, entre los valores de 6'3C de la dieta y los del esmalte
dental para mamiferos silvestres (>5 kg), propuesto por Cerling y Harris, (1999).

Con estos valores isotdpicos, se infirieron las estrategias alimenticias de
Mazama gouazoubira (ramoneador Cz en areas boscosas con dosel) y Ozotoceros
bezoarticus (dieta mixta Cs3-Cs4, en la que varia la proporcion de la misma
adaptandose a las condiciones del entorno). Estos resultados fueron validados por
otros medios no isotépicos (Capitulo 4 y 5).

Los andlisis cuantitativos fueron llevados a cabo con el programa Excel
(2019) y para correr los modelos mixtos bayesianos (Hair et al., 2010; Phillips, 2012)

se utilizaron, el programa R (Parnell et al., 2010), R Core Team, 2019 (http://www.R-

proyect.org/ y los paquetes SIAR y SIBER (Stable isotope analysis in R. Available
from: https://cran.r-project.org/), con los que se analizaron los datos en un modelo
de dos presas, plantas Cs y plantas C4 (Capitulo 7, para una explicacion mas

completa).

/. Resultados

7.1. Lineadeisotopicade basey correccion por efecto Suess.

En la linea isotdpica de base, que se generd con datos de la flora actual de
la CB en el norte de Uruguay, el promedio de *3C para las plantas Cz fue de -27.1

%o y para las plantas C4 de -13.4 %o (Tabla 2 y 3). Hay que tomar en consideracion,
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gue estos valores de &'°C de las plantas ya fueron corregidos por efecto Suess,
para que fueran comparables con los datos de ejemplares fosiles.
Encontramos que estos valores, luego de la correccion, son similares a los

obtenidos por otros autores en otras partes del mundo (vide supra).

Taxon Forma Fechade Correccion por Efecto Suess
de vida colecta 6'3C Media Correccién  5'3CSuess

ACANTHACEAE S 1982 -29,09 1,30 -27,79
ADOXACEAE s/t 2005 -26,20 1,88 -24,33
ANACARDIACEAE s/t 1998* -32,20 1,70 -30,50
ANNONACEAE s/t 1982 -29,59 1,30 -28,29
APOCYNACEAE t 1996* -31,70 1,65 -30,05
AQUIFOLIACEAE t 1997* -20,55 1,68 -18,88
ARECACEAE s/t 1982 -27,74 1,30 -26,44
ASTERACEAE s/t 1991* -30,00 1,53 -28,47
BERBERIDACEAE S 2008 -26,15 1,95 -24,20
BIGNONIACEAE t 1982 -31,00 1,30 -29,70
BLECHNACEAE s-fern 2006* -33,76 1,90 -31,86
BORAGINACEAE s/t 2003* -27,40 1,83 -25,58
CACTACEAE S 1991* -15,60 1,53 -14,08
CANNABACEAE s/t 1991* -26,80 1,53 -25,28
CARDIOPTERIDACEAE s/t 2011 -32,20 2,03 -30,18
CARICACEAE t 1994* -26,70 1,60 -25,10
CELASTRACEAE s/t 1998* -29,95 1,70 -28,25
COMBRETACEAE s/t 1997* -25,90 1,68 -24,23
CYATHEACEAE t-fern 2006* -32,94 1,90 -31,04
DICKSONIACEAE t-fern 1982 -29,71 1,30 -28,41
EBENACEAE t 1991* -25,60 1,53 -24,08
EPHEDRACEAE S 2007 -25,98 1,93 -24,06
ERICACEAE s/t 1966 -28,70 0,90 -27,80
ERYTHROXYLACEAE S 1984 -27,00 1,35 -25,65
ESCALLONIACEAE s/t 2009* -28,20 1,98 -26,23
EUPHORBIACEAE s/t 1982 -30,06 1,30 -28,76
FABACEAE s/t 1995* -30,05 1,63 -28,42
LAMIACEAE s/t 1982 -29,35 1,30 -28,05
LAURACEAE t 1982 -31,97 1,30 -30,67
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LOGANIACEAE t 2002* -28,70 1,80 -26,90
LORANTHACEAE S 1982 -30,30 1,30 -29,00
LYTHRACEAE S 1998* -20,00 1,70 -18,30
MALPIGHIACEAE S 1995* -30,00 1,63 -28,38
MALVACEAE S 1997* -28,10 1,68 -26,43
MELASTOMATACEAE s/t 1998* -30,30 1,70 -28,60
MELIACEAE t 1998* -30,15 1,70 -28,45
MORACEAE t 1995* -30,80 1,63 -29,18
MYRTACEAE s/t 1982 -29,10 1,30 -27,80
PHYLLANTHACEAE S 2010 -30,80 2,00 -28,80
POACEAE C3 S 1996 -30,70 1,65 -29,05
POLYGONACEAE s/t 1982 -29,77 1,30 -29,47
PRIMULACEAE t 1982 -30,93 1,30 -29,63
RHAMNACEAE s/t 1997* -27,40 1,68 -25,73
ROSACEAE s/t 1982 -28,69 1,30 -27,39
RUBIACEAE s/t 1998* -30,80 1,70 -29,10
RUTACEAE T 1995* -28,60 1,63 -26,98
SALICACEAE s/t 2003* -28,00 1,83 -26,18
SAPINDACEAE s/t 1996* -31,00 1,65 -29,35
SAPOTACEAE T 1995* -29,85 1,63 -28,23
SCROPHULARIACEAE S 1982 -30,32 1,30 -29,02
SIMAROUBACEAE s/t 1998* -31,16 1,70 -29,46
SOLANACEAE s/t 2008 -26,35 1,95 -24,40
THYMELAEACEAE S 2003* -26,85 1,83 -25,03
VERBENACEAE S 1982 -30,00 1,30 -28,70
ZYGOPHYLLACEAE s/t 1992 -25,80 1,55 -24,25

Promedio -27,09

Tabla 2. Plantas Cs de la eco-zona de la Cuesta Baséltica, en el norte de Uruguay, con correccion
por efecto Suess. Formas de vida: s = arbusto; t = &rbol; s/t = arbusto o arbol; s- fern = helecho
arbustivo; t- fern = helecho arbéreo (Haretche et al., 2012). * = edades calculadas en base ala fecha

de publicacién (ver capitulo 4 y 5)
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Ruta Fecha de Correccion por Efecto Suess

Género / Especie 813C &3¢
fotosintética Colecta . Correccion

Media Suess
Acmella sp. NADP 1973 -12,00 1,08 -10,92
Adesmia sp. NAD 1966 -22,00 0,90 -21,10
Andropogon ternatus NADP 1973 -13,00 1,08 -11,92
Apium leptophyllum NAD 1966 -22,00 0,90 -21,10
Aristida uruguayensis NADP 1973 -14,00 1,08 -12,92
Axonopus affinis NADP 1973 -11,00 1,08 -9,92
Chloris sp NAD 1973 -16,00 1,08 -14,92
Coelorachis selloana NADP 2003 -13,00 1,83 -11,17
Cynodon dactylon NADP 1994 -14,00 1,60 -12,40
Digitaria sp. NADP 1973 -12,00 1,08 -10,92
Eustachys sp NADP 1982 -12,00 1,30 -10,70
Leptocoryphium lanatus NADP 2003 -13,00 1,83 -11,17
Ludwigia peploides NADP 2010 -14,00 2,00 -12,00
Microchloa NADP 1994 -12,00 1,60 -10,40
Myriophyllum brasiliensis ~ NAD 1997 -23,00 1,68 -21,32
Papalum dilatatum NADP 2003 -13,00 1,08 -11,92
Paspalum notatum NADP 1973 -12,00 1,08 -10,92
Paspalum plicatulum NADP 1973 -13,00 1,08 -11,92
Phylla sp. NAD 1966 -23,00 0,90 -22,10
Schizachyrium spicatum NADP 1973 -14,00 1,08 -12,92
Setaria sp. NADP 1973 -13,00 1,08 -11,92
Tripogon sp NADP 1982 -12,00 1,30 -10,70

Promedio -13,42

Tabla 3. Plantas C4 de la eco-zona de la Cuesta Baséltica, en el norte de Uruguay, con correccion
por efecto Suess. Indicando el tipo de sub-ruta fotosintética NAD o NADP.

En el patrén isotépico generado (Fig. 2), se distinguen los diferentes gremios
(pastadores, dietas mixtas y ramoneadores), luego de tener en cuenta un
enriquecimiento del 6*3C de 14.1 = 0.5 %o propuesto por Cerling y Harris (1999),

entre los valores isotépicos de la dieta y los del esmalte dental para mamiferos



silvestres (>5 kg). En la Fig. 2, la linea vertical ligada al valor -13 %o del eje de las
X, representa el promedio de '3C de los consumidores de plantas Cs (Tabla 2) y la
linea vertical en +1.0 %o es el promedio de los que solo consumen pastos C4 (Tabla

3). Entre ambos valores, se encuentra las dietas mixtas.

Bosque Pradera
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Fig. 2.Linea de base o Patrén isotépico, obtenido con los datos isotépicos de la flora autéctona de
Uruguay, mostrando los diferentes gremios de mamiferos (pastadores C4, consumidores mixtos Cs-
Cs y ramoneadores Cs), luego de tener en cuenta el efecto Suess y el enriquecimiento de 53C de
14.1 £ 0.5 %0 entre los valores isotépicos de la dieta y los del esmalte dental para mamiferos silvestres
(>5 kg), propuesto por Cerling y Harris, (1999).

En el patron isotopico generado para Uruguay, los ramoneadores con efecto
dosel tienen un &*3C entre -18.0 y -13.0 %o y las dietas mixtas ya se aprecian en las
zonas forestadas sin dosel, puesto que puede coexistir en las mismas una oferta de
pastos Cz y de C4en menor cuantia. Esto posibilita un amplio rango para las dietas

isotépicamente mixtas, que van desde un &*3C de -13.0 a +1.0 %.. Los valores de

169



O'3C superiores a +1 %o corresponden a una dieta exclusiva Cs4y los mismos
dependeran de las rutas fotosintéticas NAD o NADP que tenga cada especie de
pastos en particular (Cerling y Harris, 1999).

Para ajustar los modelos de probabilidad a los datos y explicar la composicion
isotépica de la dieta como una mezcla asimilada, utilizamos un modelo mixto
bayesiano de dos presas, que transforma el 53C en porcentajes de Cz o Cs4 de una

dieta mixta. En este estudio elegimos utilizar como variable el porcentaje de Ca.

7.2. Resultados en ciervos fosiles

El set de especimenes asignado a Cervidae indet., presenta un amplio rango
dentro de las dietas mixtas con un 6'3C entre -12.38 y -4.01 %o, que va desde un 36

% a un 96 % de asimilacién de plantas Cs y un 620 entre -3.90 y + 1.10 %o (Tabla

4y5).

513C 6180
Taxon

Min Max Media Desvest |Min Max Media Desvest
Morenelaphus sp-. -965 -6,47 -8,23 1,23 -4,58 +0,93 -1,22 1,88
M. brachyceros - - -6,88 - - - -2,77 -
Ozotoceros cf. bezoarticus - - -9,21 - - - -3,04 -
Paraceros fragilis -8,62 -8,20 -8,41 0,30 -2,01 -3,24 -2,62 0,87
Cervidae indet -12,38 -4,01 -9,15 1,96 -3,90 +1,10 -1,39 1,37

Tabla 4. Promedios de 62C y 6*0 de los cérvidos analizados. Min =minimo; Max = maximo;
Desvest; desvio estandar.
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Si se analizan los resultados, para los especimenes asignados a
Morenelaphus sp., éstos son los que presentan un &'3C promedio relativamente
mas alto de -8.23 %o y varia entre-9.65 y -6.47 %o, indicando un consumo Cs del 66

% en la dieta (Tabla 4y 5).

Por otra parte, el ejemplar de M. brachyceros, presentd un §*3C = -6.88 %o
(56 % de Cz) y un 080 = -2.77 %o, , que si bien se encuentra dentro del rango de

Morenelaphus sp., es de los méas enriquecidos.

i Mixing model - C3 %
Taxon
Min Max Media

Morenelaphus sp-. 53 78 66
M. brachyceros - - 56
Ozotoceros cf. bezoarticus | - - 73
Paraceros fragilis 65 59 67
Cervidae indet. 96 36 88

Tabla 5. Porcentaje de plantas Cs asimiladas en la dieta por taxdn, utilizando métodos bayesianos
mixtos para dos presas.

El espécimen referido a Ozotoceros bezoarticus tiene un 6*3C de -9.21 %o,
con un 73 % de Cz en la dieta, algo mas alto que los ejemplares actuales del norte
de Uruguay y un &'80 = -3.04 %o, que se encuentra en el mismo rango que los

actuales (Cap. 5).
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En relacién a Paraceros fragilis, los dos especimenes provienen del Dpto. de
Artigas y ambos presentan valores similares con un '3C de -8.62 y -8.20 %o
respectivamente (Tabla 1), indicando una dieta mixta con un porcentaje de 67 % de

Cs (Tabla 5).

8. Discusion.

Como hemos mencionado, el 5*3C en la dieta determina la fraccion de
biomasa Cz 0 C4 asimilada (Cerling y Harris, 1999) y es utilizado en la reconstruccion
de dietas de animales actuales y fosiles. Entre los mamiferos terrestres, se puede
analizar el 3*3C en la fraccién organica (colageno) o la fraccién inorganica que se
encuentra en la hidroxiapatita de huesos o dientes (CO2). En este estudio se utilizd
el CO2 del esmalte dental, ya que tiene algunas ventajas en relacion a la fraccion
inorganica en hueso o dentina y al colageno.

Entre ellas se encuentran, que el CO2 del esmalte dental se mantiene como
un sistema relativamente cerrado por mas tiempo, es mas dificil que los cambios
diagenéticos lo afecten en la misma medida que sucede con los huesos y es un
registro realista de la dieta en fésiles (Thorp y van der Merwe 1987). El carbono en
el CO:2 de la hidroxiapatita, se considera una mejor aproximacion a la dieta en su
totalidad, porque se encuentra en equilibrio isotépico con el CO:2 de la sangre, el

gue deriva de la oxidacién de glucosa y grasas (Wang y Cerling 1994; Koch et al.
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1997; Feranec y MacFadden, 2006). A diferencia del carbono organico (que se
encuentra en el colageno) y que deriva mayormente de la fraccidén proteica de los
alimentos (Krueger and Sullivan, 1984; MacFadden y Shockey, 1997; Pate, 1994).

Cuando los datos de 82C y 6'®0 de los consumidores, son tomados en
conjunto, se puede inferir informacién ecoldgica sutil (Fig. 3), como es el tipo de
hébitat, alimentos predominantes en la dieta a nivel individual (sugiriendo que partes
de las plantas eran consumidas preferentemente) y el nicho ecologico (Crowley,
2014).

La linea de base isotdpica, construida con datos de flora del Uruguay y
validada por otros métodos (Cap. 4 y 5), nos permite tener un mayor grado de
certidumbre en el momento de realizar inferencias dietarias y ambientales en los
ejemplares fésiles, si bien nos consta que la flora no era exactamente la misma hace
50-25 ka, tomando en consideracion datos palinolégicos y de temperatura, se
plantea que existié un gradiente de pasturas Cz-C4 en Uruguay (Cap. 8).

En adicion a los materiales identificados a nivel de género y otros a nivel de
especie, hemos utilizado un set de fosiles, a los que no se pudo llegar a una
determinacion taxonémica, debido a su caracter fragmentario y en particular no
estar asociado directamente a cornamentas. Si bien los cérvidos son de los
hallazgos mas frecuentes en los afloramientos, cerca de un 20 % (Ubilla, 2016), el
material que se utilizé para el muestreo isotdpico suele corresponder a maxilas,

mandibulas y dientes aislados.
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Figura 3. Patron isotopico, mostrando el diagrama de dispersion de 63C y 680, con los ejemplares
de cérvidos fasiles de la Formacién Sopas. Todos los valores isotdpicos de los ejemplares analizados
se encuentran dentro de la categoria de dietas mixtas o consumidores intermedios, no se han
encontrado ejemplares que solo fueran ramoneadores con efecto dosel o pastadores C4.

Es muy probable que, entre los fésiles determinados a nivel de Cervidae,
algunos pertenezcan al género Morenelaphus sp. (o algunas de las especies de
dicho género), Ozotoceros bezoarticus o Paraceros fragilis, debido a que estos se
encuentran dentro del rango de valores obtenidos para el set Cervidae (Fig. 3) y

estan referidos para esta unidad sedimentaria.
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Figura 4. Patron isot6pico, mostrando el promedio de 5'3C y 80 de los Cervidae, Morenelaphus
sp., M. brachyceros, Paraceros fragilis y O. cf. bezoarticus (Tabla 4).
Entre el set de especimenes referidos a Cervidae hay un amplio rango de
o'3Cy 680 (Tabla 4 y Fig. 4), indicando dietas mixtas (vide supra), pero con amplias
variaciones en el contenido Cs a nivel individual (entre 36 y 96 %) y ambientes

asociados que va desde las praderas hasta zonas arboladas sin dosel (Fig. 5)
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Figura 5. Patron isotdpico con diagrama de dispersion de 6'3C y 8'80 de Cervidae, indicando las

diferentes localidades.

El promedio de los datos isotopicos de los especimenes referidos a

Morenelaphus sp. presentan una dieta mixta Cs-Cs, con una tendencia hacia las

plantas Cs (67 %). Esta podria explicarse con el consumo de partes de arboles y

arbustos, como ser hojas y brotes y el mayor consumo de pastos Cs en invierno. A

nivel individual, se observa un amplio rango de valores de &'80 (Fig. 6), los que van

de -4.58 %o (valores en los que se podria incluir la frugivoria), hasta de +1%.. Se

puede inferir que se alimentaban preferentemente en praderas abiertas de pastos

Cs-Ca, algunos de los cuales presentaban un importante estrés hidrico y solar.
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El espécimen identificado como M. brachyceros también tiene una dieta
mixta, pero al compararlo con Morenelaphus sp., hay un menor consumo de pastos
Cs, solo un 56 %, en areas abiertas con un estrés hidrico moderado (Fig. 6).

Los datos isotépicos de Morenelaphus concuerdan con los de otros autores, que lo
describen con una dieta mixta, con un alto porcentaje de pasturas que se alimentaba
en ambientes abiertos o con pocos arboles o arbustos, pero que tenia la facultad de
cambiar de pastador a ramoneador estacionalmente (Menegaz y Ortiz Jaureguizar
1995;Rotti et al., 2018; Solounias and Semprebon, 2002; Rivals and Solounias,

2007; Tomasini et al., 2020).
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Figura 6. Patrén isotdpico con diagrama de dispersion de 6'3C y 60 de: Morenelaphus sp.; M.
brachyceros; O. bezoarticus y Paraceros fragilis.

Los ejemplares de Paraceros fragilis fueron hallados en el mismo sitio,

asociados espacialmente y son parte de un grupo mayor de individuos. Los mismos
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tenian diferentes estadios ontogenéticos al momento de morir, por lo que
probablemente ésta fuera debido a algun evento catastréfico. Los datos aqui
presentados, si bien son preliminares teniendo en cuenta que solo estan basados
en dos especimenes, serian los primeros sobre dieta y ambientes asociados de
Paraceros fragilis, ya que hasta el momento no se tenia conocimiento sobre cuales
podian ser sus estrategias alimentarias. Estos ejemplares presentan valores
semejantes de 6'3C (Tabla 1), indicando una dieta mixta de 67 % de Cs, un
porcentaje similar al de Morenelaphus sp., pero que se encuentra influenciado por
un &80 mas empobrecido. Lo que seria indicativo de una dieta con leve preferencia
por el ramoneo, con plantas que tenian un estrés hidrico moderado y que se
alimentaba en areas con algun tipo de cobertura vegetal, a diferencia de
Morenelaphus sp. (Fig. 6) non La 1;38

El venado de campo, actualmente ocupa varias zonas en Sudamérica y se lo
considera un consumidor intermedio o0 mixto (vide supra). Est4 adaptado anatomica
y fisiologicamente para consumir una amplia variedad de plantas y gramineas.
Dependiendo de la oferta, selecciona las plantas por el estado fenoloégico en que se
encuentran mas que por el tipo de planta. Elige las partes que son mas nutritivas,
come ser: brotes de gramineas, hojas, flores y frutos de arboles y arbustos.
Isotépicamente se pueden inferir diferentes paleoambientes y tipos de dieta y todos

ellos pueden ser validos (Cap. 5)
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Los datos que se obtuvieron para el espécimen fosil atribuido a O.
bezoarticus (MHD-P138A), indican una dieta mixta con preferencias por plantas y
pasturas Cs, las que crecieron con un estrés hidrico y solar intermedio (Tabla 4;
Figs. 3y 6).

Si comparamos los valores de MHD-P138A con los de los ejemplares
actuales del norte del Pais (ecozona de la Cuesta Basaltica, la que a grandes rasgos
se superpone con la Formacion Sopas), hallamos que el *3C se encuentra bastante
empobrecido, indicando un componente mayor de C3 en la dieta. Los ejemplares
actuales tienen un rango de 41 a 70 %, con un promedio del 55 % (Cap. 5), mientras
que MHD-P138A tiene un porcentaje del 73 % (Tabla 5).

Si se analizan las posibles causas de pequefia diferencia, se ha referido que
alrededor de los 40 Ka, hubo un desmejoramiento climético (Behling, H., 2002). Este
desmejoramiento, debido a las corrientes polares horizontales que prevalecieron en
ese periodo (Ledru et al., 1966; Pedro et al., 2018), habria propiciado que el ecotono
Cs3-Cs, que actualmente estd mas al sur, hubiera migrado hacia lo que hoy es el
norte de Uruguay. Aumentando la oferta de pastos Cs, sin que las pasturas Ca
desaparecieran, viéndose reflejada en la dieta de MHD-P138A (Cap. 8 y referencias

incluidas)



8.1. Gradiente latitudinal C3-C4

Si se toma en cuenta la localidad de los sitios fosiliferos como variable
latitudinal (Fig. 1), el Dpto. de Tacuarembd es el que se encuentra mas al sur, el
Dpto. de Salto esta al noroeste de Tacuarembd, pero comparte una zona en la
misma latitud, mientras que el Dpto. de Artigas es el que esta mas al norte

(https://www.rau.edu.uy/uruguay/geografia/Uy.map.htm).

Considerando estas diferencias latitudinales, (si bien no son muy
pronunciadas), al comparar el promedio del 563C de los Cervidae indet. agrupados
por localidad (tabla 6), en el Dpto. de Artigas el promedio del 5*3C se encuentra mas
enriquecido que en los Dptos. de Salto y Tacuarembd. Esto estaria indicando que,
en los Cervidae indet. del Dpto. mas nortefio hay un mayor consumo de pastos Ca

(aprox. un 10 %).

613(: 6180
Departamento
Min Max Media Desvest Min Max Media Desvest
Artigas -8,55 -7,52  -8,03 0,72 -1,96 -0,52 -1,24 1,02
Salto -12,38 -6,84 -9,27 2,02 -2,94 1,10 -1,11 1,46
Tacuarembd -11,22 -4,01 -9,28 2,11 -3,90 1,07 -1,63 1,43

Tabla 6. Promedios de isétopos estables 8*3C y 6'80 de los Cervidae indet. agrupados por localidad.
Min = minimo; Max = méaximo; Desvest = Desvio estandar.
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Al hacer el mismo analisis, pero esta vez con Morenelaphus sp, encontramos

una situacion similar, en el Dpto. de Artigas el promedio del 6'°C se encuentra

relativamente enriquecido en relacién a los otros dos Dptos., en una proporcion

similar (10 %), lo que también indicaria una mayor oferta de pasturas C4 (Tabla 7).

61¢ 60
Departamento Especie
Min Max Media Desvest Min Max Media Desvest
Artigas Morenelaphus sp. -9,23 -6,47 -7,52 1,49 -4,58 -0,80 -2,72 1,89
Salto Morenelaphus sp. - - -8,95 - - - 0,93 -
Tacuarembo Morenelaphus sp. -9,65 -7,69 -8,70 0,98 -1,01 0,30 -0,44 0,67

Tabla 7. Promedios isotopicos de *C y 680 de Morenelaphus sp., agrupados por localidad. Min
= minimo; Max = maximo; Desvest = desvio estandar.

Ambos analisis concuerdan en que tanto los Cervidae indet. como

Morenelaphus sp., presentan un 6'3C mas enriquecido en el Dpto. de Artigas que

en los Dptos. de Salto y Tacuarembd. Este fendmeno estaria mas relacionado con

la oferta de C4, que seria mayor en el norte, que con preferencias dietarias.

Como ensayo preliminar, en base a estos datos isotopicos y a los estudios

palinoldgicos llevados a cabo en el sur y sureste de Brasil (capitulo 8), entre los 50

y 25 ka, en el norte de Uruguay habria existido un gradiente latitudinal norte-sur de

pasturas Cs-Cs, que incrementaba la proporcion de C4 a medida que se disminuye

la latitud (Ledru et al., 1966).
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9. Conclusiones

e Este es el primer estudio en el que se utilizan isotopos estables &3C
y 0%0, para inferir dietas en cérvidos fésiles pertenecientes a la
Formacion Sopas de Uruguay.

e Se infiere que los especimenes referidos a Morenelaphus sp. tenian
una dieta mixta, con leve tendencia hacia los pastos Cs (66 %) de
areas abiertas o praderas.

e M. brachyceros también muestra una dieta mixta, se alimentaba en
areas relativamente abiertas, con menor consumo de pastos Cz que
Morenelaphus sp (56 %).

o El espécimen referido a Ozotoceros bezoarticus tenia una dieta mixta
con preferencias por plantas y pasturas Csz. Presenta un &3C mas
empobrecido (mayor porcentaje de Cz en la dieta), que los ejemplares
actuales de la misma zona. Posiblemente debido a un
desmejoramiento climatico en el Pleistoceno tardio.

e Se proporcionan los primeros datos dietarios y ambientales de
Paraceros fragilis, los que indican una dieta mixta, con leve
preferencia por el ramoneo en areas relativamente arboladas.

e Los especimenes de Cervidae que no pudieron ser determinados,



tenian una dieta mixta Cs con un amplio rango en la composicion de
la misma (de 36 a 96 % de Cs3) y caracteristicas ambientales variadas,
desde praderas Cs- C4 a bosques sin dosel. No se descarta que alguno
o varios de estos ejemplares pertenezcan a las especies identificadas
para esta unidad sedimentaria.

Ninguno de los cérvidos estudiados, independientemente del nivel
taxonémico considerado, eran ramoneadores exclusivos Cz 0
pastadores exclusivos Ca.

Nuestros resultados concuerdan en general, con los obtenidos por
otros autores que utilizaron métodos no isotépicos (morfologia craneal

y dental, micro y mesowear e hipsodoncia, entre otros).

En base a los datos isotdpicos, los cérvidos indet. y Morenelaphus sp.,
del Dpto. de Artigas, presentaban un mayor porcentaje de pasturas Cs
(10 %) que aquellos colectados en afloramientos mas al sur, lo que

podria indicar la existencia de un ecotono Cz- Cs entre los 50-25 ka.
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CAPITULO 7

Feeding and environmental studies on Late Pleistocene
horses in mid-latitudes of South America (northern
Uruguay). Quaternary Science Review. https://doi.org/10.
1016/|.quascirev.2019.106025

Este capitulo, publicado en revista internacional como adelanto parcial de
avance de la tesis, conjuntamente con el capitulo 8 (ambos escritos en inglés),
presentan los primeros resultados de dieta y ambiente asociado de Equus neogeus
e Hippidion principale de la Formacion Sopas, durante el MIS-3 (50 y 30 ka).

Ademas de los datos isotopicos, se analizo el indice de hipsodoncia de
adultos y juveniles. Los resultados de ambos proxis, indican que E. neogeus era un
pastador mixto de areas abiertas (praderas), con una proporcién variable de C3-Cg,
mientras que H. principale tenia una dieta mixta, con preferencias por plantas y
pastos Csde areas boscosas sin dosel, lo que puede explicar la simpatria de ambos
taxa. Encontramos los datos isotépicos concordante con los resultados de otros
estudios independientes no isotopicos.

El 6'3C de los juveniles se encuentra empobrecido y el 580 enriquecido en
relacion a los adultos, lo que podria ser explicado por un efecto materno, debido al

fraccionamiento isotépico en la gestacion y lactancia.
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The first analyses of carbon and oxygen stable isotopes (6'C, 6'¥0) on horses of late Pleistocene beds,
between 50 and 30 kyr B.P,, at mid-latitudes of South America (northern Uruguay), are reported here.
Isotopic analyses on Equus neogeus and Hippidion principale were made on tooth enamel, considering the
Suess Effect. Isotopic values have been used as indicators of diets and environmental conditions,
alongside with Hypsodonty Index, to pinpoint specific feeding strategies as grazer or browser. E. neogeus
was a mixed-grazer that fed mostly on C3 grass in open wooded areas and grasslands with a variable
proportion of C4 grass in the diet. H. principale was a mixed feeder with preference for open canopy
wooded floor C3 grass and plants. These results could explain the co-occurrence of both taxa that evolved
a combination of feeding and habitat preferences that resulted in niche differentiation. The isotopic data
supports the diversity of habitats previously proposed by other authors and corroborate the environ-
mental context associated to the mammal assemblage in late Pleistocene at these latitudes of South
America. Juveniles show 63C depletion and 6'®0 enrichment related to adults. This shift could be
explained by maternal effect, owing to gestation and lactation (depleted 6'3C and enriched §'80). The
later because breast milk is significantly enriched in 6'30 in comparison to drinking water and also is not
fractionated in the same way as plant-derived carbon.
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1. Introduction

Horses were one of several mammal groups entering South
America (SA) during the Great American Biotic Interchange. There
is a consensus that in the Plio-Pleistocene the Central American
isthmus emerged (ca. 2.5 Ma), performing a terrestrial connection
among SA, Central and North America (Prado et al., 2011; Cione
et al., 2015). Two lineages of horses were living in the Pleistocene
of SA represented by the genus Hippidion and Equus, which are
anatomically different (see Prado and Alberdi, 2017 for updated and
compiled information).

Hippidion includes three species (H. principale, H. devillei, and H.
saldiasi) and is first recorded from Plio-Pleistocene beds of
Argentina and persisted into the late Pleistocene on the continent
(Cione et al., 2015; Prado and Alberdi, 2017). According to Prado and
Alberdi (2017), the equidiforms are represented by three species
(E. neogeus, E. andium, and E. insulatus). The earliest record of Equus

* Corresponding author.
E-mail addresses: elimor37@gmail.com (E. Morosi), martinubilla@gmail.com
(M. Ubilla).

https://doi.org/10.1016/j.quascirev.2019.106025
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is dated from the medium Pleistocene of Bolivia and widespread
through SA to latest Pleistocene (MacFadden, 2013). Morphological
studies suggest that the SA species of Equus represent a species
cline, being mostly recognized E. andium and E. neogeus (Machado
et al., 2018). Molecular studies corroborate the proposal, based on
paleontological and morphological analysis, about the identity of
Hippidion and Equus in SA (Der Sarkissian et al., 2015). These studies
support the Hippidion as a monophyletic basal clade to the Equus
lineage and splitting from Equus ca. 6 Ma or less, but before the
installation of the isthmus (Orlando et al., 2008; Der Sarkissian
et al., 2015). This opens the question about the presence of hippi-
diforms in Central or North America region before the interchange.

Within the past decades, combined geochemical and paleon-
tological studies have revealed that carbon and oxygen stable iso-
topes in mammal teeth preserve a record of ancient environments
and change on terrestrial ecosystems. Specifically, carbon isotopes
preserved the photosynthetic pathways record (Cs, C4 or CAM) of
plant foodstuffs ingested by mammalian herbivores (MacFadden
and Shockey, 1997). In SA, isotopic studies in fossil horses (mostly
from Argentinean Pampean Region, Bolivia, Chile, Peru, Ecuador,
Colombia, and more recently some results from Brazil), have
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significantly increased, focused on feeding strategies, environment
related, and ecological adaptations (MacFadden and Shockey, 1997;
Prado et al., 2011; Dantas et al., 2017; Prado and Alberdi, 2017;
Pérez-Crespo et al., 2018, among others).

To this moment here are no previous stable isotope studies in
fossil horses from Uruguay. Here we provide the first isotopic study
on Hippidion principale and Equus neogeus, from late Pleistocene
beds of northern Uruguay, in order to analyze their feeding stra-
tegies and infer associated environmental conditions at these lati-
tudes of South America. We will discuss carbon and oxygen isotopic
composition in conjunction with hypsodonty, to discriminate
among guilds (C3 browsers or grazers, mixed-feeders, or C4
grazers).

2. Geological and paleontological setting

The fossil horse material studied here belong to several outcrops
of the Sopas Formation (late Pleistocene), which is located in
northern Uruguay (Fig. 1). It has a patched distribution, with
brownish mudstones and siltstones, medium to coarse sand and
conglomerate basal beds (Fig. 2). Floodplains contexts and paleo-
sols including bioturbation were referred (Ubilla and Martinez,
2016 and references therein). Trace-fossils (coprolites, nests,
caves) and several body fossils (wood, freshwater mollusc shells,
and vertebrates with mammals as the dominant group) represent a
rich fossil content (Ubilla et al., 2004, 2016; Manzuetti et al., 2018).
Mammal fossils at the Sopas Formation belong to ca. 25 families in
9 orders, encompassing more than 50 species, including the typical
extinct mammals of the late Pleistocene of Pampean region of SA
(Cione et al., 2015; Ubilla et al., 2016), and the biostratigraphic in-
dicator Equus neogeus (see Cione et al, 2015 and references

A: Malo creek

B: Sopas creek

C: Ttapebi creek

D: Las Cafias creek

E: Arapey Chico River
F: Arapey Grande River
G: Cuareim River

therein). A late Pleistocene set of AMS radiocarbon and OSL (Opti-
cally Stimulated Luminescence) ages were reported for four of the
seven outcrops where teeth were collected (Ubilla et al., 2016;
Cabrera et al., 2018). Radiocarbon ages (mollusc shells) reported
from two outcrops corresponding to the chronostratigraphic in-
terval 48.9 to 36.1 cal kyr B.P. (Supplementary Table 1). The OSL
ages of three outcrops encompasses the interval 47.1 to 30.9 kyr B.P.
(Supplementary Table 2). Both suite of samples have ages within
the MIS-3.

The fauna (fresh water molluscs, some birds and many mam-
mals) is indicative of diverse habitats represented in the late
Pleistocene beds of northern Uruguay such as grasslands, open
savannahs, gallery forest and permanent streams. There are also
seasonal climate indicators like some migratory birds and trace
fossils (see Ubilla et al., 2016 and references therein). Since this unit
includes extant fauna inhabitant under tropical to temperate cli-
mates in SA, alongside taxa related to arid to semi-arid environ-
ments, it was characterized as a mixed-fauna.

3. Introduction to stable isotope analysis in palaeontology

The carbon isotopes preserved in tooth enamel are a faithful
record of the photosynthetic pathways (Cs, C4, and CAM) of plant
foodstuffs ingested by mammalian herbivores (MacFadden and
Shockey, 1997). This is based on the way that '2C and 3C are frac-
tionated in plant tissues, since different photosynthetic pathways
impart different '3C/'2C ratios or 6'C (Bender, 1971). Tropical grass
and sedge using Hatch-Slack metabolism (C4 photosynthetic
pathway) are relatively enriched in the heavy carbon isotope ('3C),
and range from —19 to —9%o, with a mean of —14%o (Ehleringer
et al,, 1986, 1991; Cerling et al., 1997). In contrast, plants that

ATLANTIC
OCEAN

Fig. 1. Map showing locations of the seven fossil sites in northern Uruguay, from which Equus neogeus and Hippidion principale samples were taken for carbon (4'3C) and oxygen

(6'®0) isotope analyses.
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Fig. 2. Panoramic view of selected outcrops of the Sopas Formation: A: Malo creek (Tacuarembd Dept.); B: Sopas Creek (Salto Dept.); C: Arapey Chico River (Salto Dept.); D: Cuareim

River (Artigas Dept.).

employ Calvin fixation cycle (C3 photosynthetic pathway),
including most trees and shrubs, as well as grass in regions with
cool growing seasons, are relatively depleted in >C, and typically
range from —35 to —22%o with an average of —28%o (Ehleringer
et al., 1986, 1991; Koch et al., 1997). A third photosynthetic
pathway, called CAM (crassulacean acid metabolism), will not be
taken into consideration since it is not an important part of extant
equids diet (Ehleringer et al., 1991). As a result, 613C in plants pro-
vide a natural marker system to track herbivore diets (Van der
Merwe and Medina, 1989), and can help to indicate subtle dietary
differences in the fraction of C3 or C4 biomass. 6'3C tooth enamel of
mammals reflects the §3C foodstuff during tooth formation (Van
der Merwe and Medina, 1991; Cerling et al., 1997). It is also
possible to distinguish mammals using plants with different C4
photosynthesis sub-pathways (NAD or NADP), and identify those in
which C3 diet is derived from closed or open canopy habitats
(Cerling and Harris, 1999; Bocherens and Drucker, 2013). Consid-
ering an assemblage of mammal species that have lived in the same
place and time, it can be inferred that the species inhabiting closed
environments (forest with or without canopy) present relatively
lower isotopic values of 4'3C and 680, while the opposite is ex-
pected in an open environment like pampas or grasslands
(Bocherens and Drucker, 2013).

To infer the kind of diet, §13C values were compared with those
used by MacFadden and Shockey (1997), that distinguish among
guilds, after taking into account a 6'3C enrichment of 14.1 + 0.5%o
(Cerling and Harris, 1999), between diet and tooth enamel for wild
mammals (>5kg). Considering that 6'3C average for C3 plant
is —28.0%0 and for C4 plants is —14.0%o, then relatively to plant
foodstuff, pure C3 feeders average should be about —14.0%o, and C4
feeders about 0.0%o.

3.1. The Suess Effect

Over the past two centuries, industrialization and other
anthropogenic activities such as burning fossil fuels and land use

change, have emitted anthropogenic CO,, which is strongly
depleted in its stable 3C/!2C isotope composition (6'C) relative to
CO; in the air (Friedli et al., 1986). The resulting dilution of the
atmospheric 3C/1?C ratio by anthropogenic CO, emissions is
known as the “13C Suess Effect” (Keeling et al., 2011), in analogy to
removal effects for the radioactive carbon isotope '“C in atmo-
spheric CO,. Nevertheless, the Suess Effect has decreased the 613C
values of atmospheric CO; by —1.5%o, from —6.5 to —8.0%o to the
year 2000 AD (Friedli et al., 1986; Keeling et al., 2011), and this 6'3C
atmospheric shift affects almost all living organisms.

Owing to the Suess Effect, this shift is corrected by
adding +1.5%, in this way anthropogenic 63C = —8.0%o for the
atmosphere is compensated to 63C = —6.5% pre-industrial value
(Friedli et al., 1986; Cerling and Harris, 1999). Therefore, §'3C
enamel values between —20.5 and —13.0%0 indicate mammals
would have fed in a closed canopy woodland environment, due to
photosynthetic use of Carbon dioxide 3C depleted from biomass
recycling and lower light intensities (Van der Merwe and Medina,
1989; Nelson, 2013). Less negative 63C, between —13.0
and + 1.0%o, are signals for isotopically mixed feeders, while 5'>C
values + 1.0%o0 and higher, would reflect a diet of pure grazing on C4
grasses or sedges (MacFadden and Shockey, 1997; Cerling and
Harris, 1999). Furthermore, Hattersley (1983) showed that the
isotopic composition of C4 grasses using NADP photosynthetic sub-
pathway was systematically enriched in 6'3C by about 1 + 2% (15)
compared to grasses using NAD or PCK sub-pathway.

4. Hypsodonty

Among the different proxies used to identify grazer/browser,
such as, cranial morphology, microwear, mesowear, etc., we find
that Hypsodonty Index is a method of easy application and that in
turn produce a great number of significant differences.

Tooth-crown height is a general indicator of mammalian her-
bivores diet and has been used to interpret ancient diets and
habitats (Damuth and Janis, 2011), these inferences are based on
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dental morphology of extant mammalian herbivores with known
diets (Janis, 1988; MacFadden and Shockey, 1997).

In general, it has long been considered that ungulates with high-
crowned teeth (hypsodont) are predominantly grazers, feeding
primarily upon abrasive grasses (Damuth and Janis, 2011; Jardine
et al., 2012), but regardless the proportion of grass in the diet,
soil particles (dust and grit) adhering to the food surface are an
important agents of abrasion (Jardine et al., 2012).

The standardized crown height for overall body mass has been
found to be useful when comparing degrees of hypsodonty among
species (Damuth and Janis, 2011). When referring to a particular
degree of hypsodonty, it is based on a standardized index, the
hypsodonty index (HI), which usually is expressed dimensionless
(Janis, 1988). MacFadden and Shockey (1997) defined low-crowned
or brachydont herbivores with a HI < 1 and high crowned or hyp-
sodont with a HI between 1 and 3.

Hypsodont condition will be discussed in conjunction with
isotopic results of E. neogeus and H. principale to evaluate, feeding
ecology, presumed foodstuff, and associated environments. Addi-
tional information about the aforementioned topics is included in
Supplemental online file.

5. Materials and methods
5.1. Materials

Abbreviations — FC-DPV: Coleccién Paleontolégica (Vertebrados
Fosiles) de la Facultad de Ciencias (Montevideo); MHD-P: Museo
Historico Departamental-Paleontologia (Artigas); C: Coleccién
Ghizzoni (Salto). IRMS: Isotope Ratio Mass Spectrometry. IAEA:
International Atomic Energy Agency.

Twenty-one enamel sample of E. neogeus and H. principale were
taken for stable isotope analyses (Table 1) and stored at FC-DPV,
MHD-P, and C collections in Uruguay. In four localities teeth of
both species were collected spatially associated in the same bed
(Table 1) which suggest sympatry. Eighteen teeth were suitable for
hypsodonty measurements. Fossil specimens were well preserved
and teeth do not present apparent diagenetic alterations such as
carbonate or iron crust or evidences of abrasion by transport effect.

Table 1
List of the number of specimens and results of isotope analyses (3'3C and 3'30) of the
specimens of E. neogeus and H. principale. * samples belong to juvenile specimens.

3'3C (%0) 3'80(%o0)

Catalogue Sample tooth Localities

Equus neogeus

C24-10 M1-2 Salto, Sopas Creek -4.6 -0.8
C43-14 M1-2 Salto, Arapey Grande River —6.5 -14
C45-13 m1-2 Salto, Arapey Grande River —8.9 -1.5
C 47-28 M1 Salto, Arapey Grande River —-7.4 -1.5
C52-1 M1-2 Salto, Arapey Chico River  —8.3 -0.2
C54-10 m1-2 Salto, Arapey Grande River —6.7 1.0
C61-3 M1-2 Salto, de las Canas Creek -79 -03
FC-DPV 468  Molariform* Tacuarembo, Malo Creek -8.6 -1.6
FC-DPV 614  Molariform*  Salto, Sopas Creek -7.7 -1.0
FC-DPV 1409 m1-2* Salto, Sopas Creek -11.7 -0.8
FC-DPV 2720 m1l Salto, Sopas Creek -94 -0.9
FC-DPV 2935 Incisor Salto, Itapebi Creek —6.6 -1.9
MHD-P 153 m1* Artigas, Cuareim River -10.1 1.9
MHD-P 327 M1-2 Salto, Arapey Grande River —5.2 1.9
FC-DPV 1626 M1-2 Tacuaremb6, Malo Creek -9.1 -13
Hippidion principale

C35-5 P3 Salto, Sopas Creek -9.2 -2.9
FC-DPV 2409 M1-2 Salto, Arapey Chico River  —12.2 -3.2
FC-DPV 2441 M2* Tacuarembo, Malo Creek -11.8 -24
MHD-P 80 pP3* Artigas, Cuareim River -113 -03
MHD-P 265 M1-2 Artigas, Cuareim River -12.1 -1.1
Cc22-3 M1-2 Salto, Sopas Creek -10.7 -0.9

5.2. Methods

5.2.1. Isotopic sampling, pre-treatment and IRMS

The general method for stable isotope tooth enamel sampling
follows Koch et al. (1997) and Balasse (2003), with minor changes.
A 0.5mm inverted cone carbide drill bit and a variable-speed
dremely rotary tool was used to mechanically clean the enamel
surface, remove cement and to take the samples. M1-2 were
selected wherever possible, m1-2 and P3 were also sampled when
M1-2 were not available, considering that they all have similar rate
of tooth mineralization. Bulk samples of 3.5 cm in height and 2 mm
wide were taken (covering a year of growing in equines), starting at
the crown and along the non-occlusal surface parallel to the growth
axis, except in FC-DPV 614 that only has 3.0 cm in height. This kind
of sampling avoid seasonal differences that could influence isotopic
result (Table 1, Supplementary online Tables 3 and 4). About 50 mg
of powder was collected and grounded into finer powder using an
agate mortar. The enamel samples prepared in this way provide an
average isotopic signal for the tooth growth period of approxi-
mately one year.

Powder samples were pre-treated to remove organic contami-
nants and adsorbed carbonates according to the procedure of Koch
et al. (1997) and Balasse, 2003 as follows: enamel powder was pre-
treated in 2.0% sodium hypochlorite (NaOCl) for 24 h to oxidize and
remove any possible organic contaminants. NaOCl was then dec-
anted and rinsed five times with distilled water. After that, it was
treated with 0.1 M acetic acid for another 24h to dissolve and
remove exogenous carbonate, rinsed five times with distilled water,
and dried in an oven at 50 °C overnight after Balasse, 2003. These
treatments sequentially used, remove organic matter and second-
ary adsorbed carbonates, without introducing significant isotopic
fractionation and the adverse results are countered (Crowley, 2014;
Pellegrini and Snoeck, 2016). The key to obtaining reliable results is
the concentration consistency in the used solutions to sample and
the time for each treatment step (Koch et al., 1997). The powder/
solution ratio was kept constant to 0.04 g/ml for both treatments.

Pre-treatments and isotopic analyses were performed during an
internship at SIL (Stable Isotope Laboratories (School of Environ-
mental Sciences), University of East Anglia (UEA), England, by one
of us (E.M.), following the protocols previously set.

The isotopic technique used was IRMS, which allows measuring
isotopic fractionation, related to a standard previously established
(VSMOW, VPDB). Carbon dioxide was obtained by reacting treated
enamel aliquots (0.7 mg) with 100% H3PO4 for 24 h at 50 °C, before
starting five measurement cycles of alternate sample and pattern of
produced CO2 isotopic composition. An Isotope Ratio Mass Spec-
trometer Europa SIRA hybrid (Series Il VG Isogas Limited), with an
on-line automated carousel and interfaced with an elemental
Analyzer was used. Tooth enamel analyses were calibrated with
International Standards (AIEA) Carrara Marble (CM, 63C=1.9 and
680 = —1.6, VPDB) and NBS-19 (6*C= 1.9 and 680 = —2.2, VPDB),
and ultimately with Vienna Pee Dee Belemnite (VPDB), with a 6'3C
value of 0.0%o (Vienna convention; Coplen, 1994). All samples were
run in duplicate and the reported results are the mean of them. The
analytical precision for repeated analyses was 0.2%.. Carbon and
oxygen isotopic ratios are reported in standard notation as 63C and
6180, relatively to VPDB and calculated in units of per mil (%o),
which relate to international scales (Peterson and Fry, 1987). Re-
sults are reported relative to the isotope standard, using the nota-
tion (0):

d= ([Rsample/Rstandard} - 1) x 1000

where R sample and R standards are the ratios (*C/'2C or 80/160)
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A: mean values and univariate statistics for 8'3C and 3'®0 values for late Pleistocene E. neogeus and H. principale analyzed in this study. SD: standard deviation (15). B: mean

values for C3 percentage.

A - Isotopes B - Mixing model

313C %o 380 %o C3%

min Max Mean SD (10) min Max Mean SD (10) min Max Mean
E. neogeus
Adult enamel -94 —4.6 -73 1.6 -2.9 1.9 —0.7 13 40 74 60
Juvenile enamel -11.7 -7.7 —-9.5 1.8 -1.6 1.9 —-0.4 1.6 62 91 75
H. principale
Adult enamel -12.2 -9.2 —-111 14 -3.2 -0.9 -20 1.2 73 94 86
Juvenile enamel -11.8 -11.3 —11.6 0.4 24 -0.3 —-14 1.5 88 92 90

of the sample and standard relative to the international carbonate 6. Results

standard Vienna Pee Dee Belemnite (VPDB).

5.2.2. Stable isotope mixing models (SIMMs)

SIMMs are tools to investigate the foraging ecology of extant and
extinct animals (Hopkins and Ferguson, 2012). Bayesian SIMMs
consists of a series of mathematical equations that allow fitting
probability models to isotopic data and explain the isotopic
composition of the observed consumer as a mixture of the assim-
ilated diet based on isotopic mass balance (Hair et al., 2010; Phillips,
2012). If the limits of interpretation are simplified and the mean
between 6">C tooth enamel result and diet (6'>C enamel — 6'3C diet)
is used, a value of 6'3C = —13.0%o corresponds to 100% C3 (browser
guild) and 6'3C = +1.0%0 correspond to 100% of C4 (grazer guild).
This simplification allows calculating the assimilated percentage of
C3 and C4 foodstuff using mixing model equations for two preys
(Phillips, 2012).

613Cpin=f1-6'3C; + 1, 613G, (1)

f1 +f2 =1 (2)

Equation (1) expresses consumer 6>C (subscript mix) as a
combination of the 6'3C of two preys (C3 and Cg4, subscripts 1 and 2),
weighted by their diet fractions (f; and fy, respectively). The diet
fractions are subject to the constraint that they sum = 1, equation
(2). In mathematical terms, this system of two equations and two
unknowns (f; and f;) has a unique solution (Phillips, 2012). One
way of solving is to algebraically rearrange the equations as in (3):

_ 5BCmis*ﬁBCZ

fi=
1 613C]—6]3C2

(3)

fo=1-1; (4)

With equation (4), f, value can be obtained and with f,, f; can be
acquired (Supplementary 2). Quantitative analyses are carried out
with Excel (2016), and Bayesian Mixing Model approach performed
in R (Parnell et al., 2010) with R Core Team, 2019. (http://cran.r-
project.org/.).

5.2.3. Hypsodonty index

Ten adults and two juvenile teeth belong to E. neogeus and six to
H. principale (four adults and two juvenile), previously sampled for
isotopic analyses, were in good condition to make hypsodonty
measurements (Supplementary Table 3). Height and length were
taken from slightly to moderately worn molariforms. HI defined as
H/L ratio was used, where H represents the height of the tooth
without the root and L is the anteroposterior length of the same
tooth measured on the occlusal surface, all dimensions are
expressed in millimetres (MacFadden and Shockey, 1997).

6.1. Isotopes and Bayesian SIMMSs

Twenty-one new isotopic results (6'3C and 6'80) from northern
Uruguay horses are reported here (Table 1, Fig. 3). The eleven
enamel samples of adults E. neogeus exhibit 6C values
between —9.4 and —4.6% (mean —7.3+16% (10)), 6'%0 is

from —1.9 to +1.9% (mean = —0.6 + 1.2%o). The four enamel
samples of juveniles show 63C between —11.7 and —7.7%o
(mean = —9.5 + 1.8%0), 680 is mean = —0.4 + 1.6%0 and range

from —1.6 to +1.9%o. (Table 2).

Four enamel samples of adult H. principale show a 6'3C mean
of —11.1 + 1.4%o and range from —12.2 to —9.2%o, 6'80 is from —3.2
to - 0.9%o (mean = - 2.0 + 1.2%o). In juvenile data, the 6!3C average
is —11.6 + 0.3%0, and yield a range from — 11.8 to — 11.3%o, 6150
results are from —2.4 to —0.3%o0 (mean —1.4 + 1.5%o) (Table 2).

When E. neogeus and H principale 6'C is transformed using
Bayesian mixing models, it is possible to know in which range of
the spectrum C3—C4 they fed (Table 2). Adult E. neogeus has a 60%
mean of C3 foodstuff, ranging from 40% to 74%, while adult
H. principale mean is 86%, ranging from 73% to 94%. Juvenile data
show lower 6'3C values, E. neogeus mean is 75%, ranging from 62%
to 90%, while H. principale has a 90% mean and presents a less
deviation, between 88% and 92% (Fig. 4).

6.2. Isotopes and hypsodonty

Adults of E. neogeus HI have similar values of M1-2 (2.39) and
m1-2 (2.36), while in H. principale the P3-4 HI (1.91) is lower than
M1-2 HI (2.14). (Table 3, Fig. 5). As expected, juveniles of both
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Fig. 3. Bivariate plot of 6'3C and 6'®0 of Equus neogeus and Hippidion principale from
northern Uruguay, indicating if horses were C3, mixed or C4 feeders.
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Table 3
Hypsodonty indices (HI) average of adults E. neogeus and H. principale by dental
category. HI is dimensionless.

Tooth N min X MAX

E. neogeus

M1-2 7 1.89 2.39 2.99

m1-2 3 2.03 2.36 2.75

H. principale

P3-4 1 191

M1-2 3 2.03 2.14 2.20
Table 4

Hypsodonty indices (HI) of E. neogeus and H. principale juveniles with isotopes re-
sults. HI is dimensionless.

Catalogue Deciduos teeth Height Length HI

Equus neogeus

FC-DPV 468 M1-2 3.78 3.50 1.08

FC-DPV 614 M1-2 3.01 2.73 1.1
Mean: 1.09

Hippidion principale

MHD - P 80 P3 3.98 4.12 0.96

FC-DPV 2441 M1-2 3.55 3.34 1.06
Mean: 1.01

species are less hypsodont than adult ones and have almost the
same HI between them, E. neogeus HI is 1.09 and H. principale
HI = 1.01 (Table 4; Fig. 5).

Owing to HI data set with isotopic results is small (N = 2) for
both species, additional juvenile teeth of the same species and
stratigraphic level have been measured and HI results do not differ
to the ones reported here (Supplementary online, Table 4).

The HI values show that E. neogeus teeth, in general, are more
hypsodont than those of H. principale, but both have slightly lower
HI than those reported by Prado and Alberdi (2017) . By the other
hand, HI of H. principale is roughly similar to those obtained by
MacFadden and Shockey (1997).

7. Discussion
7.1. Isotopes, adult and juvenile horses
The Sopas Formation was characterized by a mixed-fauna, with

taxa belonging to different guilds related to a wide range of habitats
in mid-latitudes of SA and most outcrops referred to MIS-3 (Ubilla
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Fig. 5. Bivariate plot of average Hypsodonty Index (HI) versus pooled 3'>C mean, for
the two taxa from northern Uruguay, showing how these two data sets can be used to
discriminate among Cs grazers, C4 grazers, mixed, and C; browsers. Adult E. neogeus
HI: M1-2 =2.39, m1-2 = 2.36 and 5"3C = —7.3%o. Juvenile HI = 1.09 and 3'3C = —9.6%o
H. principale HI: M1-2 = 2.14, P3-4 = 1.85 and 3'*C = —11.0%0 and juvenile HI = 1.01 and
3'3C = —11.6%. (Diagram based on MacFadden and Shockey, 1997).

et al.,, 2004, 2016; Morosi and Ubilla, 2018). This is the first isotopic
study to be conducted with fossil horses in northern Uruguay, so it
can be considered a pilot study. Although the number of
H. principale sampled, in relation to those of E. neogeus, is relatively
low, the results tend to confirm those obtained by other authors for
this species (MacFadden et al., 1999; Prado and Alberdi, 2017
among others).

Stable isotopes (6'3C and 6'80) are used to infer diets and un-
derstand mammalian assemblages and here are also used to
perform an independent assessment of hypotheses based on
morphological data.

E. neogeus is considered mostly as a grazer (Prado et al., 2011)
and H. principale as a browser (Bernardes et al., 2013; Prado and
Alberdi, 2017). Analyzing the isotopic data of adults of E. neogeus,
6'3C suggests a mixed diet with an important C; intake, between 40
and 74% (Table 2) and showing a great variation in the C4 assimi-
lation (depending on the individual), that could feed in open can-
opy wooded areas and C3/C4 grasslands but not assigned to Cy4
grazers. Due to previous morphological data and the HI in M1-2
between 1.89 and 2.99, the C3 component in the diet is assumed
to belong mostly to C3 grass, but other sources such as Cs part
plants or dust cannot be ignored.

Adults of H. principale show a more homogeneous §'3C, indi-
cating a more restricted diet, with mixed-feeding preferences in
open canopy woodlands with an almost full Cs diet, reaching 94% of
assimilation (Fig. 4). Regarding the morphological traits and HI in
M1-2 between 2.03 and 2.20, C3 plants would be it greatest intake,
but it also could have eaten C3 grass.

With reference to 6'80 lower values, in general, represent Cs
forest plants grown up in shaded areas and under less evaporative
stress, whereas a higher 6'%0 characterize more open habitats,
where light and evaporative stress are higher (Van der Merwe and
Medina, 1991; Bocherens and Drucker, 2013; Nelson, 2013).
Following these interpretations and applied to ungulates (Franca
et al., 2014; Morosi and Ubilla, 2018), sympatric mammals with
C3 plants in their diet, can be differentiated by 6'80 values in cat-
egories, having forest floor plants consumers a 680 more negative
than —1.3%0 (Nelson, 2013). Considering that E. neogeus and
H. principale have been sympatric and if the 6180 values would have
mostly depended on drinking water, the 6'%0 should have been
similar in both species, but a difference in 6'%0 have been found.
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The average 6'80 in H. principale is —2.0%o, indicating that mostly
fed on forest C3 floor grass and plants, while E. neogeus has higher
613C and a 6'0=—0.6%, suggesting that the C3 component
(mean=60%), was mostly attributable to C; grassland grass
(Table 2, Fig. 3).

The assumption of sympatry of both horses could be supported
since they show different feeding strategies and can be discrimi-
nate in different guilds. The environments inferred with regard to
E. neogeus and H. principale, which include open canopy woodlands
to semi-open grasslands, tend to support the diverse habitats of the
mammal assemblage developed at mid-latitudes of SA represented
in the beds of the Sopas Formation of northern Uruguay. It is very
likely that the short-term climatic oscillations during late Pleisto-
cene could have change the vegetation, but not more than the C3/Cy
proportion of available grass, increasing one or another, but not
replaced them, as it was proposed for southern Brazil “campos”
(Ledru et al., 1996; Behling et al., 2004; Franca et al., 2015).

7.2. Maternal effect

When isotopic data belonging to juveniles are analyzed and
related to adults mean values, both species show a shift toward
more depleted 6'3€ and more enriched 6'80 (Table 2, Fig. 6A).

Three possible explanations could be invoked in order to explain
this variation. First, juveniles could have remained in more pro-
tected wooded areas and eat foodstuff grown up under the canopy,
with an already 6'3C depleted. Second, juveniles during and after
weaning could have eaten selectively more C3 grass than adults,
due to in general C3 grass are more tender than C4, and mammal
herbivores prefer them when are available (Anderson, 2006). The
third and most parsimonious explanation could be “maternal ef-
fect”, which represents gestation and the feeding on maternal milk
(Chinique de Armas et al., 2017; Dupras and Tocheri, 2007; Wright
and Schwarcz, 1998; Witt and Ayliffe, 2001). In mammals,
depending on the ontogenetic stages, tissues formed during
gestation or the suckling time of life, such as deciduous teeth and
first molars, can have different isotopic signatures relative to the
teeth formed after weaning (Bocherens and Drucker, 2013; Dupras
and Tocheri, 2007; Lopez et al., 2013).

Maternal milk also exhibits different isotopic composition from
the average adult diet, with more positive 6'%0 values (Wright and
Schwarcz, 1998; Bocherens and Drucker, 2013) and it has been
suggested that part of the 6'3C depletion in juveniles occurs since
milk is not fractionated in the same way as plant-derived carbon
during assimilation into skeletal tissue (Witt and Ayliffe, 2001). The
maternal effect can be applied to both species, but not completely
discarding that juvenile remained in forested areas or had a se-
lective feeding. If the maternal effect is taken into account, isotopic
juvenile data show values more similar to adults of the same spe-
cies (Fig. 6 B and C).

These results have implications in palaeoecologic studies, where
fossil skeletal tissues are used as a dietary or environmental proxy,
particularly if the relative ontogenetic age of sampled specimens is
unknown.

7.3. Isotopes and hypsodonty

Hypsodonty Index has demonstrated to be a good tool to
separate isotopic results in different guilds (browser, mixed-
browser, mixed-grazer or grazer) since this variable produced a
great number of significant differences. Traditional correlations of
HI and paleodiet inferred that E. neogeus with high-crowned teeth
was a specialized grazer (Prado et al., 2011), while H. principale, less
hypsodont, were more browsing adapted (MacFadden and Shockey,
1997).
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Fig. 6. Maternal effect. A: 3'3C and 5'30 of adults and juveniles, B: maternal effect is
taken into account, isotopic values shift toward less depleted 5'>C and lower §'80. C: E.
neogeus and H. principale showing smaller overlap areas after taking into account
maternal effect.

A bivariate plot of pooled HI versus pooled 6'3C, distinguish
these two horses with a high content of C3 foodstuff in the diet in
different guilds, indicating niche separation based on their feeding
preferences (Fig. 5). The 6'>C less depleted and relatively hypsodont
adult E. neogeus, with an HI between 1.89 and 2.99 in M1-2, suggest
a mixed-grazer diet. Adult H. principale, with an HI between 2.03
and 2.20 in M1-2 and more depleted §'3C, suggest a mixed-browser
diet (Table 3) and its skull and dental morphology allowed it to
consume leaves, branches, roots and other parts of Cs plants
(MacFadden and Shockey, 1997).

Regarding HI, it is also being considered the level to the ground
where horses fed, and if it was in a forest, wet area or in a dry
environment with dust and grit (Jardine et al., 2012). E. neogeus
would have fed in a drier environment with grasses near the
ground, which contain more dust and grit than H. principale, which
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would have fed in forest protected and wetter areas.

Deciduous teeth are morphologically different compared with
adult dentition, they are elongated and have a characteristic
“square shape” in lateral view (Supplementary, Fig. 1), some of
them are very fragile and in general, when they are found isolated
the roots are missing. Juveniles, as expected, are less hypsodont and
do not reflect the differences show in adults. HI of E. neogeus and
H. principale juveniles plot together, sharing ontogenetic charac-
teristics and have more in common between them than with the
adults of its own species. Based only in HI and 6"3C it is difficult to
differentiate the species, therefore, dentition morphology and
other proxies shared with adult forms should be used.

MacFadden et al. (1999) and Prado and Alberdi (2017) have
found that in the late Pleistocene (sensu lato) E. neogeus has a wide
range of 6'3C, indicating that at high latitude foraged on C3 grass-
lands and wooded areas and in low latitudes fed on C4 prairies.
H. principale shows lower §'3C, indicative of a more restricted diet
on woodlands or wooded C3 open areas, independent of latitude.
Our data support in some extent these finding and provided new
information. The combination of stable isotopes and HI results,
show that in the northern Uruguay, E. neogeus had a mixed-grazer
feeding strategy with predominance of C; plants from open
woodland and C3—Cy4 grasslands. Conversely, H. principale, that also
has a high content of Cs3 in the diet, was a mixed-feeder that ate
mostly from open forest floor grass and could browse on plants.

8. Conclusions

E. neogeus and H. principale from late Pleistocene at mid-
latitudes of SA (northern Uruguay), were mixing feeders with
high consumption of C3 plants.

E. neogeus was a mixed-grazer with a great amount of C3 grasses
from open canopy woodland to C3 and C4 prairies, while
H. principale shows preferences for a mixed diet, with foodstuff
grown up (grass and part of plants like leaves and twigs) in envi-
ronments of open canopy woodland. The obtained isotopic and HI
data could explain this co-occurrence, due to a combination of
feeding strategies and habitat preferences that resulted in niche
differentiation.

The isotopic shift seen in juveniles could be explained by
maternal effect and/or the search for shelter and selected feeding
on C3 grasses. When the maternal effect is taking into account,
juveniles isotopic results are similar to those of adults. Data about
juvenile fossil horses are significant, due to there are few studies in
SA and the information is extremely scarce. In view of its implica-
tion should be more studied.

The distinct carbon isotopic values from both species suggest (in
northern Uruguay, between 50 and 30 kyr B.P.) an open C3—C4
grassland environment with patches of open canopy forests. This
data supports the diversity of habitats previously proposed -a
grassland environment spotted with dense woodlands near rivers
and creeks- and corroborate the environmental context associated
to the mammal assemblage in late Pleistocene at these latitudes of
South America.
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SUPPLEMENTARY CAPITULO 7.

Feeding and environmental studies on Late Pleistocene

horses in mid-latitudes of South America (northern

Elizabeth Morosi and Martin Ubilla

Uruguay).

Facultad de Ciencias, Dpto. Paleontologia, ICG, Universidad de la Republica, Igua 4225
Montevideo, 11400, Uruguay.

Supplementary 1

14C age (14C ka BP) Calibr. age (cal ka BP)

ID lab. Sample Locality

AA108858 Cyanocyclas limosa* Itapebi River
AA104911 Cyanocyclas sp.**  Malo Creek
AA104913 Pomacea sp.** Malo Creek
AA104914 Pomacea sp.** Malo Creek
AA101329 Pomacea sp.** Malo Creek
AA104915 Pomacea sp.** Malo Creek

41,900 * 1,500
39,900 + 1,100
38,300 £ 940
37,070 £ 810
35,530 £ 680
33,560 + 700

48.9-43.1
45.4-42.0
43.9 -40.9
42.7 -39.9
41.4 - 38.7
39.4-36.1

Table 1. Bivalve shell AMS Radiocarbon (14C ka BP) and calibrated ages (cal ka
BP) for Itapebi River and Malo Creek. * from Cabrera et al. (2018); ** from Ubilla et

al. (2016).
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25
26

27
28
29

30
31
32

33
34
35

36

37

38

39
40
41
42
43
44
45
46
a7

ID lab. Locality OSL age (ka) OSL range

LVD-647 Sopas Creek 43.5+3.6 47.1-40.0
LVD-2661 Arapey Chico River 36.9+6.5 43.4-30.4
UIC-3332 Malo Creek 34422 36.6 — 32.2
UlC-3451 Malo Creek 33.0+1.9 349-31.1
UIC-3458 Malo Creek 32.85+2.0 34.8-30.9

Table 2. OSL ages (ka) for Sopas Creek, Arapey Chico River and Malo Creek

localities. From Ubilla et al., 2016.

Supplementary 2.- SIMMs Bayesian Mixing Models.

Mathematical development. Percentage of Cs foodstuff in the diet.

E. neogeusCsz = 60 %.

13

0 Chmix (prom) = - 7.33%o (1)
13
Cs=0 C1=-13.00%0 (2)
13
Ca=8 C=+ 1.00%0 (3)
-7.33 — (+1.00) (4)
f = = 0.60 —»C3=60%

-13.00 - (+1.00)

,=1-0.60=040 —> C4=40% (5)

207



H. principale Cs = 86 %.

13
0 Cmix (prom) =-11.10% (1)

13
C3=06 C1=-13.00%o (2)

13
Ca=3 C_=+1.00% 3)

53
54
55
56
57
58
59
60

61

-11.10 — (+1.00)

0.86 —» C3=86%
-13.00 - (+1.00)

f2=1-0.86=018 — > C4=14%



62

63
64
65

66
67

68
69

Supplementary 3. Hypsodonty

Figure 1. FC-DPV 468 molariforms belonging to juvenile Equus neogeus.
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70

71
Taxon Localities Tooth Height (mm) Length (mm) HI
Equus neogeus (Adult)
C24-10 Salto, Sopas Creek M1-2 67.8 26.7 2.54
C43-14 Salto, Arapey Grande River M1-2 54.4 24.5 2.22
C47-28 Salto, Arapey Grande River M1 65.5 23.2 2.82
Cc5h2-1 Salto, Arapey Chico River M1-2 47.9 25.3 1.89
MHD - P 327 Salto, Arapey Grande River M1-2 74.8 25.0 2.99
Cc61-3 Salto, De las Cafias Creek M1-2 65.8 28.0 2.35
FC-DPV 1626 Tacuarembd, Malo Creek M1-2 52.9 27.1 1.95
C45-13 Salto, Arapey Grande River m1-2 48.9 24.1 2.03
C54-10 Salto, Arapey Grande River m1-2 70.4 25.6 2.75
FC-DPV 2720 Salto, Sopas Creek ml 65.4 28.3 2.31
Hippidion principale (Adult)
C 35-5 Salto, Sopas Creek P3 58.2 30.5 1.91
c22-3 Salto, Sopas Creek M1-2 54.2 24.6 2.20
FC-DPV 2409 Salto, Arapey Chico River M1-2 80.3 39.5 2.03
MHD - P 265  Artigas, Cuareim River M1-2 66.0 30.1 2.19
Equus neogeus (juvenile)
FC-DPV 468 Tacuarembd, Malo Creek Molariform 37.8 35.0 1.08
FC-DPV 614 Salto, Sopas Creek Molariform 30.1 27.3 1.10
Hippidion principale (juvenile)
FC-DPV 2441 Tacuarembd, Malo Creek M2 35.5 334 1.06
MHD - P 80 Artigas, Cuareim River P3 39.8 41.2 0.96
72

73  Table 3. Hypsodonty Index of E. neogeus and H. principale, adults and juveniles from Sopas
74 Formation, northern Uruguay.

75
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77
78
79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

Catalogue Deciduos teeth Height (mm) Length (mm) HI

Equus

neogeus

FC-DPV 468 Molariform 37.8 35.0 1.08

FC-DPV 614 Molariform 30.1 27.3 1.10

c73-2* P3 34.0 31.2 1.09

C 48 - 2* M1-2 34.0 32.2 1.06

FC-DPV 743* Molariform 34.8 30.9 1.13
Mean: 1.09

Hippidion principale

MHD - P 80 P3 39.8 41.2 0.96

FC-DPV 2441 M1-2 35.5 334 1.06

C62-6* M1 44.5 50.4 0.88
Mean: 0.97

Supplementary 4. Additional References

Table 4. Juvenile HI mean of E. neogeus and H. principale. * Specimens without isotopic analyses.

Alberdi, MT., 1974. El género Hipparion en Espafia. Nuevas formas de Castilla 'y

Andalucia, revision e historia evolutiva. Trabajos Nedégeno Cuaternario, 1:

1-146.

principale (Mammalia, Perissodactyla) del Pleistoceno de Mar del Sur,

Argentina. Revista Espafiola de Paleontologia, 21, 105-113.

Corrientes (Argentina). Ameghiniana. 11:295-311.

Alvarez, B.B., 1974. Los mamiferos fosiles del Cuaternario de Arroyo Toropi,

Alvarez—Romero, J., Medellin, R.A., 2005. Equus burchellii. Vertebrados
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Alberdi, MT., Prado, J.L., Favier-Dubois, C.M., 2006. Nuevo registro de Hippidion
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CAPITULO 8

Carbon stable isotopes in fossil horses reflect climatic
and environmental changes during MIS-3 in northern

Uruguay.

1. Introduction

The most prominent paleoclimatic events in the Quaternary, are related to
the alternation between glacial and interglacial periods, that in terrestrial
environments of South America caused geographic vegetation shifts with impacts
on the mammalian fauna (Prado et al., 2011; Domingo et al., 2012; Werneck, 2012;
Prado and Alberdi, 2017).

The modern South American mammalian communities, were determined by
the closure of the Panama isthmus (ca. 2.7 Ma) and later on, by the aforementioned
climatic and environmental fluctuations. Horses were conspicuous representatives
of the Neotropical Pleistocene mammalian assemblages, forming part of the Nearctic
arrival from Central and North American areas (Cione et al., 2015). They have been

described as mixed feeders (C3-C4), that lived in grasslands, prairies or savannas.
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Although there were some populations, that exclusively fed on either Cz or C4
plants, interpreted like inhabiting forest or grassland zones respectively (MacFadden
et al., 1996; Prado and Alberdi, 2017; Perez Crespo et al., 2018).

Equus neogeus was generalist in its diet and habitat, showing a large dietary
plasticity, which is supported by several studies (MacFadden et al., 1996; Prado and
Alberdi, 2017; Morosi and Ubilla, 2019 in chapter 7). These differences between food
habits, were probably due to the presence of altitudinal and latitudinal gradients, that
regulate the flora distribution (Prado and Alberdi, 2017).

The Argentinian population of Equus neogeus, found below parallel 35°S had
a diet mostly of Cs grass/plants, which indicated the presence of grassland near
forested areas (Domingo et al., 2012). Whereas, E. neogeus located above parallel
32°S, were mostly specialized in feeding on C4 plants (Prado et al., 2011; Panzani
et al., 2019), indicating the presence of the gradient proposed by MacFadden et al.
(1996, 1999), but see Morosi and Ubilla (2019), in chapter 7.

Hippidion principale was less flexible in its diet, and fed mostly on Cs plants,
interpreted as an inhabitant of forested zones, although some individuals were Cs-
Ca mixed feeders, but with important intake of Cs (Prado et al., 2011). According to
Domingo et al. (2012), this could be explained since Cs grasslands, with nearby
forests are abundant below parallel 35°S.

The plasticity in diet and habitat of E. neogeus, may explain their coexistence
with other herbivorous and the presence of a resource partitioning, support the
avoidance of competence for the same resources (Prado and Alberdi, 2017). Except
in some cases of Argentine (Prado and Alberdi, 2017 and references therein), the

mayor limitation of the previous works, is the lack of a more precise temporal
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framework, with accurate absolute ages of the fossil sites, that help to elucidate short
term Quaternary climatic variability.

The feeding adaptation trends abovementioned, are invoked to explain the
presence of E. neogeus and H. principale, in the late Pleistocene Sopas Formation
of northern Uruguay and other South American localities, where the first fed on more
C4 grass, while the latter fed on more Cs plants (Prado and Alberdi, 2017; Morosi
and Ubilla, 2019 in Chapter 7).

Isotopic studies in South American Pleistocene mammals, substantiate
inferences not only on feeding behaviour but also about the dynamics of plant
communities, at different latitudes represented by Quaternary fossiliferous sites
(MacFadden et al.,1999; Sanchez et al., 2006; Lopes et al., 2013; Dantas et al., 2013,
2017; Prado and Alberdi, 2017; Perez-Crespo et al., 2018, among others).

Stable isotopes (6'3C and 5'®0), have been proven to be an excellent tool, to
understand the mammalian assemblage of the late Pleistocene Sopas
Formation of northern Uruguay, since it was characterized as a mixed-
fauna, with taxa belonging to different guilds and related to a wide range of habitats
(Morosi and Ubilla, 2018, 2019).

Here, we use &'3C data of Hippidion principale and Equus neogeus from
Morosi and Ubilla (2019), organized in a time context given by 4C and OSL
dating, that span from 48.9 to 30.4 ka, corresponding to MIS-3 (Cabrera et
al., 2019; Ubilla et al., 2016).

Considering the dietary preferences and associated environmental condition
obtained through isotopic data, in Morosi and Ubilla (2019), it is here analysed the

connection between the feeding strategies of both species of horses and the climate
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changes of few millennia, developed during the late Pleistocene (between 50 and 30
ka) in northern Uruguay. We will also use palynologic studies, and Antarctic
variation of temperatures as proxies (available in the literature) and in this way

compare the results with climatic variations.

2. Geographic and Geological Setting

Nowadays, the Rio de la Plata grassland/steppe ecoregion, is located in the
South eastern part of the South American, between 28°-38°S and 47°- 67°W
(Morrone, 2004, see Figs. 11 and 12; de Melo Franca et al., 2015; Modernel et al.,
2016; Mourelle et al., 2017). Its diversity, is reflected in the subregions defined by
vegetation communities (Brazeiro et al., 2012; Modernel et al., 2016), where the
majority of the species are endemic and the areas are mostly covered by native
grasslands (Allen et al., 2011; Modernel et al., 2016). Climate conditions differ
following southwest (dry- sub-humid) to northeast (humid) gradients, in annual
precipitation and average temperature, which in turn determine two biomes:
“‘pampas” and “campos” (Burkart, 1975). On the pampas of Argentina (mostly in the
southwest of the Rio de la Plata) the Cs species dominate, while campos (sensu
lato) in Uruguay and southern Brazil (northeast of the Rio de Plata), are dominatedby
C4 grass (Iriarte, 2006; Politis, 2008; Modernel et al., 2016; Mourelle et al., 2017)
(Appendix-Fig. 1). The limits of these grasslands, in general are determined by

contact with woodland vegetation, but forest can be found within the pampas and
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326 campos, as gallery forest along the creeks, rivers, and around marshes (Brazeiro et

327 al., 2012; Modernel et al., 2016).

328

A: Malo creek

B: Sopas creek

C: Itapebi creek .

D: Arapey Chico River 750 alr 3§ ATLANTIC

J OCEAN
100 km

329
330

331 Figure 1. Location of the four selected fossil sites, from which Equus neogeus and Hippidion
332 principale data were selected for this study. Data were taken from Morosi and Ubilla, 2019.

333

334

335 The Sopas Formation is a late Pleistocene continental unit, with outcrops
336 located alongside creeks and rivers in northern Uruguay (Fig. 2), (Ubilla et al., 2004).
337 Lithological features include: brownish mudstones and siltstones, medium to coarse
338 sand and conglomerate basal beds (Fig. 2). It is a fossiliferous unit, including a
339 diverse kind of body and fossil traces (Martinez and Rojas, 2004; Ubilla et al., 2016
340 and references therein).

341
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The mammalian assemblage yields taxa belonging to different guilds of a
wide range of habitats, including tropical and temperate taxa associated to arid and
semiarid species and related to a mosaic of environments (Ubilla et al., 2016; Morosi
and Ubilla, 2018). This unit yields taxa that are not represented in the current
communities of Uruguay, but are extant in another areas of SA, showing local
extinction and shifting ranges probably linked to climatic changes (Ubilla et al., 2004,

2016; Gasparini et al., 2013).
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43.400 - 30,400
(OSL range)

47,100 - 39,900
(OSL range)

36,624 - 30,860
(OSL range)

45,389 - 36,089
(cal C14 range)

Figure 2. Panoramic view of selected outcrops of the Sopas Formation and OSL and AMS age
ranges: A: Arapey Chico River (Salto Dept.); B: Sopas Creek (Salto Dept.); C: Malo creek

(Tacuarembé Dept.).
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3 Materials and methods

3.1 Materials

Abbreviations— FC-DPV: Coleccién Paleontoldgica (Vertebrados Foésiles) de la
Facultad de Ciencias (Montevideo); C: Coleccion Ghizzoni (Salto). IRMS: Isotope
Ratio Mass Spectrometry. SIL: Stable Isotope Laboratories (School of
Environmental Sciences), UEA: University of East Anglia, England. OSL: Optically
Stimulated Luminescence. !*C: carbon dating. AMS: Accelerator Mass

Spectrometry. The specimens, collection, ID and localities are included in Table 1.

3.2. Methods

Seven 6'3C results of Equus neogeus and five of H. principale from
carbonate in enamel (Table 1), were taken from Morosi and Ubilla (2019), in
chapter 7.

For the methodology used in: sampling, pre-treatment, isotopic techniques,
Bayesian mixing models, photosynthetic pathways, isotopic enrichment, Suess
Effect and Quantitative analyses, see Morosi and Ubilla (2018, 2019) in chapter 7

and 9 and supplementary of both chapters.
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381

Localities ID Tooth Taxon 5%3C %o 1C age cal yr BP range OSL age range
Itapebi Creek, Salto 48,944 - 43,067
FC-DPV 2935 Incisor Equus neogeus -6.6
Sopas Creek, Salto 47,100 - 39,900
C24-10 M1-2 Equus neogeus -4.5
FC-DPV 614 Molariform  Equus neogeus* -7.7
FC-DPV 2720 ml Equus neogeus 9.4
C35-5 P3 Hippidion principale -9.2
c22-3 M1-2 Hippidion principale -10.7
Arapey Ch. River, Salto 43,400 - 30,400
C52-1 M1-2 Equus neogeus -8.3
FC-DPV 2409 M1-2 Hippidion principale -12.2
FC-DPV 2450 M2 Hippidion principale -10.8
Malo Creek, Tacuarembd 45,389 — 36,089 36,624 — 30,860
FC-DPV 468 Molariform  Equus neogeus* -8.6
FC-DPV 1626 M1-2 Equus neogeus -9.2
FC-DPV 2441 M2 Hippidion principale* -11.8

382

383
384
385

386

387

388

389

390

391

392

393

394

Table 1. Localities from where specimens of E. neogeus and H. principale were collected. Ages
were from Cabrera et al. (2019) and Ubilla et al. (2016). Isotopic values are from Morosi and Ubilla
(2019). * Samples belong to juvenile specimens.

AMS dating were from Cabrera et al. (2019) and Ubilla et al. (2016), and OSL

ages are from Ubilla et al. (2016). Ages were reorganised according to the studied

localities (Table 2).
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ID lab. Sample Locality 14C age B.P. cal yr BP OSL Age (year) OSL range
AA108858 Cyanocyclas. limosa Itapebi Creek 41,900 + 1,500 48,944 - 43,067
LVD-647 Sandy-silt Sopas Creek 43,500 + 3,600 47,100 - 39,900
LVD-2661 Medium sandy Arapey Chico River 36,900 + 6,500 43,400 - 30,400
AA104911 Cyanocyclas sp. Malo Creek 39,900 + 1,100 45,389 - 42,025
AA104913 Pomacea sp. Malo Creek 38,300 + 940 43,932 - 40,865
AA104914 Pomacea sp. Malo Creek 37,070 £ 810 42,665 - 39,940
AA101329 Pomacea sp. Malo Creek 35,530 + 680 41,421 - 38,659
AA104915 Pomacea sp. Malo Creek 33,560 + 700 39,426 - 36,089
UIC-3332 Medium sandy Malo Creek 34,405 + 2,240 36,624 - 32,165
UIC-3451 Medium to coarse sandy Malo Creek 32,995+ 1,930 34,925-31,065
UIC-3458 Medium sandy Malo Creek 32,850+ 1,990 34,840 - 30,860

Table 2. AMS 4C ages of Itapebi Creek, were obtained from Cabrera et al. (2019). AMS 4C of
Sopas Creek and Arapey Chico River and AMS 14C and OSL ages of Malo Creek were get from
Ubilla et al. (2016). Bold indicate maximum and minimum ages of each outcrop.

The ages of the studied outcrops by these two methods, reflect a congruent

chronological framework related to MIS-3. We rather used the ranges obtained from

both set of ages, that allow comparisons with patterns at millennial scale.

Czpathway (tropical grasses and sedge), has a **C mean of -28,0 %o and Cs

pathways (trees, shrubs and temperate grasses) a mean of -14,0 %o (Cerling et al.,

1997), which provide a natural marker for herbivore diets. Considering a 14,0 %o *

0.5 %o of enrichment, between diet and enamel results (Cerling and Harris, 1999;

Tejada-Lara et al., 2018), the &'3C of Csfeeder average is-14,0 %o, and 6'3C of Cs

feeders is about 0,0 %eo.

To investigate if periods of millennial scale of climatic oscillation, during

MIS-3 had effects in the diet of horses of Sopas Fm., 6'3C dataset were ordered in
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414 the time context given by the “C and OSL available ages (Table 3), of the
415 bearing outcrops of Itapebi Creek, Sopas Creek, Malo Creek and Arapey Chico

416 River (Fig. 1).

417
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420 Figure 3. Above: Antarctic climatic oscillations in the last 90 ka, following Jouzel et al.

421 (2007). Below: AMS 14C and OSL age ranges from, Itapebi Creek, Sopas Creek, Arapey Chico
422 River and Malo Creek. The Malo Creek outcrops have two complementary set of ages AMS 14C
423 and OSL stratigraphically ordered. The data are from Cabrera et al. (2019) and Ubilla et al. (2016).

424

425 The range ages of the localities, were chronologically organized from
426 older to younger and 8*C data grouped by locality, taking into consideration
427  that ages belong to the same stratigraphic level, in which fossils used for isotopic
428  studies were excavated (Table 3; Fig. 3).

429
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4. Results

E. neogeus collected in the Itapebi Creek outcrops (AMS **C are between 48.9
and 43.1 cal ka BP, (Ubilla, 2016)), has a 6'3C mean of - 6.6%o, corresponding to

55 % of Cs foodstuff assimilated.

A - Ages B - Isotopes C - Mixing model
613C %o C3%

14CcalyrBP  OSL min Max Mean SD min  Max Mean
48,944 -

Itapebi Creek 43,067

E. neogeus -6.6 55

Sopas Creek 47,100 - 39,900

E. neogeus -9.4 -4.6 -7.2 2.47 40 74 59

H. principale -10.7 -9.2 -9.9 1.04 73 84 78
45,389 -

Malo Creek 36,089 36,624 — 30,860

E. neogeus -9.2 -8.6 -8.9 0.36 69 72 71

H. principale -11.8* 92

Arapey Chico River 43,400 - 30,400

E. neogeus -8.3* 67

H. principale -12.2  -108 -114 0.98 84 94 89

Table 3 Localities, A: 14C and OSL range ages, B: minimum, maximum, mean and univariate
statistics of carbon isotopes (6*3C) in %o, SD: standard deviation =10. C: minimum, maximum and
mean of C3 percentage assimilated. Ages taken from Cabrera et al. (2019) and Ubilla et al. (2016).
Isotopic values are from Morosi and Ubilla (2019).

E. neogeus from the Sopas Creek (OSL 47.1 to 39.9 ka), have a 6*3C range from -
9.4 to -4.6%o, with a mean value of -7.2 %o, SD (10) = 2.47, and the percentage of
the Cs, range from 40 to 74 % (mean 59 %). The 3*3C of H. principale range from -
10.7 to -9.2 %o, mean -9.9 %o, SD = 1.04, and the C3 in the diet are between 73 and

84 % (mean 78 %). In both localities, 5*3C of E. neogeus correspond with a prairie
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of approximately 50 % pampa (Cs grassland) and 50 % campo (Ca4 grassland).

In the Arapey Chico River locality (age OSL 43.4 — 30.4 ka), the diet of E.
neogeus presents a 6'3C = - 8.3 %o, whit a 67 % of CsH. principale has a &'3C
between -12.2 and -10.8 %o with @ mean of -11.4%0, SD = 0.98, and a Cz between
84 to 94 % (mean 89 %).

The Malo Creek outcrops, have two complementary sets of ages, an AMS 4C
set ranging from 45.4 — 36.1 cal ka BP and an OSL set that range 36.6 — 30.9 ka.
The compilation of both sets, yields a compose age between 45.4 and 30.9 ka (Table
2, Fig. 3). In this site E. neogeus has a 6*3C ranging from -9.2 to -8-6 %o with a mean
of - 8.9 %0, SD = 0.36, and the Cs assimilated is between 69 and 72 % (mean 71 %).
H. principaled*3C is -11.8 %o, corresponding to 92 % of Cs in the diet. The average

data are in Table 3 and Fig. 4.

Woodland Grassland
Close canopy Open canopy - C3 grassland C3/Ca C4 grassland
Age
ky
60- H. principale
EEEm
E. neogeus
(L XX ]
50- i
Itapebi Creek PY
Sopas Creek mn - &
40- —_—
Malo Creek [ ] [ ]
Arapey Chico . L
30- -ItapebiR. (48.9to 43.0Ky BP)
-Sopas Cr. (47.1t039.9KyBP)
Arapey R. (43.4t0 30.4 Ky BP)
20- -Malo Cr. ({45.4t030.8 Ky BP)
-16 -15 -14 -1 -12 -11 -10 9 -8 -7 6 -5 -4 -3 -2 -1 0 @ 2 3
Ca
10-

Canopy 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 NAD-P
effect %C, Sub-pathway

Figure 4. Bivariate plot of X: average &'3C (percentage of Czin the diet with SD) versus :
age in Ka. The §'3C of E. neogeus and H. principale are grouped and roughly aligned by the mean
age of the sites. The black arrow shows a shift toward more depletes values of 6**C, which mean a
bigger percentage of Cs in the diet. SD is up in E. neogeus and down in H. principale. Isotopic values
are from Morosi and Ubilla (2019).

230



467

468

469

470

471

472

473

474

475

476

ar7

478

479

480

481

482

483

484

485

486

487

488

489

In the Arapey Chico River and Malo Creek localities, 6'3C data indicate that
E. neogeus and H. principale assimilated a 12 to 13 % more Cz plants, than in the

Itapebi Creek and Sopas Creek.

5. Discussion

In order to analyse the isotopic result and the paleoenvironmental features in
late Pleistocene of northern Uruguay, we take into account the Antarctic records of
temperature corresponding to MIS-3 (Jouzel et al., 2007; Pedro et al., 2013) (Fig 4;
Appendix-Fig. 2) and the palynologic records from southern Brazil, Uruguay
and Argentine (Behling and Lichte, 1997; Ledru et al., 1996, 2001; Behling
and Negrelle, 2001; Behling, 2002; Behling et al., 2002; Behling et al., 2004; 2005;
Politis, 2008; Mourelle and Prieto, 2012; Modernel et al., 2016) (Appendix-
Fig. 1). These proxies help to interpret and infer, the linkage between the isotopic
results related to the feeding behaviour of horses, with climate changes and
vegetation patterns.

To understand climate shift in the Southern hemisphere, it is important to
know how global climate work and how northern and southern climate are coupled.
The thermal bipolar ocean seesaw hypothesis, explains the time relationship
between Dansgaard-Oeschger (DO) events and Antarctic Isotope Maxima (AlM)
events (Stocker and Johnsen, 2003). Greenland ice-core records, spanning the last
glacial and deglaciation period, includes sudden DO warming phases of 10-16° C,

between cold (stadial) and warmer (interstadial) climate states (Kindler et al., 2014).
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The AIM events, do not display the rapid and large climate variability observed in
Greenland records, and the temperature variation is between 1-3°C (Jouzel et al.,
2007; Parrenin et al., 2013; Pedro et al., 2018 and Appendix-Fig. 2). The ice-core
data also suggest a systematic relationship, in which Antarctica gradually warms
during Greenland stadials, and gradually cools during Greenland interstadials, with
approx. 200 years of difference (Pedro et al., 2018).

The MIS-3 in Antarctic cores, was characterized by several millennial-scale

oscillations of temperature but also, two larger intervals of time can be differentiated

(Fig. 5 A).
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Figure 5. X: age in Ka, Y: 8!3C in %o. A: Antarctic climatic oscillations in the last 90 ka following Jouzel
et al. (2007); the blue line in A, illustrates a relatively stable warm climate from the beginning of MIS-
3 to ca. 40 ka, and from that point, temperature started to decline and lead to LMG. B: bivariate plot
of 6'3C versus ages of Equus neogeus and Hippidion principale grouped by sites, indicating more
negative 6'3C values (a bigger percentage of Cs foodstuff in the diet) when temperatures started to
drop (black arrow). Colour horizontal bars are range of ages. Modified from Jouzel et al. (2007) and
isotopic values are from Morosi and Ubilla (2019).
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The first large interval, happened from ca. 60 to 40 ka, with a temperature
around -5 °C than nowadays, characterized by random changes in a short time scale
and a moderately stable climate (Jouzel et al., 2007; Pedro et al., 2013). In the
second interval, from ca. 40 to 25 ka, the climate also has random changes in short
time scales, but with a cooling trend in the long-term and temperature dropping to -
7.5° C, leading to the LMG or MIS-2 (Jouzel et al., 2007; Pedro et al., 2013). This
descent in Antarctic temperatures, with the fall of sea level and northward
displacements of the polar front was yet postulated, being reflected in the climate of
SA (Ledru et al., 1996, 2001) (Appendix-Fig. 3).

According to this author, based on pollinic evidences, between ca. 60 — 40 ka, the
transport of atmospheric properties, as a result of horizontal heterogeneity (polar
advections sensu Hunt et al., 2016), decreased in intensity and frequency. As a
consequence, climate was relatively warm and wet, capable of maintaining the
forests of the southern portion of the Amazon basin. Between 40-27 ka, the
temperature should have had a gradual decline, mostly because the Antarctic cold
and humid fronts started to migrate northward, together with the drop in the sea level
ca. 80 mbpsl, which lead to changes towards a more open vegetation (Ledru, 1996;
Behling, 2002; Ponce and Rabassa, 2016). In this period, was proposed that the
Southern highland in Brazil was treeless, the coastal lowland rainforest (Behling and
Negrelle, 2001) and the cerrado sensu lato (savanna to dry forest), was mostly
replaced and dominated by subtropical grassland vegetation (campos) and
subtropical gallery forest (Behling and Lichte, 1997; Behling, 2002; Behling and
DaPatta, 2007) (Fig. 6 B). According to Ledru et al. (1996, 2001), in the southern

part of Brazil, polar front incursions were frequent and result in heavy precipitation
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(Appendix-Fig. 3). Consequently, the campos expanded from the South to
Southeast, from latitudes of about 30° S to 20° S (Behling and Lichte, 1997; Behling
and Negrelle, 2001). Pollen composition is indicative of random changes in short
time-scales, but cooling in the long-term, followed by a final drop (27-11.5 ka), that
lead to LMG (Last Maximum Glacial), which was much drier and colder than the

previous ones (Behling and DaPatta, 2007).
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Figure 6. Left: square showing the geographic area of interest to this study; Right: pampas
and campos shifting, influenced by climatic oscillations hypothesized. A: pampas and campos at the
end of the relatively warm phase of MIS-3 (between ca. 50 and 40 ka) with the ecotone C3-C4 moving
toward north of the nowadays position. Black arrow shows relatively weak polar front incursions. B:
between 40 and 30 ka, in the beginning of the cold phase of MIS-3, the ecotone Cs-C4 migrated
further northward, mostly due to strong polar front incursions resulting in heavy precipitations
(illustrated by a wider black arrow). C: pampas and campos at the present time. Figure based on data
taken from Behling (2002); Behling and Lichte (1997), Behling and Negrelle (2001); Behling et al.
(2002); Behling et al. (2004); Iriarte (2006); Ledru et al. (1996, 2001, 2005), Modernel et al. (2016);
Morrone (2004); Mourelle and Prieto (2012) and Politis (2008).
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The &*3C results on fossil horses of the Sopas Formation, seems to reflect the
influence of the two different climatic periods abovementioned, of about 10 ka each
inside MIS-3, giving additional evidence to reconstruct palaeovegetation and
dynamic changes.

The E. neogeus &'3C values, from Itapebi Creek (48.9 — 43.0 ka) and Sopas
Creek outcrops (47.1 — 39.9 ka) are relatively high, compare with the other two
studied localities. The former has 55 % of Cz and the latter a mean of 59 % of Cs in
the diet (Table 3). These percentages indicate a mixed diet of C4 grass (campos)
and Cs grass/plants (pampas) with a slight predominance of the latter. Based on
O'3C data, climatic condition to allow the growth of both Ca grass and Cs grass/plants
in similar proportion, should have been relatively cold and wet. The main driver of
changes in the composition of Cs- C4 plant assemblages, seems to have been cold
and moisture. Between 48.9 and 39.9 ka, pampas were in northern position than
nowadays. Regarding 6'3C, grassland in northern Uruguay was a mix of Cs- Cs
(pampas-campos) and it remains relatively stable until about 40 ka (Fig. 6 A).E.
neogeus from Arapey Chico River (43.4- 30.4 ka) and Malo Creek (45.4 — 30.8 ka)
outcrops, shows a more depleted *3C than in Itapebi Creek and Sopas Creek sites
and the Cs assimilation values have a mean of 67 and 71% respectively, indicating
a higher percentage of Cs foodstuff (Table 3, Fig. 4). This trend toward a higher
consumption of Cs, is also observed when the &'3C of H. principale is analysed,
according to Morosi & Ubilla (2019), it was living in sympatry with E. neogeus. As

the ages of the localities decrease, 3'3C is more depleted and the percentage of C3
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in the diet increases (Table 3, Fig. 4). H. principale in Sopas Creek has an average
of 78 % of assimilated Cs, while in Malo Creek and Arapey Chico River, this
percentage increases to 89 and 92 % respectively. In the two latter localities the
more negative 6'3C, correspond well with a colder climate .

Around 40 Ka, climate began to be colder and more humid and pampas
started to migrate further North, moving the Cs-C4 crossover belt even more than in
the previous 10 ka, and the proportion of Cs in the campos of Sopas Formation
increased, but it did not completely replace Cs (Fig. 6 B). Several studies have shown
a northward shift of the campo-pampa vegetation, reaching as far as 750 km from
their present distribution, replacing forests with grassland (Ledru et al.,1996; Behling
and Lichte, 1997; Salgado-Laboriau, 1997; Behling, 2002), due to cool, moist
episodes and the fall in the temperature, attributed to a northern displacement of the
polar front (Ledru, 1996; Behling, 2002, 2004; Jozuel et al., 2007; Lopez 2013).
These changes of climatic conditions, probably had a relatively low-impact on the
vegetation of northern Uruguay, since in fact it remained as an Cs-C4 ecotone (with
a higher percentage of Cs grassland), unlike what happened in other places of SA
(Fig. 6 B)

6'3C data of enamel has proven to be very robust, given that our results show
small changes in the pampa-campo (Cs-Cs) composition, which are supported by
independent palynologic and climatic studies in campos and pampas (vide supra).

The cause of the low impact would be, that the Parana Basin produced a
particularly humid and local environment that could favour the penetration of the

subtropical forest as far as 35°S like nowadays (Fig. 6 C) (Politis, 2008).
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Millennial climatic changes, would have generated vegetation shifts by the
successive small expansion and retraction cycles on campos and pampas. These
movements, as an outcome, could generate a mosaic of environment, that would
allow to maintain a mixed fauna previously proposed for Sopas Formation (Ubilla,
2004; Ubilla et al., 2016, among others).

As a comparison, amid the isotopic works carried out on horses in SA,
especially those located in southern Brazil, Uruguay and the north-centre of
Argentina, call our attention that some of them do not have any dating or include
long time intervals. In some cases, hundreds of thousands of years (MacFadden
Shockley, 1997), or millions of years in others (MacFadden et al., 1996; Prado et al.,

2011), while in this research we are using a scale of few millennia.
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Conclusions

Vegetation and latitudinal gradients are not static, in SA they can migrate
hundreds of Km in a few thousand years, from north to south and vice
versa depending on weather conditions. Reason why, it is essential to
have absolute dating and use other proxies, such as the Antarctic records
of temperature, palynologic records, etc. It is important to know the range
of time studied, since isotopic data could be different on the same site, if
the climate correspond to a glacial or interglacial period.

The 6%C data suggest, that there was a response and adaptation of the
equids of northern Uruguay (Sopas Formation), according to the variation in
the percentage in the C3-C4 composition of the grassland, which in turn would
have been influenced by a climatic variation at millennial scale.

Ca. 50 to 40 ka, 6'3C values of E. neogeus, from Itapebi Creek and Sopas
Creek, indicate a mixed Cs-C4 diet, with slight predominance of the former (55
to 59 %). Ca. 40 to 30 ka, E. neogeus from Arapey Chico River and Malo
Creek shows a more depleted &'3C than in the previous 10 ka, indicating a
higher percentage of Cs foodstuff in the diet (12 % more). This trend toward
a higher consumption of Cs, is also observed when carbon isotope data of H.
principale are analysed (13 % more). As the localities ages decrease, 63C

become more depleted and the percentage of Cs in the diet increases.

238



637

638

639

640

641

642

643

644

645

646

647

648

649

650

651

652

Considering the currently position of the pampas-campos, ca. 50-40 ka, the
pampas were in a northern position than in its present location, generating an
environment suitable for Cs-C4 grass growing in a similar proportion.

Ca. 40-30 ka, the C3-C4 crossover belt started to migrate further North, the
main driver of changes in the composition of plant assemblages, seems to
have been cool, moist episodes and the fall in the temperature, generating a
conductive environment for the growth of Cs grass, without a complete
replacement of Cs grass.

Millennial climatic changes could have generated vegetation shifts, by the
successive expansion and retraction of Cs-Cs belt. These shifts as an
outcome, would have produce a mosaic of environment that could allow to
maintain the mixed fauna previously proposed for Sopas Formation, by other

authors.
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Figure 1. Modern Pampas (orange), campos-pampas ecotone (pale green) and
campos (dark green). In southern Uruguay there is a different proportion of C3-Ca,
than in the northern Uruguay. Sopas Fm. studied area (red circle). Modified from

Mourelle et al. (2017).
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Figure 2: Greenland (a) and Antarctic (b) temperature variations based on ice cores
spanning Marine Isotope Stage 3. In b is indicated the relatively warmer interval from
58 to 40 ka with regard to the relatively colder interval from 40 to 28 ka (yellow line)
used in our study. Modified from Pedro et al., (2018).
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CAPITULO 9

Morosi, E., Ubilla, M., 2018. Dietary and
palaeoenvironmental inferences in Neolicaphrium recens
Frenguelli, 1921 (Litopterna, Proterotheriidae) using
carbon and oxygen stable isotopes (Late Pleistocene;
Uruguay). Historical Biology 31, 196-202.

Este capitulo representa un trabajo publicado en revista internacional como
avance de la tesis, escrito en inglés y lo consideramos de suma importancia, debido
a la poca informacion existente sobre esta particular especie de ungulado
sudamericano extinto.

Neolicaphrium recens es un pequefio ungulado (Proterotheriidae), nativo de
Sudameérica. Los especimenes analizados pertenecen a la Fm. Sopas, con una
edad OSL de entre 40 y 30 ka. En base a los resultados isotopicos, se puede inferir
gue ambos especimenes tenian una dieta ramoneadora mixta, de entre 80 y 90 %
de Cs (sin importar el lugar de origen), con tendencia a alimentarse en areas
arboladas sin dosel o sabanas. Al analizar el 53C y 80 en conjunto, ambos
ejemplares de N. recens se habrian alimentado tanto de hojas como pastos Cs (sin
descartar los Ca).

Los analisis independientes de microwear y la fauna asociada, apoyan la

inferencia de una dieta ramoneadora en espacios semiabiertos.
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ABSTRACT

The Proterotheriidae (Early Palaeocene-Late Pleistocene) were small to medium sized cursorial native
South American ungulates (Order Litopterna), having had its diversity peak in the Miocene. During the
Pleistocene, the proterotheriid diversity decreased to a single species, Neolicaphrium recens Frenguelli
(1921), and few specimens are available from a relatively narrow area at medium latitudes of South America.
The first study using stable isotopes (5'*C and §'80) as proxies is provided here, in order to known dietary
preferences and testing previous environmental inferences. The analysed specimens belong to outcrops
with OSL ages of 40-30 ka (Late Pleistocene, Sopas Formation of northern Uruguay). The 8'3C results of
both specimens suggest that at this latitude and tempo, N. recens had browser-feeding preferences, mostly
a C, diet of open canopy forest in an environment of semi-open woodland or forested savannahs and that
C, vegetation would have had a small fraction in their diet. 5’80 data suggests a diet composed mostly by
fruits, follow by floor plants, with few indication of a folivore diet. The specialized forest browsing diet does
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not significantly vary based on its site of origin, since both specimens remain in the same isotopic range.

Introduction

The Proterotheriidae (Early Palaeocene to Late Pleistocene)
were small to medium sized cursorial native South American
ungulates of Litopterna Order, which developed an early trend
toward a functional monodactily’ (Soria 2001; Bond et al. 2001).
The Family shows a high rate of taxonomic replacement and
taxonomic richness fluctuations, probably related to climatic-
environmental changes (Villafafie et al. 2006). The diversity
increases in environments with a relatively balanced relationship
between forests and grasslands, such as woodland savannahs and
sharply declining in open and arid contexts (Cifelli and Guerrero
1997; Bond et al. 2001; Villafafe et al. 2006).

This South American clade had its diversity peak in the
Miocene, reaching more than 20 species when lopho-seleno-
dont dentitions was developed in the ‘Late South American
Phas€’ of South American mammalian evolution (Villafane
etal. 2006; Goin et al. 2012). However, in the Pleistocene, the pro-
terotheriid diversity decreased to a single species, Neolicaphrium
recens Frenguelli 1921. Despite Frenguelli (1921) described this
species in clear association with Pleistocene fauna (as Alvarez
(1974) posteriorly did but explained it as a reworked fossil), the
persistence of the Family into the Pleistocene was not accepted
until early XXI century, when the proposal of Frenguelli was
corroborated by new findings (Bond et al. 2001; Ubilla et al. 2011
and references therein).

N. recens, is registered by few specimens in a relatively
narrow area at medium latitudes of South America (centre
and north-western Argentina: Santiago del Estero, Cérdoba,
Corrientes and Santa Fe Provinces; northern Uruguay: Artigas,
Salto and Tacuarembd Departments, and probably southern
Brazil: Rio Grande do Sul State) (Frenguelli 1921; Alvarez 1974;
Tauber 2000; Scherer et al. 2009; Vezzosi 2015; Ubilla et al. 2011;
Luna et al. 2015; Gaudioso et al. 2017) (Figure 1).

Bond et al. (2001) and Ubilla et al. (2011) based on the asso-
ciated fauna, proposed that this medium seized extinct ungulate
probably was related to forested and semi-forested environments.

The following study has three main objectives: (i) reconstruct
the ancient dietary preferences and habitat of Neolicaphrium
recens, using for the first-time carbon and oxygen isotopic com-
position as proxies, (ii) verify the environmental hypothesis for-
mulated by Bond et al. (2001), and (iii) discuss our results with
information based on associated fauna, and dental features, in
particular the mesodont condition exhibited by this taxon.

Geological setting

The analysed material belongs to the Sopas Formation, a
Late Pleistocene sedimentary unit outcropping in northern
Uruguay (Tacuarembd, Salto, Rio Negro, Paysandt and Artigas
Departments) (Figure 1). This unit encompasses conglomerates,
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Figure 1. Geographic distribution of Neolicaphrium recens and locations of sample material from northern Uruguay: 1: Cérdoba (Argentina), 2: Santa Fe (Argentina),
Corrientes (Argentina), 4: Santiago del Estero (Argentina), 5: Santa Vitoria do Palmar (Brasil), 6: Salto, Tacuaremb¢ and Artigas (Uruguay). a: Rio Arapey Grande (Salto),

3
b:

Arroyo Sopas (FC-DPV 776) (Salto), c: Arroyo Malo (Tacuarembd), d: Rio Cuareim (MHD-P 509) (Artigas).
Note: Based on Ubilla et al. 2011 (and references therein), Luna et al. (2015) and Gaudioso et al. (2017). Modified from Ubilla et al. 2011.

sandstones and siltstones deposited under fresh-water contexts
including fluvial-plains sediments and paleosoils (Ubilla et al.
2016; Ubilla and Martinez 2016). In the light of numerical ages,
the Sopas Formation is mostly correlated with the Marine Isotope
Stage 3 (MIS 3, last 60 to 25 ka) and few outcrops reach the
latest Pleistocene (Ubilla et al. 2016). Its fossil content includes
fossil-traces, woods, terrestrial and fresh-water molluscs and
vertebrates (dominated by mammals), suggesting a variety of
habitats from fresh-water contexts to riparian forest and open
to semi-forested areas (Ubilla and Martinez 2016).

Isotopic background

In the last years, the use of light stable isotopes in Pleistocene
South American mammals has been successfully increased
(Macfadden et al. 1999; Domingo et al. 2012; Dantas et al.
2013; Prado et al. 2015; among others), and have contributed

to understand the feeding paleoecology of extinct species and
associated environment (de Melo Franca et al. 2014).

Carbon isotopes have proven to be a useful tool in diet stud-
ies, since the different photosynthetic pathways impart different
B3C/'2C ratios (8"C), due to a process called fractionation that
happens in plant tissues (Bender 1971). Tropical grasses and
sedges using Hatch-Slack mode (C, photosynthetic pathway)
are relatively enriched in the heavy carbon isotope (**C), and
range from -9 to —19%o (Ehleringer et al. 1986, 1991; Cerling
et al. 1997). On the other hand, plants that employ Calvin fix-
ation cycle (C, photosynthetic pathway), including most trees
and shrubs, as well as grasses in regions with cool growing sea-
sons, are relatively depleted in'*C, and typically range from —22
to —35%o (Ehleringer et al. 1986, 1991; Cerling et al. 1997). A
third photosynthetic pathway is called CAM (crassulacean acid
metabolism), which is an adaptation to arid environment, but
very few extant ungulates use them as a significant part of their



Figure 2. Specimens of Neolicaprium recens of northern Uruguay used in the
isotopic study. Lateral and occlusal view of MHD-P 509 (A, B) and FC-DPV 776 (C, D).
Note: Scale: T cm.

diet (Ehleringer et al. 1991). As a result, carbon isotopes provide
a natural marker system to track herbivore diets (Ambrose and
DeNiro 1986; van der Merwe and Medina 1989), since §!°C in
animals reflect the 8'*C of food source (Ambrose and DeNiro
1986). The carbon isotopic composition determines the fraction
of C, or C, biomass in diets and it is possible to distinguish
among mammals using different C, photosynthesis sub-path-
ways and identify those whose C, diet is derived from closed or
open canopy habitats (Cerling and Harris 1999). The §'3C and
8180 lower values represent forest floors where plants are shaded
and under less evaporative stress, whereas the less depleted ones
represent open habitats such as savannah or forest upper can-
opies where light and evaporative stresses are higher (Van der
Merwe and Medina 1991; Bocherens 2003; Nelson 2013).
Carbon and oxygen isotopic values in tooth enamel reflect
the isotopic values of diet and drinking habits during tooth for-
mation (van der Merwe and Medina 1991; Cerling et al. 1997).
Among browsers, these differences in isotopic composition of
C, vegetation may be used to indicate subtle dietary differences
(Bocherens 2003; Cerling et al. 2004). Some investigations sug-
gest that §'80 values in tooth enamel carbonate provide addi-
tional information about fossil taxa habitat and diet (Bocherens
etal. 1996; Cerling et al. 1997; de Melo Franga et al. 2015), since
mammalian tissues incorporate food and water at a constant
temperature, §'%0 values track local environmental conditions
(Kohn et al. 1996). This makes oxygen isotopes well suited for
differentiating species that forage at different habitats or canopy
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heights and allow to distinguish frugivores from folivores and
from floor plant eaters, since it is expected that fruits have lower
values of 880 than leaves, due to leaves transpiration in one
hand and the high moisture content present in fruits in the other
(Nelson 2013; de Melo Franca 2014). Following the interpreta-
tions made for primates by Nelson (2013), de Melo Franga et al.
(2014) applied them to herbivorous with C, plants in their diet,
where three categories could be differentiated by 80 values:
those 6'%0 more negative than —1.3%o suggests a diet mostly of
forest floor plants, values near 0.6%o suggests frugivorous diet,
and §'30 values greater than 2.1%o suggest a folivore one. When
SBC and 6'80 data is taking together, they help to uncover subtle
ecological information such as habitats, predominant food types
(suggesting what plant parts they fed on), and ecological niche
(Crowley 2014).

Material and methods

Abbreviations - FC-DPV: Coleccion Paleontoldgica (Vertebrados
Fésiles) de la Facultad de Ciencias, Montevideo (Uruguay);
IRMS: Isotope Ratio Mass Spectrometry; MHD-P: Museo
Histdrico Departamental de Artigas (Artigas); OSL: Optically
Stimulated Luminescence; SIL: Stable Isotope Laboratories,
School of Environmental Sciences, University of East Anglia
(UEA), England.

Since our goal is to recognize the diet in adult specimens,
preferences were given to sampling the third molar, due to these
teeth are among the last ones to develop, mineralize, and erupt
in ungulates (Hillson 1986).

A sample was taken from M3 belonging to specimen MHD-P
509 assigned to N. recens (Corona et al. 2016) that hold the P4-M3
series (Sopas Formation, Cuareim River, Artigas Department).
OSL age of 36,100 + 6,200 years was reported and is associated
to the material (Ubilla et al. 2016). A sample from m3 material
was taken from specimen FC-DPV 776 (Sopas Formation, Sopas
creek, Salto Department), described in Bond et al. (2001). OSL
ages of 43,500 + 3,600 to 30,600 + 5,400 years were referred for
the outcrops (Ubilla 2004; Ubilla and Martinez 2016). (Figures
1-2 and Supplemental Online Material 1).

To infer the kind of diet of N. recens, the obtained values of
8'3C were compared with those proposed by Cerling and Harris
(1999), that distinguish among guilds, after taking into account
the 83C enrichment (14,1 + 0.5%0) between diet and tooth
bioapatite for wild mammals (>5 kg). §'*C tooth enamel values
in the range of —20%o and —8%o, are considered C, browsers,
that feed on trees and shrubs, —2%o or more, reflect a diet of
pure grazing on C, grasses or sedges in environments with hot,
wet growing seasons, and between —8 to —2%o suggest a mixed
(C,/C,) or intermediate diet (Hofmann and Stewart 1972; Cerling
and Harris 1999). These values are not cut-off points for pure
C, or C, diets, but instead represent diets that are dominated
by one particular photosynthetic pathway (Cerling and Harris
1999). Lowest §'3C enamel values, between —20 and —13%o indi-
cate mammals fed in a closed canopy woodland environment
(Drucker et al. 2003; Cerling et al. 2004), whereas less negative
813C, between —13 and —8%o, indicate feeding preferences of
riparian or semi-open forest. (Cerling and Harris 1999). It is
due to photosynthetic use of *C-depleted CO, from biomass
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recycling and lower light intensities (Medina et al. 1986; Van der
Merwe and Medina 1989).

The general method for stable isotope tooth enamel sampling
follows Koch et al. (1997). The emphasis on working with tooth
enamel from mineral phase of paleontological calcified tissues
is based on the widespread understanding that it remains as a
relatively closed system (Thorp and Van Der Merwe 1987), it
is less prone to diagenesis and is a realistic recorder of diet in
geological record (Wang and Cerling 1994; Koch et al. 1997;
MacFadden et al. 2010).

Pre-treatments and isotopic analyses were performed dur-
ing an internship at SIL (2016) by one of us (E.M.) (Details in
Supplemental Online Material 2).

Enamel aliquots were analysed using IRMS. Carbon and
oxygen isotopic ratios of tooth enamel apatite are reported in
standard notation as 6'*C and §'®0, and calculated in units of
per mil (%o), which relate to international scales (Peterson and
Fry 1987). Results are reported relative to the isotope standard,
using the notation:

67°C or 6"°0 = (R sample/R standard — 1) x 1000

where R sample and R standard are the ratios (**C/2C or
180/'%0) of sample and standard relative to the international
carbonate standard Vienna Pee Dee Belemnite (vPDB).

Before any statistical analysis, the isotopic data were corrected
by adding —0.2%o to §*C and + 1.0%o to §'%0, due to the per-
formed pre-treatment (Koch et al. 1997). Quantitative analyses
were carried out with Excel (2016), and Bayesian mixing model
approach performed in R (Parnell et al. 2010) with SIAR and
SIBER packages (2016).

Results

S13C and 680 values of carbonate in the phosphate of N.
recens teeth are given in Table 1 and illustrated in Figure 3.
Neolicaphrium recens MHD-P 509 has a §"*C mean value of
—-10.60 + 0.59%o, and yield a range from —11.08 to —9.77%o.
8180 are from —1.48 t0 0.21%o (mean —0.98 + 0.79%o). N. recens
FC-DPV 776 show a 6'*C mean value of —11.70 + 0.37%o and
range from —12.21 to —11.28%o. 8'*O results are from 0.14 to
0.64%o (mean 0.38 + 0.17%o).

Discussion
Associated fauna

The selected specimens have good stratigraphic information
and are associated to OSL ages of the bearing outcrops, which
roughly encompass the interval 40 to 30 ka (Supplemental Online
Material 1). Inferences based on §"°C isotopic studies have to
consider that latitude and geological age are significant input in
order to delimitate interpretations. In this sense, the explanation
of feeding habits and environments provided here should apply
for the specimens of N. recens living in northern Uruguay around
last 40 to 30 ka. It is important to highlight that some specimens
from Argentine and southern Brazil have stratigraphic uncer-
tainties or are older than the here analysed.

The Sopas Formation has been lately characterized as a mixed
climatic fauna (Ubilla et al. 2016). Its fossil content come from
fluvial contexts including fluvial-plain deposits and paleosoils,
and some species of the mammalian assemblage (especially
Tapirus terrestris, Hydrochoerus cf. H. hydrochaeris, Lundomys
molitor, and Lontra longicaudis) are indicatives of riparian forest
and streams (Ubilla and Perea 1999; Ubilla et al. 2016). There are
also recorded mammals and birds taxa that suggest the presence
of forested to semi-open areas like extinct horses Equus neogaeus
and Hippidion principale, the deer Mazama sp., Cariama sp.,
Rhea sp., among others (Bond et al. 2001; Ubilla et al. 2016).
In the other hand, it has been argued that the remains of the
Proterotheriidae family seem to be more frequent in fossil assem-
blages related to forested environments (Bond et al. 2001).

Isotopic interpretations

If the limits of interpretation are simplified, and the mean
between 6'°C tooth enamel result and diet, (8"°C_ - 8"C, )
is used, a value of §"*C = —13 correspond to browser guild and
83 C = +1 correspond to grazer guild (Cerling and Harris 1999).
This simplification allows to calculate the assimilated proportion
of C, and C, plants in N. recens using mixing model equations
for two preys (Phillips 2012). These results allow to infer that
MHD-P 509 diet included 83% of C, plants, while FC-DPV 776
diet had a 91% (Supplemental Online Material 3). Although both
specimens had a high consumption of C, plants, they could had
fed on C, plants as well or included other sources of carbon in
their diet, such as mushrooms, mud for lack of minerals or small
animals (i.e. arthropods) to complement protein intake, like

Table 1. Neolicaphrium recens carbon and oxygen isotopic values obtained from aliquots of MHD-P 509 and FC-DPV 776.

Sample ID user Sample ID lab 813C Min MAX Mean SD 880 Min MAX Mean SD
MHD-P 509 uea71221 -9.77 0.21
MHD-P 509 uea71222 -10.57 -1.23
MHD-P 509 uea71317 —-10.97 —1.48
MHD-P 509 uea71318 -11.08 -1.40
MHD-P 509 -11.08 -9.77 —-10.60 0.59 —1.48 0.21 —-0.98 0.79
FC-DPV 776 uea71223 -11.28 0.14
FC-DPV 776 uea71224 -11.73 0.49
FC-DPV 776 uea71319 -11.60 0.35
FC-DPV 776 uea71320 -11.34 0.31
FC-DPV 776 uea71225 —12.05 0.64
FC-DPV 776 uea71226 -12.21 0.35
FC-DPV 776 -12.21 -11.28 -11.70 0.37 0.14 0.64 0.38 0.17

Note: Values are given in vPDB
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Figure 3. Neolicaphrium recens carbon and oxygen isotopic values scattered plot.
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Notes: §'3C distinguish among guilds (grazers, mixed and browsers), and within browsers, between open canopy and closed canopy diets. Mammals with C, plants in their diet are differentiated
by 6'®0 values in three categories: forest floor plants diet present values more negative than —1.3%eo, values near 0.6%o suggests frugivorous diet, and greater than 2.1%o a folivore one (Nelson

2013). 6"*C and 680 are given in vPDB.

extant deer Mazama spp. (Richard and Julid 2001). Preliminary
results of an ongoing work on ungulates of the Sopas Formation
and on extant deer, suggest a distinction between species associ-
ated with different diets and feeding strategies, from browsers of
forest floor with lowest §'*°C and §'30 to grazers in open habitat
with highest §°C and 6'®0 and a wide variations in between
(Morosi and Ubilla 2014).

Following the interpretations made for primates by Nelson
(2013), and applied by de Melo Franca et al. (2014) to ungulates,
when our 8'80 data is analysed (Table 1, Figure 3), FC-DPV 776
has a mean 6'%0 = +0.38, meaning it could have had fruits as
a principal component of its diet, while MHD-P 509 has more
negative value §'%0 = —0.98, still in frugivore range, but suggest-
ing it could fed on floor plants too. Regarding the data, tree or
bush leaves were less important in their diet and they consume
very few C, plants. It should be highlighted, that this inference
follows a model based in the assumption that water is mostly
incorporated from food (Nelson 2013), but if water was obtained
from another source (i.e. stream or lakes), this isotopic values
could be influenced in some extent by this context.

Teeth and isotopes

Herbivorous mammals often exhibit specialized diets, in con-
nection with their tooth morphology and digestive physiology.
In general, it has long been considered that ungulates with high-
crowned teeth (hypsodonts) are dominantly grazers; medium-
crowned teeth (mesodont) have mixed diet and low-crowned
teeth (brachydonts) are browsers. However, this conventional
view has been challenged and unexpected patterns were detected
among ungulates (DeMiguel et al. 2008; Damuth and Janis 2011;
Jardine et al. 2012). Species with a high proportion of dietary
browse can still yield high tooth crowns, even being hypsodont,
like Antilocapra americana, in environments with dust and
grip (Damuth and Janis 2011). Species with mesodont denti-
tion use to have a browser tendency, feeding on leaves of trees
and bushes (Beaver and Brussard 2004; Alvarez—-Romero and
Medellin 2005).

N. recens premolars and molars are relatively high crown com-
pared with other proterotherids, but still mesodont, not reaching
the hypsodont category, surrounded by a layer of cementum (Bond
etal. 2001). This relatively high mesodonty values along with the
presence of cementum in molariforms, was invoked to suggest an
adaptation to forested, savannah-like habitats (Bond et al. 2001),
which is in agreement with the information provided by the associ-
ated fauna (Ubilla et al. 2004). As stated above, our isotopic results
support a browser semi-open woodland lifestyle and endorse the
environmental hypothesis formulated by Bond et al. (2001).

Concomitantly, 6*C and §'80 results are consistent with
data from preliminary studies using dental microwear analy-
ses, performed in the same fossils remains (Corona et al. 2016).
These analyses also support the idea that N. recens from Sopas
Formation were browse feeders, with a selective diet, consuming
mostly soft leaves and fruits (Corona et al. 2016).

Concluding remarks

The 8"*C data suggest that the specimens of Neolicaphrium
recens living in northern Uruguay around last 40 to 30 ka (Late
Pleistocene) had browser-feeding preferences, with a diet based
mostly on C, plants in a forested savannas, probably including
riparian wooded habitat.

If §'® O data is taking together with the §!*C, both specimens
seem to fed mostly on the canopy frugivore range, including
some floor plants, while leaves were less important.

These isotopic results along with the information provided by
the associated fauna and teeth support the browser semi-open
woodland lifestyle and the environmental hypothesis anticipated
by Bond et al. (2001). In addition, the inferred diet is also con-
gruent with independent studies of microwear analyses.
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SUPPLEMENTAL ONLINE MATERIAL

Dietary and Palaeoenvironmental Inferences in Neolicaphrium recens Frenguelli,
1921 (Litopterna, Proterotheriidae) using Carbon and Oxygen Stable Isotopes

(Late Pleistocene; Uruguay).

Morosi E and Ubilla M.

Dpto. Paleontologia, ICG, Facultad de Ciencias
Igua 4225. 11400

Montevideo, Uruguay

1- Stratigraphic location and OSL ages

A: Geologic profile of the Sopas Formation at the Cuareim River (Artigas Department)
where sandstones and siltstones predominate. At the top of the profile occurs a
carbonate level (“caliche”). Below the “caliche” level was collected the material MHD-
P-509 (Prosul fieldworks). B: MHD-P-509 in situ before collecting. Arrow indicates the
sample location for OSL, closely related to the MHD-P-509 and the age obtained
(Ubilla et al. 2016).



OSL 30,600 +/- 5,400

OSL 43,500 +/- 3,600

A-B: Geologic profiles of the Sopas Formation at the Sopas Creek (Salto department)
related to the FCDP-V-776. A: a large paleocave from a sample for OSL was taken.
Arrow indicates the age obtained (Prosul fieldworks, Ubilla et al. 2016). B: arrow
indicates the site where a sample for OSL was obtained (Ubilla 2004).



2.- Material and Methods

Sampling

Remove organic components
and exogenous carbonates

Ovendried at
50°C overnight

Prior to sampling, tooth cement was removed and enamel surface mechanically
cleaned. Bulk samples were taken all along a non-occlusal surface parallel to the
growth axis and across its entire length using 0.5 mm inverted cone carbide drill bit
and a variable-speed dremely rotary tool. About 50 mg of powder was collected and
grounded into finer powder using an agate mortar and pestle. The enamel sample
prepared in this way provides an average isotopic signal for the tooth growth period.
Powder samples were pre-treated to remove organic contaminants and adsorbed
carbonates according to the procedure of Koch et al. 1997 and Balasse et al. 2003 as
follows:

Enamel powder was pre-treated in 2.5% sodium hypochlorite (NaOC]l) for 24

hours to oxidize and remove any possible organic contaminants; the NaOCI was



then decanted and rinsed five times with distilled water. After that, it was treated
with 0.1 M acetic acid for another 24 hours to dissolve and remove exogenous
carbonate, rinsed five times with distilled water, and dried in an oven at 50 ° C
overnight after Balasse et al. 2003. These treatments remove organic matter and
secondary and adsorbed carbonates without introducing significant isotopic
fractionation. The key to obtaining reliable results is the concentration consistency
in the used solutions to sample and the time for each treatment step (Koch et
al.1997). The powder/solution ratio was kept constant to 0.04 g/ml for both
treatments.

CO, was obtained by reacting approximately 0.8 mg of treated enamel powder
with 103% orthophosphoric acid (H3PO4) at 80°C, before starting five measurement
cycles of alternate sample and pattern of produced CO, isotopic composition. An
Isotope Ratio Mass Spectrometer Europa SIRA hybrid (Series II VG Isogas Limited),
interfaced with an elemental analyzer was employed at SIL facilities
The measured carbon and oxygen isotopic compositions were normalized to the in-
house Carrara Marble calcite standard, which has been calibrated against the NBS-19
calcite standard. The normalization incorporates the CO,-carbonate acid fractionation
factor for calcite, which was assumed to be similar to that of the carbonate in phosphate.
Analytical precision for 8°C and 8'*0 was better than + 0.1%, based on replicate

analyses of samples and standards.



3.- Mixing models
Dietary mixing models consist of mathematical equations that explain the isotopic
composition of observed consumer as a mixture of assimilated diet based on isotopic

mass balance (Phillips 2012).

13 13 13
ISt) 8 Cmix:f18 C] +f28 Cz

f1+f2 =1

13 13
The 1* equation expresses consumer & C (subscript mix) as a combination of the § C

of two preys (C; and Cs, subscripts 1 and 2), weighted by their diet fractions (f; and 15,
respectively). The diet fractions are subject to the constraint that they sum 1 (f; and £,
equation). In mathematical terms, this system of two equations and two unknowns (f;
and f;) has a unique solution (Phillips 2012). One way of solving is to algebraically

rearrange the equations as:

b) ¢ =

f2: 1-f1

then substituting:

13
& C nix (Specimen MHD-P 509) = - 10.6



13
C=9 Ci=-13

13
Cs=0 C2 =+1
-10.6 — (+1)

f = = 083 —»(C3=83%
-13-(+1)

£5=1-083=0.17 —» C4=17%

We obtain that MHD-P 509 had a diet composed by 83 % of C; plants and 17 % of C,.

Substituting:

13
O C nix (Specimen FC-DPV 776) =-11.7

13

C3: 0 C1:—13
13
C4=39 C2=+1
-11.7 = (+1)
f = = 091 —>» C=91%

-13-(+1)

£5=1-091=0.09 —» C4=9%

We obtain that FC-DPV 776 had a diet composed by 91 % of C; plants and 9 % of Cs.



Woodland Grassland

Closed Canopy Open Canopy

21

0.6

—+-

FC-DPV 776 @ 0 - +
_.] -
MHD-P 509 @ 13

5180 %o vPDV
5
I

= -sers €. /C; Miived C, Grazers
-6 + - -

-20 -18 -16 -14 -12 -10 -8 -6 -4 -2 0 2 4

613C %o vPDV

Graphic showing 86 Cand § O mean and SD (see Table 1) of both N. recens specimens.
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Alimentacion v ambiente s asociados en caballos del pleistoceno tardio de
Uruguay, inferidos mediante estudios de isotopia estable [§13C)

Morozi, E & ML Uhilla

Facultad de Cierneciaz, Igud 4225, Montevideo, 11400, Uruguary.
elitn or 37 @y ahoocom; martinubilla @grmail com

Presentamos log primeros datos isotdpicos de 813C, en caballoz pertenecientes al
Fleiztoceno Tardio del rnorte de Uruguay (Formacion Sopasz ) con los que se
infieren preferercias alimentariaz y palecarabientales Se han obtenido edades de
14C ¥ O5L que abarcan principalments el intervalo 60-30 kyr BP, correlacionado
con el altmo Interestadial [MI3-3) Los especimenes pertenecen a las colecciones
palecntoldgicas de la Facultad de Cienciaz [FC-DPV ) Museo Nacional de Historia
Nataral (MMHN), Montevideo; Muszeo Histdrico Departarnental-Paleontologia,
Artizaz (MHD-P] r a la coleccion Ghizzoni de Salto [C), Se utilizd esmalte dental de
fiziles de Equus neogeus (n: 17) e Hippidion principale (n: 7), recogidosz del mismo
contexto sedimentario, sugiriendo simpatria, Loz andlisiz izotdpicos s realizaron
en el Stable Isotopes Laboratory, University of East Anglia (EDML ) siguiendo
protocolos previaments establecidos, Para la determinacién de la dieta se ziguid el
modelo de Cerling y Harris: valores de 513C enfre -19 y -8%. corresponden a una
dieta C35; de -2 a 2%g a C4, entre -8 ¥ -2%,o dieta mivta, El promedio 513C para
Hippilion principale fue de -1047%0 (-12,81 a -7.50%0), conzistente con dietas
ramoneadoras CF en dreas boszcosas con dosel abierto, Para Eguusreogeus se
obtawo un promedio de -7,35%0 [-1015a -4,55%.), coincidente con pastadores C3
er dreas bogcosas con dosel abierto ¥ de una dieta mixta (con mayor o menor
cotmporente Cd) pero no asighables a pastadores C4 Estos datos podrian explicar
la co-ocurrencia de ambaz especies, ya que exhiben estrategias alimenticias
diferentes ¥ apoyan la caracterizacion de esta agrupacidn de mamiferos como una
fauna mixta, Fundamenta la hipdtesis de un mosaico de ambientes de bosques
riparios, contextos arbéreos semi abiertos ¥y lanuraz, Por ofra parte los datos
sugieren una modificacidn en la dieta de £ neogews, probablements relacionadas
coh catnbiog arnbientales sufridoz entre el MIS-3 y el UMG, ya que existiria en ese
tiernpo ¥ lugar un ecotono con pasturas C3 y C4, Estos resultados se dizcuten en el
marco continental inclorendo informacion izotdpica del Pleistoceno Tardio de
Erazil y Argentina
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Stable Isotopes Studies in Late Pleistocene Horses from Uruguay.

Elizabeth Morosi! and Martin Ubillat

1. Facultad de Ciencias, Igua 4225, Montevideo, 11400, Uruguay.
elimor37@yahoo.com; martinubilla@gmail.com

The first isotope data of horses belonging to a Late Pleistocene mammalian
assemblage of northern Uruguay (Sopas Formation) is provided to document their
dietary preferences and paleoenvironmental implications. Radiocarbon and OSL
ages of the Sopas Formation encompass mostly the interval 60-30 kyr BP, correlated
to the last interstadial (MIS-3). It has been used 5'3C preserved in fossil tooth enamel
of Equus (Amerhippus) neogeus (n: 17) and Hippidion principale (n: 6), collected
from the same sedimentary context, suggesting sympatry. Specimens belong to the
Paleontological collections of the Facultad de Ciencias (FC-DPV) and Museo
Nacional de Historia Natural (MNHN) of Montevideo, Museo Histérico
Departamental-Paleontologia of Artigas (MHD-P) and Gizzoni Collection of Salto
(C). Pre-treatments and isotopic analyses were performed during an internship at
Stable isotopes Laboratory (SIL, University of East Anglia), by one of us, following
the protocols previously set. In determining the types of diet, the Feranec-
MacFadden model was follow: Cz diet, 5*3C values from -19 to -8%o; C4 diet, 8'3C
from -2 to 2%o., and C3/C4 diet (mixed diet), 8*3C from -8 and - 2%,. The d'3C average
for Hippidion principale is -10.47%o (-12.81 to -9.24 %), consistent with animals
browsing C3 plants in open canopy wooded areas. The &'3C result of -7.51%so is not
included in the average but was considered in the global study. Meanwhile the &'3C
average for Equus (A.) neogeus is -8.33%o (-10,15 to -4,55 %,), these results would
reflect a Cs browser in open canopy wooded areas and a mixed diet (with greater or
lesser component of C4 pasture), but not assignable values to C4 grassers. It could
explain the co-occurrence of both horses that exhibit in some extent different food
strategies. The mammalian assemblage of the Sopas Fm. was characterized as a
mixed-fauna, including tropical to temperate taxa associated to arid to semiarid
species. The hypothesis of a mosaic of environments, including riparian forest, semi
open arboreal context and open plains, is substantiated by the inferred type of diet
of both species of horses. The results are discussed in the continental framework
including information from late Pleistocene Brazil and Argentina samples. The data
obtained suggest a modification of feeding strategies in E. neogeus probably related
to the environmental changes from MIS-3 to last glacial maximum conditions.
Contribution to PhD Proj. Pedeciba (E. Morosi).
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ISOTOPES (5%3C), DIETARY AND ENVIRONMENTAL
INFERENCE IN NEOLICAPHRIUM RECENS
FRENGUELLI,1921.

Elizabeth Morosi &Martin Ubilla

Dpto. Paleontologia-ICG, Facultad de Ciencias, Udelar, Igua 4225,Montevideo,Uruguay
elimor37@yahoo.com; martinubilla@gmail.com

The Proterotheriidae have been recorded from the Upper Paleocene to Late Pleistocene. They are
mostly brachyodont, cursorial, small to medium size, showing an early trend toward monodactily. Its
biochron shows a high rate of replacement both at the level of genera and species, reason why this
family can be considered of great biochronological value during its range. Fluctuations in the taxonomic
richness and taxonomic replacement rates are related to climatic-environmental changes happened
during the Cenozoic. In addition, there is a greater diversity of Proterotheriidae in environments where
there is a relatively balanced relationship between forests and grasslands, sharply declining as
environments become more open and arid. In the Pleistocene proterotherids diversity decreased
dramatically to a single species, Neolicaphrium recens Frenguelli, 1921. It is restricted to center and
northwestern Argentina (Cordoba, Corrientes and Santa Fe provinces), northern Uruguay (Artigas, Salto
and Tacuarembo departments) and probably southern Brazil (Rio Grande do Sul state). Even though
the group has been subject of systematic and anatomical studies, this is the first study using stable
isotope as a proxy, in order to obtain dietary habits and environment inferences in Neolicaphrium
recens. The analyzed samples belong to specimens housed at the Paleontological collection of the
Facultad de Ciencias, (FC-DPV), Montevideo and Museo Histérico Departamental de Artigas (MHD-P),
Artigas. They pertain to The Sopas Formation (Late Pleistocene of northern Uruguay) associated to
OSL ages indicating a correlation with the MIS-3: Specimen MHD-P 509 (Cuareim River, Artigas
Department, OSL age 36,100 * 6,200), and specimen FC-DPV 776 (Sopas creek, Salto Department,
OSL age 43,500 + 3,600 to 30,600 + 5,400). To infer the kind of diet, the values of 8*C were compared
with those proposed by MacFadden and Cerling (1996): 8'3C -20 %o to — 9 %o browser (C3z); -9 %o to -2
%o mixed diet (C3/Ca); -2 %o to +2 %o grazer (Cs4). Enamel samples were analyzed with two replicas each,
using IRMS (Isotope Ratio Mass Spectrometry), a specialization of mass spectrometry that allows
measuring the relative abundance of isotopes in a given sample. A Continuous Flow-Isotope Ratio Mass
Spectrometer (Isoprime CF-IRMS) interfaced with an elemental analyzer was employed at the SIL
facilities (Stable Isotope Laboratories), belonging to the School of Environmental Sciences at University
of East Anglia, England. MHD-P 509 samples yielded &*3C values between - 6.91 %o and -9.77 %o (mean
=-8.50%0) corresponding to a mixed diet with high browser content, while in FC-DPV 776 samples, 5°C
values were between -11.08 %o and - 11.73 %o (mean = -11.33 %.), indicating a browser diet. We discuss
these results with the information based on dental features, microwear studies and in particular, the
mesodont condition exhibited by this taxon. The data obtained support an environment of closed to

semi-open forests.
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Stable isotopes (6'3C) in Ozotoceros bezoarticus and Mazama species: diet and
associated environments

Is6topos estables (6'3C) en Ozotoceros bezoarticus y Mazama sp: inferencias de
dieta y ambientes asociados.

Morosi, E., Ubilla, M.
UdelaR, Facultad de Ciencias, Uruguay
elimor37@yahoo.com

Results of stable isotopes (6'3C), dietary inferences and associated environmental are
reported. These are the first isotopic data from Uruguay. An isotopic baseline was
created for the 86'3C, allowing to evaluate its potential for trophic predictability in fossil
herbivores. Samples of tooth enamel were collected from wild specimens of
Ozotoceros bezoarticus (29) from northern and southern localities in Uruguay, and in
Argentina from Buenos Aires and Corrientes Provinces. In four species of Mazama (19):
Mazama gouazoubira (14), M. americana (2), M. nana (2) and M. rufina (1), from
northern and southern localities in Uruguay, and North of Argentina (Misiones, Cordoba,
Chaco and Salta). To infer kind of diets, §'3C values were compared with those prior
proposed for herbivores mammals: 613C of -20 %o to -9 %0, C3 browsers; -9 %o to -2 %o
mixed diet C3/ Ca;, -2 %o to 2 %o Ca grazers. Mazama species from Uruguay indicate a
browser diet in forested areas with a §3C between -17.64 %o and -13.79 %o (mean = -
15.06 %o), regardless the species or geographic location to which they belonged.
Ozotoceros bezoarticus, related predominately to open environments, has two clearly
differentiated populations. The northern Uruguayan deer populations have §3C values
between -10.63 %o and -6.44 %o, (mean = -8.38 %o), corresponding to a mixed diet
with higher content of C4 grasslands. While the southern Uruguayan populations present
a 613C between -15.54 %o and -9.04 %o (mean = -13.39 %o), with predominance of a
browsers diet in C3 plants. Specimens from Buenos Aires Province have similar values to
those observed in the southern Uruguay. Females and young deer have values that are
kept within the population to which they belong. But the highest intra-group values are
reported to the South of Uruguay, while in the North are recorded the lowest.

* Contribucion proyecto doctoral E.M.
Pedeciba-Biologia
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PALEOECOLOGIA DE UNGULADOS FOSILES DEL CUATERNARIO
CONTINENTAL DE URUGUAY (FORMACION SOPAS) MEDIANTE
ANALISIS ISOTOPICOS.

Elizabeth Morosi. Dpto. Evolucion de Cuencas. Facultad de Ciencias. Igua4225
Mail: elimor37@yahoo.com

El 3'3C es una técnica que permite medir el fraccionamiento isot6pico del
carbono, que sucede naturalmente en las plantas, siendo de suma utilidad en la
reconstruccion de dietas de distintas especies.

Presentamos los primeros datos isotopicos de ungulados fésiles y vivientes
pertenecientes a las familias Equidae, Camelidae y Cervidae, componentes de una
fauna atipica de Uruguay (Pleistoceno Tardio, 60.000-30.000 afios AP), que incluye
taxones alopatridas, los que representan tipos de ambientes disimiles, desde climas
aridos y frios hasta zonas tropicales y templadas, que no se superponen hoy en dia
y son una contradiccion climatica.

Los datos preliminares, reflejan una predominancia de dietas ramoneadoras y
mixtas, con mayor o menor componente de pasturas C4, que se podria interpretar
como una zona de ambientes semiabiertos.

Por otra parte, se ha analizado el d33C en Ozotoceros bezoarticus y Mazama
gouazoubira contemporaneos, permitiendo establecer un patron de control isotdpico
y valorar su potencial para la predictibilidad tréfica en los fésiles, asi también como
analizar las implicancias paleobiogeogréficas y ecolégicas relacionadas con las
formas extintas. Los resultados preliminares para M. gouazoubira son los esperados
(ramoneador de ambientes cerrados), los obtenidos para O. bezoarticus no, ya que
no refleja contextos dominados por pasturas.
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Preliminary report on isotopic studies (5°°C) in living and Late Pleistocene
ungulates of Uruguay: paleoecological inferences®

Elizabeth Morosi! and Martin Ubilla!
1. Faculty of Sciences, Igua4225, Montevideo, 11400, Uruguay.

elimor37@yahoo.com

13
The first & C 1sotope data of mmigrant ungulates belonging to an atypical fauna of Uruguay
. ) ) - =T
(Formacién Sopas, Late Pleistocene, 60-30 ky BP) are provided. In addition, & C 1sotope data
were produced in the lwing Czatoceros bezoarticus and Mazama gouazoubing with the purpose

of establishing isotopic control patterns and assess therr potential for trophic and environmental

predictability. The 6130 analyses were made in dental enamel Fossil specimens belong to the
Faleontological collections of the Faculty of Science and National Museum of Natural History
(MITHDN) of Montevideo, living specimens belong to zoological collections of the Clemente
Estable Research Institute-SG and MNHN. GNS Laboratory (Mew Zealand) facilities were
used, following the protocols set for samples collection, pre-treatment and shipment In

determining the types of diet, the Fenerac-MacFadden model was follow: C3 diet, 5130 values
from -19 to -9 Ve, Cy diet, & C from -2 to 2 Y%e, and Cy/Cy diet (mixed diet), 5 C from -9 and -
2 %o. The first GBC base line of extant ungulates from Uruguay was obtained, in which the
mean values ofSIBC for Mazamea gouszoubira (N=5)was -15.96 (-17.64 to 14.63) %, and
for Ozotoceros bezoarticus (N=5) -12.98 (-14.34 to -6.79)%e M. gomizoubirais a good
predictor of Cs plants consumer in closed environments (canopy), while Ozatoceras
bezoarticus reflects a more browser diet than expected, for an open contexts inhabitant at this
latitude. The average SBC for fossils deer (IN=3) was -8.80 (-10.01 to -7.44) %, which indicates

13
mixed diet The & C average for the horse Hippidion cf H. principale (N=2) was -11.49

(-12.18 to -10.08)%e, consistent with animals living and browsing mn wooded areas.
13
For Bquus cf E. neggens (M=), the & C average was -8.33 (-8 97 to -7.68) %o, that indicates

13
mixed diet. Finally, one camelid showed a8 C of -6.81 %o, It is noteworthy that not Ca grassers
were detected From late Pleistocene beds of Southern Uruguay (Colonia Department), similar

information to those obtamed for Sopas Forrmation was produced (he extinct camelid

Hemiagrichenic presented 6130 -94% and Hippidion cf. H. principale GBC -11.14). Although
these are preliminary data, the results reflect browser and mixed diet predominance (with
greater or lesser component of Cs pasture), but not assignable values to Cq grassers, which could
be interpreted as preponderance of semi-open environments likely modeled by the MIS3
climatic conditions * Contribution to PhD Project-Pedeciba-Biologia (E. Morost) and CSIC-
Project-C211-348 Q4 Ubilla).
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CAPITULO 11

11- Consideraciones finales y perspectivas.

Nuestros estudios isotOpicos, permitieron analizar e inferir estrategias
alimenticias y ambientes asociados de varias especies actuales, algunas de ellas
poco a nada conocidas, como es el caso de Mazama nana.

Con las poblaciones de Ozotoceros bezoarticus y Mazama gouazoubira
contemporaneos de Uruguay, generamos una linea de base isotopica. La que fue
validada con los datos isotépicos de la flora existente en las distintas eco-regiones
de Uruguay. Tomando en consideracion las caracteristicas transicionales que
existen en la vegetacion y la existencia de un ecotono de pastizales C3.Cas, que migra
en el invierno hacia el norte.

Con este patron isotdpico de referencia, inferimos estrategias alimenticias y
ambientes asociados de varios taxa de la fauna pleistocénica tardia de la Formacién
Sopas.

Algunos de esos resultados, como los de Neolicaphrium recens y Paraceros
fragilis, son completamente inéditos, ya que la informacién existente es poca y no
se conocia que tipo de estrategias alimenticias podian tener y en qué tipos de
ambiente vivian.

Utilizando otros proxis, como son los datos palinoldgicos del sur de Brasil,
Uruguay y Argentina y los registros antérticos de temperatura correspondientes al
MIS-3, sumados a nuestros datos isotdpicos, planteamos la existencia de un
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ecotono de pampas-campos (Cs-Cs), basados en el gradiente isotopico de la dieta
de Morenelaphus sp.

Observamos que los datos isotopicos de los fésiles, se correspondian mejor
con un ecotono que no fuera estatico, sino que migrara. En el periodo estudiado del
MIS-3 entre los 50 y 30 Ka, durante los interestadiales las condiciones climaticas
mejoraban y el ambiente era propicio para que el ecotono retrocediera hacia el sur.
Mientras que en los estadiales, este se movia hacia el norte, debido al
desplazamiento de las incursiones del frente polar frio y himedo, mas frecuentes e
intensas. Estos cambios climaticos, tenian como consecuencia que la composicion
C3.Ca del pastizal en el norte de Uruguay variara.

Durante el estadial, hay una mayor oferta y por lo tanto una tendencia hacia
un mayor consumo de pastos Cz y esto es apreciable en la composicién isotopica
de la dieta de los caballos.

Equus neogeus (pastador Cs3.Cs en ambientes abiertos de pradera) e
Hippidion principale (pastador ramoneador en zonas arboladas sin dosel),
incrementaron en promedio, la asimilacion de Cz en un 12 y un 13 %
respectivamente.

La utilizacion de varios proxis en conjunto, ayudan a una mejor interpretacion
de los resultados isotépicos, relacionando el comportamiento alimenticio con los
patrones de vegetacion y el cambio climatico a escala de pocos milenios.

Por ultimo, algo que aprendimos en este largo camino, es que en aquellas
investigaciones que involucren datos isotdpicos, seria conveniente que estos fueran

corregidos por efecto Suess, tanto en ejemplares fosiles como actuales y se
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evaluara el estadio ontogenético de los individuos, ya que ambos factores pueden

llevar a inferencias erréneas.

¢,Que falta por hacer?

iAun queda mucho por hacer! Del set de muestras, que analizamos en
nuestras pasantias en los laboratorios de isotopia estable, solo hemos utilizado una
fraccion. Aun nos resta estudiar los datos de ejemplares fosiles de:
- los camélidos de la Formacion Sopas, entre los que se encuentran
Hemiauchenia, Lama guanicoe y Lama vicugna.
- équidos, cérvidos y camélidos de la Formacion Dolores.
- analisis de especimenes de Macrauchenia
- datos isotopicos en la fraccion organica (colageno) de huesos y dentina que
pertenecen a distintos taxa y formaciones y analizar su correspondencia o

congruencia

En un ambito geoquimico, consideramos importante realizar comparaciones,
gue se puedan utilizar como patrones, en futuros trabajos isotopicos en fosiles
pleistocénicos de las formaciones de Uruguay, o con fésiles que tengan
caracteristicas similares, como ser:

- La comparacion de resultados isotépicos de diferentes fracciones

(carbonatos y colageno), pertenecientes a los mismos ejemplares (tomando
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en consideracion el enriquecimiento entre ambos) y evaluar que método es
mas conveniente

- Comparaciéon entre los datos de colageno, carbonatos biogénicos y
sedimentarios del entorno donde fue colectado el fosil.

- Contamos con resultados de diferentes tejidos (esmalte, dentina,
hueso, astas), pertenecientes a los mismos ejemplares, que fueron
analizados en tres laboratorios diferentes y a su vez con técnicas diferentes.
¢, Son esos resultados similares? o ¢ dependiendo del laboratorio y la técnica
isotépica IRMS utilizada (flujo continuo, dual inlet manual o automatico), se
obtienen resultados diferentes?

- ¢, Cuan importante son el muestreo o los pretratamientos? ¢ influyen o
no, en la inferencia de los resultados?

Las respuestas a estas preguntas y otras similares, permitirian enfocarnos

en las técnicas mas adecuadas al tejido actual o fésil en estudio.
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