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AVALIAGCAO DA EXISTENCIA DE ISOLAMENTO REPRODUTIVO ENTRE
DISTINTOS CITOTIPOS DE VEADO-MATEIRO (MAZAMA AMERICANA) POR
MEIO DE MACHOS HIiBRIDOS

RESUMO - A espécie Mazama americana tem sido bastante estudada nas areas
de ecologia, genética e reproducéo devido as recentes duvidas quanto a validade
de seu taxon. Estudos citogenéticos e moleculares demonstram que atualmente
este taxon é composto de uma espécie que apresenta até seis citétipos diferentes.
Instituicdes voltadas a conservagao classificam este taxon como “Dados
insuficientes”, devido as incertezas taxonémicas. Este trabalho teve como objetivo
avaliar a fertilidade dos animais resultantes de cruzamentos intra e intercitétipos
para inferir sobre a existéncia de isolamento reprodutivo entre os citétipos e
conclusdes acerca da existéncia de espécies novas. Foram avaliados o sémen,
histologia testicular, perfil de metabdlitos fecais de testosterona e a meiose de sete
animais, sendo dois puros (cruzamento intracitétipo), trés hibridos de mesma
linhagem evolutiva e dois hibridos de linhagens evolutivas diferentes. Os
resultados mostram que os animais puros tiveram melhores desempenhos
reprodutivos seguidos pelos animais hibridos entre citétipos de mesmas linhagens
evolutivas, que foram sugestivos de subfertilidade. Os animais de linhagens
evolutivas diferentes apesar de apresentarem atividade estereidogénica foram
azoospérmicos 0 que nos permite concluir que dentro do taxon existem pelo
menos duas espécies diferentes com possibilidade de duas subespécies dentro de
cada ramo filogenético. Estes resultados implicam na necessidade de novas
caracterizagbes taxondmicas, inclusive para que sejam estruturados planos de
acao para conservacao de espécies que pudessem estar correndo risco de

extingdo.

Palavras-Chave: Hibridacao, Isolamento reprodutivo, Meiose, Veado-Mateiro



EXISTENCE OF REPRODUCTIVE ISOLATION AMONG DIFFERENT
CYTOTYPES OF RED BROCKET DEER (Mazama americana) BY
EVALUATION OF HYBRIDS MALES

ABSTRACT - Mazama americana (Mammalia, Cervidae), has been widely studied
in ecologic, genetic and reproductive areas given recent doubts about its
taxonomic validity. Cytogenetic and molecular studies showed that currently this
taxon is composed by a species with up to six different cytotypes. The World
Conservation Union IUCN classified this taxon as “data deficient” given the
taxonomic uncertain of this species. This research aimed to evaluate the fertility of
of intra and intercytotypic breeding products in order to conclude about the
occurrence of novel species. Semen analysis, testicular histology, fecal
testosterone metabolites and meiosis of seven breeding products, being two of
them pure (intracytotipic breeding), three hybrids from the same evolutive lineage
and two hybrids from different evolutive lineages. Results show that pure products
have better reproductive performances, being the hybrids from the same evolutive
lineage suggestive of subfertility. The hybrid products from different evolutive
lineages were azoospermics, despite their steroid activity. These results show the
occurrence of almost two different species and the possibility of almost four
subspecies. It implies the necessity of new taxonomic review, which will aid in the

design of action plans for the conservation of endangered species.

Keywords: Hibridization, reproductive Isolation, meiosis, red brocket deer



. INTRODUGAO

O veado-mateiro (Mazama americana) € uma espeécie de cervideo de médio
porte, poliéstrico ndo sazonal que possui ampla distribuicdo geogréfica, o que,
facilitou a passagem destes animais por um complexo sistema evolutivo que tem
gerado muita polémica quanto a validade do taxon.

Evidéncias citogenéticas (JORGE & BENIRSCHKE, 1977; NEITZEL, 1987;
DUARTE, 1998; SARRIA-PEREA, 2004) e filogenéticas (DUARTE et al., 2008;
ABRIL et al., 2010) apontam a existéncia de duas linhagens evolutivas, sugerindo
que a espécie M. americana seja um complexo de espécies cripticas, pois apesar
da similaridade morfolégica (Figura 1) entre os individuos (THOMAS, 1913;
ALLEN, 1915; CABRERA, 1960; ROSSI 2000), estes apresentam altos niveis de
diferenciacédo genética e diversificacdo de haplétipos em diferentes localidades
geograficas (ABRIL et al., 2010).

Atualmente, esta espécie esta classificada como “dados deficientes” na
Lista Vermelha da IUCN (2010), reflexo de toda a complexidade do taxon quanto a
possibilidade de existéncia de outras espécies dentro do que hoje se acredita ser
uma espécie so.

A esterilidade ou subfertilidade do hibrido € tida como uma importante regra
na diferenciagdo e manutencdo de espécies distintas (DOBZHANSKY, 1936).
Complexos rearranjos cromossOmicos na forma heterozigotica estédo associados a
diminuicdo na fertilidade e até esterilidade, provavelmente devido aos
pareamentos cromossOmicos defeituosos durante a fase de meiose |, mais
especificamente durante o paquiteno, com a consequente segregagcao de gametas
desbalanceados (BENIRSHCKE & KUMAMOTO, 1991; DOBIGNY et al., 2002).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a fertilidade de animais resultantes
do cruzamento de varios citétipos de veados-mateiro (Mazama americana) a fim
de inferir sobre a existéncia de isolamento reprodutivo, validade do taxon e sua

atual sistematica.



Figura 1. Espécimes machos de veado-mateiro (Mazama americana), a esquerda
animal T251 oriundo do citétipo juina e seu cariétipo e a direita animal

T205 oriundo do citétipo Parana e seu cariétipo.



Il. REVISAO DE LITERATURA

21. A espécie Mazama americana

O veado-mateiro (Mazama americana Erxleben, 1777) é a maior espécie do
género, apresentando um aspecto robusto com 30 a 40 Kg de peso vivo, dorso
arqueado com altura de cernelha entre 58 a 80 cm e comprimento de 90 a 145 cm
(DUARTE, 1998).

Evolutivamente, esta espécie deve ter surgido durante o Periodo
Pleistocénico, provavelmente a partir de uma espécie de chifres em forma de
galho (RIBEIRO, 1919; GROOVES & GRUBB, 1987), como demonstram alguns
estudos moleculares e morfologicos (SMITH et al.,, 1986; CRONIN, 1991;
DOUZERY & RANDI, 1997).

De acordo com WEBER & GONZALEZ (2003) o veado-mateiro é o cervideo
da América latina que possui maior distribuicdo geografica, porém, sem uma
conformidade taxondémica devida. Segundo estes autores a espécie possui uma
distribuicdo que vai desde a América Central, ao sul do México, passando por
quase toda a America do Sul, chegando até o norte da Argentina.

Esta espécie ao longo do tempo passou por diferentes divisbes e
classificagbes taxondmicas devido a estudos de comparag¢des morfoldgicas. Em
1913, Thomas reconheceu uma subespécie de M. americana ao sul do Brasil
(Parana) e descreveu duas novas espécies: M. zetta e M. sheila, confirmado por
ALLEN (1915) que, além destas, citou mais seis espécies e trés subespécies,
enquanto CABRERA, em 1960, realizou uma reclassificagdo citando nove
subespécies.

Entretanto, em seu levantamento taxondmico do género Mazama no Brasil,
ROSSI (2000) encontrou que M. americana tem, na realidade, uma grande

variabilidade intra e interpopulacional de varios caracteres morfologicos externos,



e concluiu que existe uma unica espécie, descartando assim a existéncia de
subespécies. Neste estudo, ele concluiu ainda que a populagao litoranea (desde
Santa Catarina até o sul de Sao Paulo) apresenta-se parcialmente diferenciada da
populacédo do interior do continente, podendo constituir outra espécie incapaz de
ser discriminada por caracteres cranianos, de pelagem ou coloragao (estudados
por ele).

A primeira analise citogenética em M. americana foi feita por TAYLOR et al.
(1969), que descreveram uma fémea com numero dipldide (2n) de 68 € numero
fundamental (NF) de 74, sendo seis cromossomos metacéntricos ou
submetacéntricos e 62 acrocéntricos, quatro deles muito pequenos. JORGE &
BENIRSCHKE (1977) descreveram o cariétipo da subespécie M. a. temama de
Tamaulipas, México, como tendo 2n=49/50 e NF=72, sendo 20 autossomos meta
ou submetacéntricos, e 28 acrocéntricos, quatro deles muito pequenos, sendo o
cromossomo X um submetacéntrico de tamanho semelhante ao do par 6, e 0o Y
metacéntrico e menor do lote. Também descreveram a fusdo em tandem 4/24 em
uma fémea.

NEITZEL (1987) encontrou ainda outro padréo para a espécie, analisando
uma fémea procedente do Paraguai com 2n=52, NF=56, acrescido de 4 a 5
cromossomos supranumerarios (cromossomos B), sendo o X o maior do lote e de
morfologia submetacéntrica e com uma banda C intersticial no brago longo, o que
sugere uma fusao X:autossbmica. Além disso, achou extensos blocos de
heterocromatina C peri-centromérica.

Ao analisar 33 individuos de diferentes localidades do Brasil, DUARTE
(1998) encontrou expressiva variagdo tanto no numero dipldide de cromossomos
(42 a 53), quanto no numero fundamental de bragos (48 a 57). A partir dai, notou-
se que alguns cariotipos eram caracteristicos de algumas regiées, permitindo
distinguir sete diferentes citétipos: Rio Negro, Manaus, Jari, Acre, Ronddnia,
Carajas e Rio Parana.

DUARTE (1998) alertou ainda que, os distintos citotipos possuem potencial
de serem espécies distintas e estarem em risco de extingdo. Muitos problemas na

conservacao das espécies estdo relacionados a vulnerabilidade de pequenas



populagdes e ao fato das florestas tropicais das Américas Central e do Sul
estarem sendo fortemente transformadas pela agricultura e pecuaria, causando a
fragmentacéo e perda dos habitats ocupados pelo veado-mateiro (CARNELOSSI,
2008).

SARRIA-PEREA (2004) comparou citogeneticamente alguns citétipos da
espécie M. americana e retratou uma diferenca entre os citétipos Parana e
Carajas devido a uma fusdo em tandem. Além disso, relatou que o citétipo
Rondoénia esta consideravelmente mais distante evolutivamente dos citotipos do
Parana e Carajas, por diferir em quatro fusbes em tandem e uma translocagao
Robertsoniana, além de varios caracteres polimorficos.

Ao estudar molecularmente a espécie, ABRIL et al. (2010) detectaram duas
linhagens evolutivas, confirmando os achados citogenéticos, uma composta pelos
citotipos Rondénia e Juina e outra pelos citétipos Parana e Carajas. Afirmaram
ainda que ha um grau de diferenciagao genética dentro da espécie maior do que
entre diferentes espécies do género Mazama, o que reforca a hipotese de

espécies distintas.

2.2. Especiagao e isolamento reprodutivo

Desde o inicio da Era Darwiniana a especiagao tem sido estudada e
inumeras vezes questionada para adequar-se aos novos conceitos de espécie e
especiacdo. Existem varios conceitos aceitos para “espécie” dependendo da
filogenia e/ou o grupo experimental estudado, por exemplo, conceito morfoldgico,
filogenético e bioldgico.

O conceito morfolégico, onde o fendtipo € o parametro determinante da
especiacdo, nem sempre € aplicavel as espécies de mamiferos, em especial
quando se trata de espécies cripticas, como € o caso da suspeita dos veados-
mateiro (DUARTE, 1998).

O conceito filogenético faz referéncia o quao distantes as espécies podem

estar entre si, levando em consideragéo longos periodos de tempo. A vantagem



desta proposta € a possibilidade de avaliar fosseis além da historia evolutiva com
possibilidade de determinar ancestralidade (VELASCO, 2008).

De acordo com o conceito biolégico de MAYR (1963), espécie sao grupos
de populagdes naturais que se entrecruzam e estdo reprodutivamente isoladas de
outros grupos. Atualmente, o que se generaliza e utiliza com maior freqiéncia é o
conceito biolégico (genético-reprodutivo) de espécie (COYNE & ORR, 1998),
apesar da grande desvantagem de n&o ser aplicavel as espécies fosseis e
populagdes semelhantes porém com descontinuidade geografica.

Com isso, um importante fator que rege o conceito bioldégico sdo os
mecanismos de isolamento reprodutivo, citados e classificados por MAYR (1963)
como mecanismos pré-copulatorios ou pés-copulatorios.

Os mecanismos pré-copulatérios sdo aqueles onde as espécies estudadas
nao conseguem realizar a copula sejam pelas diferengas de horarios de atividade,
por exemplo onde uma espécie tem habitos diurnos e outra noturnos, ou pela ndo
deteccao do cio da fémea da outra espécie.

Dentre os mecanismos poés-copulatérios estdo: a mortalidade gamética
(onde, ha transferéncia de espermatozéide, mas o 6ocito ndo é fecundado);
mortalidade zigética (o odcito € fecundado, mas o zigoto morre); inviabilidade do
hibrido (o zigoto gera um F1 hibrido com viabilidade reduzida); e por fim, a
esterilidade do hibrido (onde o zigoto da origem a um hibrido F1 viavel,
completamente ou parcialmente estéril podendo até produzir um F2, porém
deficiente).

Para COYNE & ORR (1998), um fator importante no estudo de especiacao
€ uma avaliagao criteriosa da presenca e evolugdo de um mecanismo de
isolamento reprodutivo. Ha necessidade de considerar a condicdo das “espécies”
apresentadas, por exemplo, em espécies alopatricas, existem muitos mecanismos
de isolamento agindo simultaneamente, ja nas espécies simpatricas, esta
discriminacao torna-se mais dificil de ser demonstrada, devido aos varios fatores
que normalmente estdo presentes.

Assim, é notdério que a determinacdo de espécies € bastante complexa,

exige inumeras ferramentas para auxiliar na tomada de decisdo; em primeiro plano



seguem as avaliagbes ecoldgicas (habitat, ciclo circadiano, fenoétipo, entre outros),
avaliagbes genéticas (cariotipagem, filogenia, aloenzimatica, genotipagem) e
reprodutivas onde a decisdo final deve ser conclusiva.

Teoricamente, o isolamento reprodutivo pds-zigoético tem sido bastante
estudado em modelos laboratoriais como moscas do género Drosophila (COYNE
& ORR, 1998; HOLLOCHER, 1998) e ratos domésticos (OKA et al., 2004,
BRITTON-DAVIDIAN, 2005).

Estes modelos tém geralmente buscado responder uma das principais
questdes, ainda sem resultado plausivel, a Teoria de Haldane. Esta teoria traz por
definicdo que: “Quando ha descendentes F1 de dois animais de espécies
diferentes um género sexual é ausente, raro ou estéril, e este género é o
heterozigoto” (HALDANE, 1922).

Para fundamentar sua teoria, HALDANE (1922) tabelou mais de 30
espécies de Lepidoptera, nove de aves e seis de mamiferos que foram cruzados
com outras espécies dentro do mesmo género ou proximos destes e que seguiram
sempre sua prerrogativa.

Um ponto de vista geralmente negligenciado pelos modelos laboratoriais é
o impacto genético que as hibridagdes podem causar em populagdes de vida livre.
De acordo com o ponto de vista de BARTON (2001) a hibridagao interespecifica
proxima pode ocasionar a adaptacdo de espécies pela introgressdo de alelos ou
pela estabilizagdo de uma recombinagao génica. Por outro lado, a hibridagao pode
decretar o fim de uma populagao, visto que com a producéo de hibridos estéreis
de animais sazonais, por exemplo, declinam a populacédo efetiva e aumentam a
endogamia.

Um bom exemplo do papel danoso da hibridacdo é o caso dos ibex-dos-
Alpes (Capra ibex ibex) e os da montanha de Tatra (Eslovaquia). Quando estes
animais entraram em vias de extingdo, alguns individuos da Austria foram
translocados para aumentar o efetivo populacional. Com o0 sucesso da
sobrevivéncia dos animais austriacos, alguns anos mais tarde individuos da
Turquia (C. i. aegagrus) e da Nubia (C. i. nubuana) foram translocadas para conter

a depressdao endogamica. No entanto, a prole desta segunda etapa efetuavam



seus cruzamentos no inicio do outono diferentemente da populagéo original que
era no inverno, com isso, 0os nascimentos ocorriam no més de fevereiro, 0 més
mais frio do ano, incapacitando a sobrevivéncia dos F2 e findando assim a
populagao Eslovaquia (GRIEG, 1979).

Varias ferramentas podem ser utilizadas para apoiar cientificamente a
validagcdo de um taxon. Dentre elas, as analises citogenéticas, moleculares,
aloenzimaticas, dentre outras.

BAKER & BRADLEY (2006) enumeraram nove espécies cripticas de
mamiferos que foram descritas a partir de analises cariotipicas e aloenzimaticas,
séo elas: Thomomys bottae—umbrinus, Sigmodon arizonae—hispidus—mascotensis,
Macrotus californicus—waterhousii, Mus domesticus—musculus, Rhogeessa
genowaysi—tumida, Lasiurus ega—xanthinus, Sorex araneus—coronatus—granaries
e Peromyscus beatae—boylii—levipes. De acordo com esses autores a grande
maioria dos hibridos F1 tiveram diminuicdo da fertilidade.

Normalmente, os cariotipos sdo as primeiras evidéncias a sugerirem novas
espécies. Os casos mais bem documentados na literatura sobre especiagao e
hibridacdo de animais fenotipicamente semelhantes que foram inicialmente
descobertos por citogenética sdao os Musaranhos Sorex (KATARZYNA et al.,,
2006), os roedores Taterillus (DOBIGNY et al., 2002) e Thrichomys (BORODIN et
al. 2006) e o roedor subterraneo Ctenomys (GARCIA et al., 2000).

O musaranho, assim como o veado-mateiro, possui um variado padrao
cariotipico com similaridade geografica e os machos também possuem um padrao
sexual cromossémico XYYz (ABRIL et al., 2010). Contradizendo as expectativas,
que sugeriam que nas zonas hibridas dos Sorex sp. seriam encontrados machos
heterozigotos inférteis, houve apenas uma deplecao da fertilidade, sugerindo sub-
fertiidade (KATARZYNA et al., 2006).

DOBIGNY et al. (2002) estudaram um grupo de roedores do género
Taterillus (Muridae, Gerbillinae) do oeste africano e descreveram cinco espécies
cripticas com 5 a 20 rearranjos cromossdmicos, dentre estes, o sistema XYYz No
entanto, os Taterillus do leste e centro africano, ndo apresentaram tal sistema

sexual. Os autores sugeriram, portanto, que entre as espécies Taterillus sp 1,



Taterillus sp 2 e T. pygargus, cariotipicamente diferentes um do outro por 7 a 10
translocacbes robertisonianas metacéntricas e uma fusdo em tandem,
provocariam disturbios gametogénicos nos possiveis hibridos pela formagao de
um anel cromossdmico entre homdlogos.

Durante muitos anos o género Thrichomys foi considerado monoespecifico,
pois morfologicamente os animais n&o variavam, no entanto, através de analises
geomeétricas multidimensional do cranio e citogenéticas em meados de 2002 foram
sugeridos a divisdo em T. pachyurus, T. apereoides apereoides e T. apereoides
laurentius. No estudo de fertilidade, os hibridos entre as espécies e subespécies
de Thrichomys, acima citadas, tiveram wuma redugdo no numero de
espermatogOnias, auséncia de espermatozoides e menor massa testicular em
relagao aos parentais (puro em espécie) (BORODIN et al., 2006).

Os tuco-tucos (Ctenomys spp.) sdo roedores subterraneos que estao
amplamente distribuidos na America do Sul, e sdao os mamiferos de maior
variagao cariotipica dentro de um unico género, com relatos de 2n=10 chegando a
70 e o NF variando de 16 a 84 (GARCIA et al., 2000). Para estes animais, existem
relatos de cinco espécies (C. mendocinus C. azarae, C. australis, C. chasiquensis
e C. porteousi) com o mesmo caridtipo (MASSARINI et al., 1991), contrariando
por exemplo a espécie C. flamarioni que apresenta uma ampla variagcédo
cromossdmica com relatados de translocagdes Robertsonianas (FREITAS, 1994).
Este tipo de mutacao tem sido descrita como um rapido e eficiente mecanismo de
isolamento reprodutivo entre populagées mutadas e ndo conservadas (CORTI et
al., 1986; BRITTONDAVIDIAN et al., 2000; e revisado por SEARLE (1993).

Alguns trabalhos tém demonstrado que nos casos em que este rearranjo
ocorre, as diferengas genéticas e/ou morfolégicas nao sao suficientemente
diferentes para identificar facilmente as duas espécies, porém, estas tornam-se
reprodutivamente isoladas (VIE et al., 1996; BRITTON-DAVIDIAN et al., 2000;
TAYLOR, 2000; WANG & LAN, 2000). No entanto, acredita-se atualmente que
apenas a ocorréncia cumulativa de varias fusdes céntricas (Robertsonianas) sao

capazes de isolar reprodutivamente duas espécies (DOBIGNY et al. 2002).
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Dentro da familia Cervidae existem varios estudos de cruzamentos hibridos
principalmente relacionando espécies com interesses zootécnicos, como por
exemplo; entre o cervo-sambar (Cervus unicolor) e cervo-nobre (C. elaphus)
(MUIR et al., 1997), entre cervo-sika (Cervus nippon) e cervo-axis (Axis axis)
(ASHER et al., 1999), entre cervo-nobre (C. elaphus) e cervo Pére David
(Elaphurus davidianus) (TATE et al., 1997), entre cervo-dama europeu (Dama
dama dama) e cervo-dama mesopotamico (D. d. mesopotamica) (ASHER et al.,
1996). No entanto, a hibridagdo mais bem estudada do ponto de vista genético-
reprodutivo é o veado-da-cauda-branca (Odocoileus virginianus) e o veado-mula
(Odocoileus hemionus) que ocorrem simpatricamente em alguns locais do oeste
canadense e norte americano.

Estudos utilizando aloenzimas, nestes animais, demonstraram uma
potencial hibridacdo nos Estados de Montana (CRONIN et al., 1988), Washington
(GAVIN & MAY, 1988) e Texas (STUBBLEFIELD et al., 1986; BALLINGER, 1987;
DERR, 1991). De acordo com CARR et al. (1986), BALLINGER (1987) e DERR
(1990), as duas espécies dividem haplétipos de DNA mitocondrial em algumas
areas no sudoeste dos Estados Unidos. Porém, a ocorréncia de hibridacdo nestas
espécies nao € uma caracteristica tdo evidente em todas as areas de simpatria,
pois, de acordo com DERR et al. (1991), a ocorréncia de F1 hibridos é rara.

O estudo de fertilidade de F1 machos (O. virginianus x O. hemionus) nao
revelou evidéncias genéticas suficientes para reduzir a fertilidade dos mesmos, no
entanto, o retrocruzamento nao foi fértil (DERR et al. 1991).

ASHER et al. (1999) relataram o primeiro registro de um animal resultante
do cruzamento entre um cervo-sika (Cervus nippon) e o cervo-axis (Axis axis). O
hibrido era do sexo feminino e possuia um fenétipo mesclado entre os parentais: a
regiao cervical semelhante ao axis com algumas marcas sugestivas do cervo-sika,
a cauda enegrecida e o chanfro cdncavo, por exemplo. Comportamentalmente,
durante a corrida o hibrido assemelhava-se com o axis quanto a postura da
cabeca e a cauda ereta do sika. O estudo cromossdmico revelou que este hibrido

possuia 2n=67, valor intermediario aos de seus parentais (2n=68 e 66, sika e axis
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respectivamente). O hibrido era aparentemente sazonal, como o cervo-sika, no
entanto, os autores ndo avaliaram a fertilidade.

De acordo com os dados de MUIR et al. (1997), a utilizagdo da inseminagao
artificial de cervos-nobres (Cervus elaphus) com sémen de cervos-sambar (C.
unicolor) resultaram em 8% (n=31) de diagndsticos positivos de prenhes aos 40
dias (por ultrassonografia), 6% (n=24) aos 100 dias e apenas 1% (n=4) de
nascimentos.

Quando o sambar foi inseminado artificialmente por cervo-nobre houve um
total de 50% (n=5) de prenhezes positivas somente aos 40 dias com quatro
nascimentos, sendo todas fémeas. As caracteristicas fenotipicas destas fémeas
foram intermediarias aos parentais, com orelhas compridas como os nobres,
porém nao largas como, normalmente associada aos Sambar. Cariotipicamente o
hibrido entre os cervos-nobre e sambar tem o numero dipléide intermediario
(2n=62) entre os parentais (MUIR et al., 1997).

2.3. Aspectos reprodutivos de hibridos machos

A hibridacdo entre espécies é comumente associada ao decréscimo da
fertiidade chegando a esterilidade ou inviabilidade da prole. Esta perda de
fertilidade ou viabilidade é importante para a manutencéo, diferenciacédo e/ou
adaptacao das espécies (ANDERSON, 1948; BARTON, 2001).

Ja em 1936 DOBZHANSKY afirmava que existiam dois tipos de sistemas
de esterilidade em hibridos: um cariotipico, decorrente da grande diferenca
cromossémica dos parentais ocasionando falhas meidticas e desbalancos
cromossdmicos; e outro génico, onde os parentais ndo sado suficientemente
diferentes quanto ao cariétipo, no entanto, geneticamente sdo muito divergentes, o
que pode provocar uma epistasia deletéria no controle génico da gametogénese.

Ao estudar a expressao do gene da esterilidade hibrida (epistasia entre Hst-
1 e Hst") em ratos através do cruzamento entre Mus musculus domesticus x M.m.

musculus, CHUBB & NOLAN (1987) encontraram que com a hibridagdo ocorreu
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um decréscimo na capacidade estereidogénica das células de Leydig e
observaram ainda o bloqueio da progresséo da espermatogénese durante a fase
de espermatdcito primario, mais especificamente no paquiteno.

Varios trabalhos tém sido realizados, corroborando a idéia de que
aberragdes durante o pareamento cromossdmico geram configuragdes
cromossdmicas desbalanceadas nos gametas, o que provocaria morte celular ou
falhas genéticas apds a fertilizagdo (BOER & JONG, 1989; BORODIN et al.,
1998).

Para KATARZYNA et al. (2006), o formato e o tamanho das multivalentes
cromossdmicas formadas durante o pareamento meidtico da primeira divisdo
estdo diretamente relacionadas ao grau de fertilidade do animal hibrido. Sendo
que configuragbes em anel sdao mais danosas as configuragdes lineares com
pareamentos trans ou sis.

DOBIGNY et al. (2002), por exemplo, citaram que fusbes céntricas
(Translocagbes Robertsonianas) e inversdes pericéntricas nao sao tao deletérias
para fertilidade dos portadores, no entanto, quando estas comecam a se aculumar
com as geragdes o efeito deletério passa a ser observado com maior frequéncia.

Alguns autores ja documentaram que estes rearranjos sao frequentemente
encontrados em roedores (BARROS et al., 1992; NACHMAN, 1992; WALKER &
SPOTORNO, 1992; DOBIGNY et al., 2002), primatas (VIEGAS PEQUIGMONT et
al., 1985; GIRALDO et al, 1986; RUMPLER et al., 1986) e ruminantes
(GUSTAVSSON, 1980; SCHMUTZ et al., 1990; WEBER et al. 1992; ZHANG et al.,
1992; GUIMARAES et al. 1995), sendo as fusdes céntricas as mais comuns
aberragdes cromossdmicas que ocorrem em humanos (FERLIN et al. 2006).

Os efeitos destes dois tipos de rearranjos geralmente ndo séo prejudiciais,
contanto que estejam presentes como rearranjos simples, mas, uma vez que
comegcam a se acumular, vado adquirindo efeitos deletérios (DOBIGNY et al.,
2002).

Em bovinos, a fusdo céntrica dos cromossomos 1:29 é causa de reducao
da fertilidade. Touros que apresentam este rearranjo tém, em média, 10% de

embrides anormais, ja em vacas a porcentagem chega a 20% dos embrides
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(SCHMUTZ et al., 1990). Também foi detectada a redugao de 13,7% de odcitos
fertilizados de uma vaca que apresenta translocacao 14:20, em comparagdo com
sua meio-irma (ZHANG et al.,, 1992). Na Roménia, WEBER et al. (1992)
encontraram uma taxa de concepcéao de 49,3% em touros com translocagao 14:20
quando comparados a touros cromossomicamente sadios (59,2%).

Em contraste com as fusdes anteriormente apresentadas, uma fusdo em
tandem simples pode ser marcadamente deletéria, diminuindo em 50% a
fertilidade do portador (DOBIGNY et al., 2002). No entanto, HANSEN (1969)
encontrou, em bovinos, um decréscimo de 10% da fertilidade.

Alguns estudos histologicos (WHTEHEAD, 1908; WODSEDALEK, 1916;
GOLDSMITH, 1917) foram realizados em testiculos de burros (Equus caballus x E.
asinus) demonstrando disturbios na gametogénese, em especial as falhas no
pareamento cromossémico, provavelmente devido as diferencas no numero de
cromossomos autossdmicos metacéntricos e acrocéntricos entre equinos e
asininos (CHANDLEY et al., 1974; 1975). Recentemente, NEVES et al. (2005)
estudando ultra-estruturalmente o testiculo de burros, sugeriram que os tubulos
seminiferos s&o capazes de completar a espermatogénese.

Dificuldades no pareamento, recombinacdo, segregacao simples, e
especialmente, multipla, em heterozigotos podem ser as causas de parte da
propor¢cao de células germinativas mortas ou do desbalanco cromossdmico. A
morte das células germinativas sao resultados de aberracbes no pareamento
cromossémico na fase de paquiteno (CHANDLEY, 1979, 1988; EPSTEIN, 1986).

TRUJILLO et al (1969) ao estudarem um bardoto (Equus caballus x E.
asinus), diferentemente dos burros, descreveram que o fendtipo do animal se
assemelhava ao do cavalo com excegéo das orelhas alongadas, o animal possuia
em sua histologia ndo apenas uma camada de células no epitélio germinativo,
apresentavam células de sustentagcdo, e células germinativas. Dentre as células
germinativas, os autores chamaram a atengdo para a identificacdo de
espermatogOnias gigantes indicando tetraploidia e espermatoécitos secundarios
contendo quatro nucleos. Foram colhidas sete amostras de sémen e, dentre estas,

duas apresentavam espermatozéides aparentemente normais, inclusive no
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tamanho da cabeca e flagelo, quando comparado com espermatozoéides de
cavalos e jumentos, o que é sugestivo de células hapléides. Um dos ejaculados
chegou a apresentar uma concentragao de 1.500 espermatozoides/mL, embora
duas colheitas tenham sido azoospérmicas.

Como justificativa da presengca de células aparentemente viaveis, os
autores sugeriram trés mecanismos alternativos que poderiam produzir gametas: o
primeiro através da segregacao integralmente independente dos cromossomos do
equino e asinino durante a primeira fase da meiose para duas células filhas, a
probabilidade disto ocorrer foi é de 1 em 2%%; 0 segundo é caso ocorra um niimero
substancial de tetraploidia o que levaria ao pareamento dos cromossomos com
seus devidos homologos, logo, cada espermatécito primario tetraploide teria que
originar quatro espermatozoéides hapldides, e finalizando o terceiro mecanismo
seria que as células tronco germinativas (espermatogdnias) fossem inteiramente
constituidas de material genético sé de equinos e/ou de asininos.

Um fato interessante reportado por WISHART et al. (1988) foi que o
cruzamento entre veado-da-cauda-branca (Odocoileus virginianus) e veado-mula
(Odocoileus hermionus), dependendo se o parental macho era de uma ou outra
espécie influenciou no grau de fertilidade ou infertilidade do filho. Ou seja, em
cruzamentos hibridos onde o parental macho era um espécime de veado-da-
cauda-branca, o filho foi aparentemente subfértii com presenca de uma
espermatogénese completa. Quando o parental macho era um veado-mula, o
resultado do cruzamento hibrido era um filho estéril, onde sé foram detectados
tubulos seminiferos com presenca de espermatogdnias ou tubulos sem células
germinativas.

Um exemplo comumente encontrado na literatura € o estudo reprodutivo de
touros Bos taurus x Bos indicus. Alguns autores afirmam que a heterose
provocada pelo cruzamento pode melhorar geneticamente a prole, tanto
zootecnicamente com uma melhor maciez na carne (MOLINA et al., 1982,
RAZOOK et al., 1986; NARDON et al., 1996; CHASE JUNIOR et al., 1998), bem
como melhor adaptagao das ragas européias ao clima tropical (MORAIS, 1985;
OLIVEIRA & ALENCAR, 1986).
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BRITO et al. (2004) ao estudarem duas racas bovinas uma Bos indicus
(Nelore) e outra Bos taurus x Bos indicus (Canchim) observou que a idade a
puberdade da raga hibrida variou entre 360 + 9,4 e 460 + 5,0 dias entre touros
precoce e tardio respectivamente, ja para os nelore 526,7 + 12,3 e 673,3 £ 19,1
dias. Para a ragca que deu origem e a maior contribuigdo genética (5/8) do
Canchim, o Charolés (Bos taurus), a puberdade ocorre com 287 + 7 dias
(ALMQUIST & BARBER, 1974), sugerindo que a raga mestica é um intermediario
das espécies parentais de origem.

No tocante a producédo espermatica, podem ser observados que touros
mesticos (Bos taurus x Bos indicus) sao mais suceptiveis ao clima, ha uma
reducéao significativa na gametogénese durante periodos mais quentes, embora a
fertilidade nao seja tao afetada. No entanto, a susceptibilidade climatica pode ter
mais razdo adaptativa da espécie européia (Bos taurus) que passou esta
caracteristica a prole que o efeito genético da diferenca (ABREU, 2000).

Nem sempre somente a gametogénese do hibrido é realmente afetada,
mudangas comportamentais e fisioldgicas da reprodugdo podem ser alteradas
inviabilizando hibridos ou seus filhos, como o ocorrido com o ibex-dos-Alpes
(Capra ibex ibex) (GRIEG, 1979).

A questdo endocrinologica reprodutiva de hibrido é pouco estudada, no
entanto, sabe-se que a hibridacdo em si reflete em um decréscimo na capacidade
estereidogénica das células de Leydig (CHUBB & NOLAN, 1987).

ASHER et al. (1996) ao compararem cervos-dama europeu (Dama dama
dama) e hibridos F1 entre cervo-dama europeu e dama Mesopotamico (D. d.
mesopotamica) observaram que o0s animais hibridos possuiam maior peso
corporal, menor circunferéncia testicular durante a primavera, quantidade
plasmatica de testosterona semelhante, embora os picos de testosterona tenham
sido detectados mais cedo nos hibridos, demonstrando precocidade até mesmo
guanto a espermatogénese.

Para McGOVERN (1976) as causas cromossOmicas e génicas nao sao
causas Unicas determinantes para a esterilidade do hibrido. Fatores fisiologicos

podem, também, estar envolvidos. O cruzamento entre o bisdo americano (Bison
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bison) e o bovino domeéstico (Bos taurus) produzem um hibrido macho estéril e
uma fémea fértil que pode até ser cruzada com a espécie parental. Com este
exemplo DEAKIN et al. (1935) levantaram a hipétese de que os machos seriam
estéreis devido a estrutura escrotal, onde no bovino domeéstico o escroto €&
penduloso e possui uma pele fina j& no bisdo a proximidade com a parede
abdominal €& maior além de uma pele mais espessa, isso dificulta a
termorregulacao testicular dos filhos que se aproximassem do fendétipo do biséo e

logo degeneracéo testicular por temperatura.
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lll. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Para realizagdo dos cruzamentos que deram origem aos animais estudados
foram utilizados cinco machos e 10 fémeas parentais obtidos de criadouros e
zoologicos legalizados ou n&o, de varias regides do Brasil (Figura 2) e
posteriormente amostrados por ABRIL et al. (2010) com intengéo da avaliagdo dos
cariotipos e identificacéo dos citétipos.

Estes animais parentais foram translocados para as dependéncias do
Nucleo de Pesquisa e Conservacao de Cervideos (NUPECCE) em caixas de
transporte por veiculos e/ou avido como sugere NUNES et al. (1997), e, mantidos

em baias individuais, posteriormente detalhadas.

Figura 2. Mapa do Brasil detalhado com as localiza¢des de obtencdo dos animais
parentais. Fonte: ABRIL et al. (2010)
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De acordo com a ciclicidade natural (sem sincronizagao do estro) das
fémeas, eram planejados os tipos de cruzamentos e o macho escolhido era
colocado para copula assistida na baia da fémea ou no corredor de manejo.

Dos 26 cruzamentos realizados, 23 foram férteis, sendo que foram obtidos
18 produtos (10 fémeas e oito machos), um natimorto, um parto distocico seguido
de morte do produto, dois abortos e 6bito de uma matriz durante a gestacao.

As causa mortis dos abortos e do natimorto nao tiveram laudos conclusivos.
No parto distocico o feto apresentava-se com os posteriores exteriorizados e foi
necessaria a intervengao cirurgica para a retirada do feto ja morto. O laudo da
necropsia para a matriz que veio a ébito durante a gestagao nao foi conclusivo.

Dos oito conceptos machos, um teve 6bito aos sete meses de idade sem
causas definidas, e os demais foram amostrados neste experimento. Sendo, dois
resultados de cruzamentos entre progenitores de mesmo citotipos (animais 1 e 2),
onde a diferenga cromoss6mica autossOmica entre os parentais (DCAP) foi zero
(Tabela 01 - P), trés resultantes de cruzamentos entre progenitores de citétipos
diferentes porém de mesma linhagem evolutiva (animais 3, 4 e 5), onde a DCAP
foi igual a dois (Tabela 01 - H-ML) e dois de cruzamentos entre progenitores de
citotipos de linhagens evolutivas diferentes (animais 6 e 7), onde a DCAP foi oito e
onze (Tabela 01 - H-LD).

Nos conceptos foi realizado uma avaliacdo prévia do cariétipo dos animais
através do cultivo de linfocitos (MOORHEAD et al., 1960) e cariotipagem com
coloracdo de Giemsa, nestas analises podemos observar que os animais
resultados dos cruzamentos intracitétipos de mesma linhagem evolutiva (DCAP =
0) de veado-mateiro apresentaram o numero fundamental (NF) igual ao reprodutor
paterno, ou seja, animais 1 e 2 apresentaram NF = 45 e 53, respectivamente e
seus respectivos pais 45 e 53.

Os demais animais resultados de cruzamentos hibridos (DCAP = 2 ou > 2)
apresentaram numeros fundamentais intermediarios aos parentais, com excegao

do animal 5 que apresentou NF igual ao materno.

3.2. Manejo de cativeiro
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a) Instalagées:

O projeto foi desenvolvido no Galpao de Manejo de Mazama do
NUPECCE do Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias de Jaboticabal/lUNESP. Todos os animais, anteriormente ao
desmame (seis meses) foram mantidos na mesma baia de suas progenitoras,
apos o desmame, foram mantidos isolados em baias de alvenaria de 12 m?. Estas
baias estavam dispostas em um galpao fechado, com corredor central. O Galpao
de Manejo possuia um sistema de contengdo e manipulagdo dos animais, para

que fossem evitados os acidentes, comuns nesse grupo taxondmico.

b) Alimentagéo:

Os animais foram alimentados de acordo com o proposto por DUARTE
(2010), onde a dieta consiste em administracdo de concentrado equino de alta
palatabilidade (Omolene; Purina®), perfazendo até 1 kg/animal/dia e volumoso (2
kg/animal/dia). Os volumosos aceitos pelos animais foram: soja (Glicyne max),

soja-perene (Neonotonia white), rami (Boehmeria nivea) e amora (Morus alba).

3.3. Contencgao e colheita de material

Durante os seis primeiros meses (periodo de aleitamento) os animais foram
mantidos nas mesmas baias de suas progenitoras, no entanto, apds este periodo,
foram separados em baias individuais e semanalmente acompanhados com
colheitas de fezes frescas (até os 18 meses) para posterior dosagem de
androgenos fecais. Aos seis (desmame), 12 e 18 meses de idade, os animais
foram anestesiados utilizando o protocolo sugerido por PINHO et al. (2010), ou
seja, associagao de cloridrato de xylazina (1 mg/kg) e cloridrato de quetamina (5
mg/kg) aplicada intramuscularmente.

Nas contengbes quimicas aos 18 meses, os animais foram submetidos a
colheita de sémen, utilizando eletroejaculador para bovinos (Duboi®, Brasil) com

estimulos de trés segundos e descanso por trés segundos até um total maximo de
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10 estimulos, seguido de massagens caudo-epididimaria e ondulatorias na uretra,
como sugerido por DUARTE & GARCIA (1995).

Apo6s a colheita de sémen, os animais foram submetidos a orquiectomia
unilateral. Do testiculo retirado foi feita uma bidpsia, para confec¢cao de laminas
para avaliacdo da meiose (complexo sinaptonémico) utilizando-se uma agulha de
bidpsia (Super Core, MD Tech) de 14 gauges e 9 cm. O excedente do material
testicular foi dividido em fracbes de aproximadamente 1 cm de espessura com
auxilio de lamina de bisturi e fixado em solugdo de Bouin durante 24 horas, para

confecgéo de laminas histoldgicas.

3.4. Avaliagao reprodutiva

3.4.1. Avaliagdo do sémen

O sémen foi colhido em tubos Falcon de 15 mL e avaliado quanto ao
volume, por micropipetagem. Posteriormente, retirada uma aliquota de 10 yL para
fixacdo em solugcdo de formol salina na propor¢cao de 1:200 para avaliagao
morfolégica e micrométrica dos espermatozoides e da concentragao espermatica
em camara de Neubauer (espermatozoéides/mL).

O restante das amostras seminais foram diluidas em meio de Tris-Gema
para avaliagdo em duplicata (dois avaliadores) da motilidade individual (%) e vigor
sob microscopia optica com aumento de 400x (CBRA, 1998).

A avaliagdo morfolégica do ejaculado foi realizada pelo método de
preparacdo umida sob microscopia de contraste de fases, onde as morfologias
foram classificadas de acordo com a origem com o objetivo de assistir os defeitos
decorrentes de uma espermatogénese andmala, ou seja, defeitos primarios
decorrente de problemas testiculares ou secundarios decorrentes da maturagao
inadequada (BLOM, 1950).

Para as avaliagbes citométricas, procedeu-se com a extensdo de uma gota

de sémen formolizado sobre uma |amina de microscopia, deixou-se secar ao ar
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por 10 minutos e posteriormente foi corada convencionalmente com Giemsa. As
laminas coradas foram examinadas em microscopio Leica DM 5000 B®, onde
foram feitas as mensuragdes de 100 espermatozéides por animal. Foram medidos,
sob imersao (1000x), o comprimento (C), largura maior (LM) e menor (Lm) da
cabeca do espermatozéide e posteriormente calculada a area pela féormula Folha
de Descartes, proposta por van DUIJN (1960) e apresentada a seguir.

Area = KW) X (O,36Lm + 0,69LM) X C}

3.4.2. Histologia

Apés a fixagdo em solugéo Bouin por 24 horas, os fragmentos testiculares
foram desidratados em alcool 70% durante trés dias consecutivos com troca de
solugéo alcodlica a cada 24 horas, diafanizados em xilol e incluidos em parafina
de acordo com a histotécnica proposta por LUNA (1968). Foram feitos cortes
histoldgicos de 5 ym de espessura e corados com hematoxilina e eosina.

A analise histolégica foi realizada em microscépio 6ptico (Leica DM 5000
B), onde foram mensurados 60 secgdes transversais de tubulos seminiferos por
animal, conforme recomendacdées de BERNDTSON & PICKET (1987). Foram
aferidos o didmetro tubular e altura do epitélio, além da quantificacdo da

populacédo (em 10 seccgdes transversais) de células da linhagem espermatica.
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3.4.3. Dosagem hormonal

a) Processamento inicial das amostras:

As fezes colhidas semanalmente desde o desmame (seis meses) até os
18 meses, sempre as tercas-feiras as oito horas da manha. E importante comentar
que as baias passavam por uma higienizagdo no dia anterior. As amostras de
fezes foram armazenadas em sacos plasticos e mantidas em freezer (-20°C) até o
inicio dos processamentos. Para o processamento as amostras foram secas em
estufa a 56°C por aproximadamente 72 horas e trituradas com auxilio de um
martelo de borracha. Este processamento diminui a influéncia da agua nas
dosagens hormonais e favorece a homogeneizagdo destas nos casos de
disfungcbes gastroentéricas, como diarréia e constipagdo. Adicionalmente, as
amostras processadas possuem a vantagem de serem mais facilmente
manuseadas e armazenadas (BROWN & WILDT, 1997).

b) Extragdo dos metabdlitos fecais:

Os metabdlitos foram extraidos das amostras fecais como descrito por
GRAHAM et al. (2001). Sucintamente, a 0,5 g da amostra processada sao
adicionados 5,0 mL de metanol 80%. A mistura foi agitada em vortex por 30
segundos, por 12 horas em agitador horizontal e novamente em vortex por 10
segundos. Apds centrifugacdo a 1500 rpm por 20 minutos, o sobrenadante foi
separado e diluido em tampao de dilui¢gao (0,2M NaH,POg4, 0,2M Na,HPO,4, NaCl,

BSA e agua destilada, pH 7,0) para posteriores analises.

¢) Ensaio Imunoenzimatico (EIA):

As dosagens foram feitas através de EIA utilizando o anticorpo policlonal
anti-testosterona R156/7 (Universidade da California — Davis — CA — USA) para
testosterona. A reatividade cruzada para o anticorpo anti-testosterona R156/7 é
testosterona 100%; 5a-dihidrotestosterona 57,37%; androstenediona 0,27 %;
androsterona 0,4%; todos os outros metabdlitos <0,04% (C. MUNRO,

comunicagao pessoal). Estes anticorpos foram escolhidos por apresentarem alta



24

reatividade cruzada com os metabdlitos excretados nas fezes de Mazama
americana (VERSIANI et al., 2009). Todos os extratos fecais foram diluidos em
tampéao de diluicdo (1:128 - 0,1M NaPOQg4, 0,149M NaCl, pH 7,0) e dosados em
duplicata. A validagdo das dosagens hormonais foi feita como descrito por
BROWN et al. (2004), pela observacdo de uma disposigéo paralela entre a curva-

padrao e a formada pelo pool de extratos fecais, preparados por diluicdo seriada.

3.4.4. Complexo sinaptonémico

Para analise do complexo sinaptonémico a metodologia utilizada foi
proposta por WISE & NAIL (1987) com algumas modificagdes. A preparagao
celular da biopsia testicular seguiu as recomendagdes de SANTOS et al. (1994). O
material proveniente da biopsia testicular foi picotado com auxilio de lamina de
bisturi até que a suspensdo tomasse um aspecto leitoso e 0 mais homogéneo
possivel (minimo de grumos). Esta suspensao foi centrifugada durante 13 minutos
a 1500 rpm, retirado o sobrenadante e o pellet ressuspenso em 1,0 mL de solugao
de DMEM (suspensao matriz).

Para preparacao das laminas foram retirados 100 yL de suspenséo matriz
e diluida em 0,5 mL de meio de DMEM, tal diluicdo permitiu o ajuste apropriado da
densidade de células (suspenséo para confecgao de laminas). Uma gota desta
suspensao foi colocada sobre uma lamina previamente plastificada (utilizando
solugao contendo 1 g de plastico de transparéncia para retroprojetor de Tri-Acetat
— marca Schwan & Stabilo e 100 mL de Cloroférmio) com bordas seladas com
esmalte a face da gota. Junto a gota de suspensdo foram colocadas duas gotas
de detergente Triton X100 a 0,03% (pH = 7,5) para a ruptura das membranas
celulares, seguida de homogeneizacao horizontal e observagédo ao microscopio
durante o tempo necessario para observacao da expansdo citoplasmatica
adequada.

Decorrido o tempo de expansao foram adicionadas cinco gotas de fixador,
homogeneizacao por agitagdo horizontal e posteriormente a extensdo do material

uniformemente por toda a lamina e secagem overnight em estufa a 45°C. Para
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preparacao do fixador, em 100 mL de agua destilada foi adicionado tampao borato
(3,1 g de acido borico em 250 mL agua destilada, pH = 9,0) para corre¢ao do pH
para 9,0; aquecimento até 70°C e adigao de 4,0 g de paraformaldeido.

Ao esfriar foi acrescido 1,7 g de sacarose e corrigido o pH para 8,9. A
solucao fixadora foi armazenada em geladeira até o momento do uso, previamente
filtrada em papel filtro (milipore). Decorrido o tempo de secagem, as laminas
passaram por lavagens em solugdo de Photo-Flo (Kodak) 0,4% durante um
minuto, enxaguadas em agua destilada e colocadas, novamente, para secar em
posicao vertical a temperatura ambiente.

Depois de secas, as laminas foram submetidas ao processo de coloragéo
com uma gota de solugéo coldide (0,5 g de gelatina dissolvida em 25 mL de agua
destilada em banho-maria a 60°C, resfriado e adicionado 0,25 mL de &cido
férmico) e duas gotas de nitrato de prata a 50%. Recobertas por laminula e
mantidas em camara umida e em banho-maria a 60°C por cerca de 7 minutos.

As laminas coradas passaram por mais uma lavagem em agua destilada,
secas ao ar e avaliadas a microscopia éptica com aumento de 400x em busca de
células na fase de profase |, mais especificamente em paquiteno.

Sobre as células em paquiteno foram colocados uma grade de cobre (de
50 mesh) para avaliagado em microscopio eletrénico de transmissao. Com auxilio
de um bisturi, o plastico em torno da grade de cobre foi cortado (escarificado) em
forma de quadrado e a lamina introduzida em angulo de proximandamente 45° em
um recipiente contendo agua, para destacamento apenas da regido da grade (e
plastico). O composto, plastico e grade, foi pescado com auxilio de pedagos de
cartolina, colocados para secar e posteriormente recortados de modo que, apenas
a grade e o plastico nela aderido fossem armazenados para observagdo ao
microscopio eletrbnico de transmissdo, avaliagdo e captagdo de imagens dos

paquitenos.

3.5. Analise estatistica
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Primeiramente, os resultados das avaliagbes morfométricas dos
espermatozodides, dosagens de metabdlitos de androgenos fecais, medidas
histolégicas (didametro tubular e sua espessura epitelial), além das porcentagens
das células intratubulares foram submetidas ao teste de normalidade de
Anderson-Darling.

Detectou-se que o didmetro do tubulo seminifero possuia distribuicao
normal e que a altura do epitélio germinativo dos mesmos, distribuicdo Lognormal.
Logo, foram comparados pelo teste de Tukey.

As dosagens e os tipos celulares intratubulares foram comparados pelo
teste ndo paramétrico de Bonferroni e por fim as medidas das cabegas dos

espermatozoéides foram comparadas pelo teste ndo paramétrico de Dunn.



27

IV. RESULTADOS

41. Avaliagdao do sémen

Os resultados da avaliagdo dos parametros seminais dos animais
experimentais estdo apresentados na Tabela 2. Nesta tabela podemos observar
que os animais 6 e 7 apresentaram-se azoospérmicos.

Os animais puros (1 e 2) apresentaram, de modo geral, melhores
caracteristicas seminais com excecao a concentragcdo espermatica quando
comparado ao animal 4 e o volume seminal em relacéo a todos os hibridos.

Dentre as estruturas morfologicas dos espermatozoides que apresentaram
maiores porcentagens de defeitos podemos destacar o flagelo e a peca

intermediaria (Tabela 3).

Tabela 2. Parametros seminais da prole de veados-mateiro (Mazama americana)

produtos do cruzamento de varios citotipos aos 18 meses de idade.

Animal Volume Concentragcdo Motilidade Vigor Patologias (%)* NoSrFr)r:fais
(DCAP) (uL) (Sptz x 10%/mL) (%) (0-5)  Primarias Secundarias (%)
1(0) 110 3,59 80 3 20,0 10,0 70,0
2 (0) 160 4,03 75 4 20,0 10,0 70,0
3(2) 220 2,10 70 3 3,0 30,0 67,0

4 (2) 320 6,33 80 3 54,0 7,5 38,5
5(2) 200 2,08 55 2 29,0 13,0 58,0

6 (>2) 100 - - - - - -

7 (>2) 200 - - - - - -

*

De acordo com Blom (1950). Entende-se Sptz como abreviagdo de
espermatozoides.
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Tabela 3. Porcentagem de patologias espermaticas da prole de veados-mateiros

(Mazama americana) aos 18 meses de idade.

Animal Patologias Espermatidas (%)
(DCAP) Flagelo citopIGa:ﬁZticas Cabeca in terlrjifgf(;iéria Acrosoma  Auséncia de defeitos
1(0) 15,0 2,5 2,0 10,5 0,0 70,0
2 (0) 14,5 55 5,0 50 0,0 70,0
3(2) 30,0 1,0 1,5 0,5 0,0 67,0
4(2) 6,0 1,5 6,0 48,0 0,0 38,5
5(2) 20,0 8,0 7,0 6,0 1,0 58,0
6(>2) - : - : - -
7(>2) - - - - - -

As analises citométricas dos espematozdides dos animais amostrados
estdo apresentadas na Tabela 4, com excegao aos animais 6 e 7 que foram
azoospérmicos. Podemos observar que em todas as caracteristicas morfométricas
os animais 1, 2 e 3 foram semelhantes (P>0,05) pelo teste ndo paramétrico de
Dunn, com excegao da largura menor do espermatozoide do animal 2 (P<0,001)

os demais animais (4 e 5) foram diferentes entre si (P<0,01).

Tabela 4. Médias (desvios padrao) da micromorfometria dos espermatozodides da

prole de prole de veados-mateiro (Mazama americana).

.. Comprimento  Largura Maior Largura Menor Area*
Animais 2

(um) (um) (um) (um’)
1 7,82 (0,56)°  4,22(0,22)®  2,37(0,28)¢ 27,23 (2,86)°
2 7,85(0,29)°  4,32(0,27)®  1,67(0,25)® 27,10 (2,26)°
3 7,87 (0,35)°  4,31(0,19)®  2,52(0,32)¢ 28,03 (1,91)°
4 7,17 (0,28)2  4,12(0,27)2 2,06 (0,30)® 24,09 (1,95) 2
5 8,61(0,52)¢  4,63(0,50)¢ 1,91(0,53)° 32,12(5,27)°
6 - - - -
7 - - - -

* Area calculada pela férmula Folha de Descartes, proposta por von DUIJN (1960). Médias
seguidas de mesma letra na mesma coluna nao diferem pelo teste de Dunn (P>0,01).
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4.2. Dosagens de metabdlitos de testosterona e morfologia dos chifres

O Figura 3 mostra o perfil de metabdlitos fecais de andrégenos, dos animais
experimentais no periodo que vai do més sete a 18 de vida. Adicionalmente, foi
plotado nesta figura a observacdo pontual do aspecto do chifre durante as
colheitas de seis, 12 e 18 meses de cada animal.

Através da analise individual de cada animal pelo teste de Bonferroni, os
animais 3 e 4, originarios do mesmo tipo de cruzamento (pai do citétipo Juina e
mae do citétipo Ronddnia), ndo diferiram entre si durante todo o periodo avaliado
(P>0,05). No entanto, entre, ambos animais e o animal 5 (Pai do citotipo Santarém
e mae Parand) houve diferenga significativa no més 11 e entre o animal 3 e 5
durante o més 16 e entre 0 2 e 4 no més 14.

Nao houve diferenga estatistica (P>0,05) entre os animais de cruzamentos
intracitotipos (1 e 2), com excecdo aos meses 11, 14 e 15. Para os animais
resultantes dos cruzamentos de linhagens evolutivas diferentes (6 e 7) nao houve
diferencas entre si (P>0,05).

Entre os animais puros (1 e 2) e o animal 7 (DCAP > 2) nao houveram
diferencas significativas (P>0,05), no entanto para o animal 6 (DCAP > 2) houve
diferenca apenas no 13° més (P<0,05). Quando os puros sdo comparados com
animal 3 nao foram detectadas diferencas significativas, entre os puros e animal 4
observamos diferenga significativa no 11° més (P<0,01), e no 16° entre o animal 1
e 4 (P<0,05) e no 14° entre o animal 2 e 4 (P<0,01). Entre os puros e o animal 5
s6 foi detectado diferenga significativa no 13° més (P<0,05).

Através da avaliagdo morfolégica dos chifres dos animais podemos
observar que todos os animais perderam o velame até os 18 meses, embora os
animais 5, 6 e 7 tivessem desenvolvido os chifres mais precocemente, em
especial o animal 7, o qual ja possuia chifres em botdo aos 6 meses.

Os animais puros foram semelhantes entre si incluindo ainda o animal 3, os
quais apresentaram chifres em botdo aos 12 meses e o desencape até os 18

meses. O animal 4 desenvolveu mais rapidamente os chifres, posto que até os 12
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meses nao havia presenga de botdes e aos 18 meses ja possuia chifres

desencapados.

Animal 01

Metabdlitos lecais de andrbgenos (nglg fezes)

Animal 03

Animal 04

N I T T S R T

Idade (Meses)

Animal 07

T T T T T T T T T T d
L - B

E%

Auséncia Chifres Chifres Chifres
de chifre em botdo com velame sem velame

Figura 3. Perfil dos metabdlitos fecais de andrégenos (pg/g de fezes) de acordo

com a idade (7 - 18 meses) da prole de veados-mateiro (Mazama

americana) com as descrigbes do aspecto dos chifres aos seis, 12 e 18

meses.
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4.3. Avaliagoes histolégicas

Os resultados da avaliacdo morfométrica dos tubulos seminiferos estao
expressos na Figura 4 Como podemos observar, os animais resultantes de
cruzamentos intracitotipo, ou seja, animal 2 (21548 + 17,97 ym) e animal 1
(202,99 + 23,16 um) apresentaram as maiores médias para diametro dos tubulos
seminiferos no entanto, diferiram estatisticamente entre si (P<0,001). Dentre os
animais resultados de cruzamentos intercitétipos, o animal 5 obteve a maior média
(187,22 £ 13,95 pm) de diametro tubular (P<0,0001), seguido pelos animais 4, 6 e
7 que nao diferiram estatisticamente (167,47 £ 20,15 ym; 171,29 £ 14,28 ym e
160,36 £ 16,92 uym, respectivamente), e o animal 3 apresentou, significativamente
(P<0,0001) os menores diametros tubulares (132,63 + 15,24 uym).

O comprimento do epitélio seminifero ndo apresentou distribuicdo normal
de acordo com o teste de Anderson-Darling (P=0,006), no entanto, observamos
que sua distribuicado é Log-normal (P=0,074). Com esta transformacéao logaritmica
podemos observar (Figura 5) que os animais 1 (71,05 £ 11,35 um) e 2 (70,80
11,01 um) nao diferiram entre si (P>0,05), no entanto, foram diferentes (P<0,0001)
do animal 5 (62,07 + 6,07 um) e este por sua vez diferente dos animais 3, 4,6 e 7
(52,20 + 10,16 ym; 56,68 + 10,32 um; 54,17 + 9,12 ym e 55,92 + 7,91 pym,
respectivamente) que nao diferiram (P>0,05).

O estudo morfolégico dos nucleos e nucléolos das células presentes no
interior dos tubulos seminiferos (Figura 6) estdo expressos na Tabela 05. E
importante lembrar que os animais 6 e 7 n&o tiveram todas as células identificadas
devido a dificuldade da identificagdo de alguns nucleos que se apresentaram

muito picnoticos e condensados (Figura 7).



32

'E 250

5" p 2

o C

S 200- d d ¢
<

S e

2 150~

o

=}

S 1004

o

©

£ 501

[0}

£

«©

a 0- T T

N v 9 ™ ) © A
Animais experimentais

.I Cruzamento intracitétipo (DCAP = 0)
. Cruzamento intercitétipo de mesma linhagem evolutiva (DCAP = 2)

D Cruzamento intercitétipo de linhagens evolutiva diferentes (DCAP >2)

Figura 4. Diametro (um) dos tubulos seminiferos da prole veados-mateiros
(Mazama americana) de acordo com o tipo de cruzamento. Colunas

sobpostas a “ns” nao diferiram entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

A Tabela 5 revela a proporgao (porcentagem) dos tipos celulares presentes
nos cortes histolégicos dos animais experimentais. Pelo teste estatistico de
Bonferroni ficou claro que os animais 3 e 4 tiveram as propor¢des dos tipos
celulares semelhantes (P > 0,05), no entanto, foram diferentes do 5 apenas nos
espermatocitos, ou seja, zigoteno/leptéteno (P < 0,05) e Paquiteno (P < 0,001) e
espermatide (P < 0,001).

Os animais 6 e 7 nao diferiram entre si (P > 0,05), porém foram
estatisticamente diferentes (P < 0,01) dos demais na proporcao de todos os tipos
celulares, com excegao dos espermatoécitos primarios iniciais (leptdéteno/zigéteno)

que foram semelhantes (P > 0,05).
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Figura 5. Altura do epitélio seminifero da prole de veados-mateiro (Mazama
americana) de acordo com o tipo de cruzamento. Colunas sobpostas a

mesma letra n&o diferiram de acordo com o teste de Tukey (P>0,05).

Os animais (1 e 2) resultantes de cruzamentos intracitétipos (DCAP = 0)
foram iguais entre si (P>0,05), porém foram diferentes dos animais 3, 4 e 5 com
relagdo a espermatogdnias do tipo A (P<0,05) e a espermatides arredondadas
(P=<0,01). Foram diferentes ainda do animal 4 quanto a espermatogdnias do tipo B
(P=<0,05) e do animal 5 quanto a paquitenos (P<0,001).

Considerando-se as quantidades absolutas de células no epitélio seminifero
podemos observar que os tipos celulares que mais variaram, considerando todos
0s animais avaliados, incluindo puros (DCAP = 0) e hibridos (DCAP = 2), foram os
paquitenos e espermatides arredondadas, com um coeficiente de variacao (CV)
igual a 77,51 e 75,71, média de 11,54 £ 8,95 e 38,32 £ 29,02, valores maximos de
41 e 107, respectivamente, além de minimo de 0 (zero) para ambos. Dentre os
tipos celulares que menos variaram as células de Sertoli tiveram uma média de
11,36 £ 1,27 com valor maximo de 15 e minimo de 8 com CV = 11,22 entre os
animais avaliados (DCAP = 0).



Figura 6. Fotomicrografias de cortes histolégicos do animal 2,
mostrando a morfologia das células do epitélio
seminifero de veados-mateiro (Mazama americana).
Entende-se por A uma espermatogbnia do tipo A, B -
espermatogbnia do tipo B, LZ - células
Leptéteno/Zigoteno, Pq — célula em paquiteno, Ar -

espermatide arredondada e S — células de Sértoli.
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Figura 7. Fotomicrografia de um tubulo seminifero do animal 6 onde podem ser
observadas vacuolizagdes (seta branca) do epitélio e células néo

identificaveis com nucleos condensados e picnéticos (seta negra).
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4.4. Avaliagao dos complexos sinaptonémicos

Devido a problemas de manutengdo das amostras para avaliagdo sinaptica
(estudo dos complexos sinaptonémicos) s6 foram possiveis de avaliar através de
microscopia eletrénica sete células do animal 1, trés do animal 3, quatro do animal
4, e trés do animal 5.

Porém, a qualidade das células nao foi suficientemente eficaz para permitir
melhores avaliacbes. Apenas foi detectada uma célula no animal 4 com uma
configuragdo sugestiva de trivalente (Figura 8) e com extremidades de

cromossomos homologos nao pareadas (setas negras na Figura 8.3).
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Figura 8. Eletronmicrografia de espermatdcito primario do animal 4. Onde: 1 —
vista panordmica da célula, 2 — detalhe do interior da célula
apresentando uma configuracéo sugestiva de trivalente, indicada pelos
cromossomos a, b e ¢, além de extremidades nao pareadas (setas

negras); 3 — esquema ilustrativo dos detalhes 2.



39

V. DISCUSSAO

De acordo com nossos resultados, podemos observar que os animais
resultados de cruzamentos intracitétipo (1 e 2; DCAP = 0) tiveram, em geral,
melhores qualidades seminais, seguidos pelos animais de cruzamentos
intercitotipos de mesma linhagem (3, 4 e 5; DCAP = 2). Ja os animais resultados
de cruzamentos intercitotipos de linhagens evolutivas diferentes (6 e 7; DCAP > 2)
apresentaram-se azoospermicos.

Hibridos de outras espécies também apresentaram espermatozoides,
dentre eles burros (Equus asinus X E. caballus), bardotos (E. caballus X E. asinus)
(TRUJILLO et al., 1969; CHANDLEY et al.,, 1974), veado-da-cauda-branca
(Odocoileus virginianus), veado-mula (O. hemionus) (WISHART et al., 1988) e
ainda entre espécies cripticas do musaranho Sorex araneus (JADWISZCZAKAND
& BANASZEK, 2006).

De acordo com TRUJILLO et al (1969) existem trés possibilidades de
hibridos produzirem espermatozoides normais: 1 — Caso ao final da meiose | pelo
menos uma célula filha recebesse a totalidade dos cromossomos de um dos
parentais e para esta probabilidade os autores calcularam que a chance seria de 1
em 232; 2 — Caso as células tronco apresentassem poliploidia e a meiose seguisse
com um numero duplicado de cromossomos aumentando as chance de um
pareamento correto nas células germinativas, este fenbmeno ocorre naturalmente
em botéanica e recebe o nome de anfidiploidia ou alopoliploidia; e por fim 3 — caso
existam células tronco (espermatogdnias) com material genético apenas de um
dos parentais, de acordo com os autores em ruminantes através das anastomoses
entre conceptos em gestagcdes gemelares poderia produzir gametas quimeras
durante a maturidade. No entando, a probabilidade destas hipoteses ocorrem em
veados-mateiros € infima, pois os partos gemelares sdo raros além de que nao
ocorreram dentro deste experimento, ndao foram encontrados relatos de

alopoliploidia em animais em especial em mamiferos onde a poliploidia é letal a
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célula e por fim ndo foram identificadas células gigantes (como apresentado pelo
autor) na histologia que pudessem justificar poliploidia.

No entanto, o estudo da citometria espermatica seria de grande valia para
inferir sobre a quantidade de material genético presente em seu interior como
sugere BEATTY & FECHHEIMER (1972) que afirma ainda que o formato do
nucleo espermatico é controlado geneticamente.

Nossas avaliagbes morfolégicas das células espermaticas mostraram que
todos os animais apresentaram maiores quantidades de defeitos decorrentes de
problemas gametogénicos (defeitos primarios), como propde a técnica de BLOM
(1950), com excegao do animal 4, que teve maior quantidade de problemas de
maturagao (defeitos secundarios).

A estrutura espermatica mais afetada nos animais estudados foi o flagelo
com excecao, novamente ao animal 4, que teve maiores problemas na peca
intermediaria. Nas avaliacbes seminais de burros e bardotos, CHANDLEY et al.
(1974) encontraram que a maior quantidade de defeitos espermaticos também
estavam relacionados ao flagelo, sendo que neste estudo poucas pecgas
intermediarias foram afetadas.

Assim como CHANDLEY et al. (1974) e TRUJILLO et al. (1969), os animais
hibridos amostrados neste trabalho apresentaram espermatozéides com
citometrias intermediarias ou semelhantes aos animais puros, onde tomando por
base os achados de BEATTY & FECHHEIMER (1972) os espermatozoéides
diploides seriam significativamente maiores. Porém, uma avaliagdo criteriosa da
citometria espermatica na prole de veados-mateiro revelou aspectos
interessantes. Os animais com DCAP = 0 foram iguais entre si, com a exceg¢ao da
medida da largura menor, indicando que citétipo Juina tem espermatozoides mais
largos na base. Logo, se colocarmos em escala de tamanho, temos o animal 2
com os espermatozoides mais estreitos, seguido pelo animal 5 e 4 e por fim os
animais 3 e 1, ou seja, animal puro do citétipo Parana (2), animal hibrido da
linhagem do citétipo Parana (5), animal cruzamento da linhagem Juina-Ronddnia
(4 e 3) e por ultimo com espermatozoides mais largos na base o animal 1 (Puro

para o citétipo Juina).
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Estes resultados sugerem que os citoétipos de linhagens evolutivas
diferentes, em especial Juina e Parana, tém diferengcas no formato das células
espermaticas, talvez uma caracteristica individual ja fixada nas populagées.

A hibridagdo entre veado-da-cauda-branca (Odocoileus virginianus) e o
veado-mula (O. hemionus) tiveram esterilidade observada e atribuida ao fato do
hibrido produzir espermatozéides morfologicamente anormais, inclusive com
afericdo apoiada na citometria. Os animais hibridos possuiam células com
menores cabegas e com bases mais largas. (WISHART et al., 1988).

A funcao estereidogénica de hibridos € pouco estudada, no entanto, sabe-
se que a hibridacdo em si reflete em um decréscimo na funcionalidade de células
de Leydig (CHUBB & NOLAN, 1987), porém, ndo suficiente para ocasionar falhas
gametogénicas (NEVES et al., 2005). Nossos resultados sugerem que os varios
cruzamentos influenciam na capacidade estereidogénica, posto que os animais 3
e 4, e, 6 e 7, que sado originarios de mesmos tipos de cruzamentos nao diferiram
entre si, porém quando comparados com outros cruzamentos variaram seus perfis
em pelo menos um més.

Um bom exemplo do fato descrito anteriormente sdo os animais de DCAP =
0, ou seja animais 1 e 2, onde apesar de originarios de cruzamentos intracitotipo
Juina e Parana, respectivamente, variaram entre si os perfis hormonais nos meses
11, 14 e 15. Esta variagdo hormonal entre os animais e seus cruzamentos pode
ser justificada pela ndo homogenidade da resposta aos estimulos ambientais, ou
seja, a falta de sazonalidade dos animais ja previamente descrita por VERSIANI et
al. (2008).

De acordo com ASHER et al. (1996) o cruzamento entre cervos Dama
Europeu (Dama dama dama) e Dama Mesopotamico (D. d. mesopotamica)
produziu animais que, apesar de picos semelhantes de testosterona foram mais
precoces inclusive com relagdo a espermatogénese. Este fato ndo foi observado
com clareza em veados-mateiros, porém a avaliagdo pontual dos chifres (aos 6,
12 e 18 meses) sugere que o0s animais 5, 6 e 7 tiveram desenvolvimento mais

precoce apesar de todos os animais terem perdido o velame até os 18 meses.
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Outro fato interessante com relagdo a precocidade interespecifica € que o
animal 4, hibrido de mesma linhagem evolutiva teve um rapido desenvolvimento
dos chifres no periodo entre 12 e 18 meses, apesar de seu perfil de testosterona
aparentemente tender a um declinio, contrapondo as prerrogativas de LINCOLN
(1992) e PEREIRA (2010), onde o estadio do chifre € intimamente relacionado a
testosterona.

As avaliagdes morfométricas dos cortes histolégicos do testiculo mostraram
que os animais puros (DCAP = 0) tiveram os maiores didmetros dos tubulos
seminiferos e as maiores alturas do epitélio seminifero, possivelmente reflexo de
sua funcionalidade, como proposto por NEVES et al. (2005), incluindo a atividade
gametogénica.

Um fato interessante, € que os animais hibridos com DCAP > 2 foram
semelhantes aos demais hibridos (DCAP = 2) quanto as medidas tubulares, com a
excegao de que os animais DCAP > 2 possuiam grau superior de degeneragao
tubular com auséncia de células espermaticas mais avangadas (estadios
superiores aos espermatocitos primarios), bem como TRUJILLO et al. (1969) e
CHANDLEY et al. (1974) reportaram em burros e bardotos e BRITTON-DAVIDIAN
et al. (2005) para camundongos.

Em musaranhos Sorex também nao foram observadas diferengcas com
relagdo a morte celular quanto a animais puros e heterozigotos para uma fuséo
céntrica (JADWISZCZAKAND & BANASZEK, 2006).

Tanto em nossos achados para os animais hibridos de DCAP > 2, como na
literatura (BRITTON-DAVIDIAN et al., 2005) encontramos a presenga de células
com nucleo picnoético e vacuolizagao epitelial, sugestivas de apoptose (GRIVICICH
et al., 2007).

As redugdes de comprimento do epitélio germinativo e didametro dos tubulos
seminiferos além da perda das espermatides por apoptose nos hibridos sao
sugestivas de degeneracao testicular. Esta patologia testicular € a causa mais
comum de perda de fertilidade em mamiferos, apesar das causas primarias serem
variadas (NASCIMENTO & SANTOS, 2003).
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A perda de epitélio germinativo e degeneragao das células germinativas
estdo intimamente ligadas em mamiferos hibridos (BRITTON-DAVIDIAN et al.,
2005; JADWISZCZAKAND & BANASZEK, 2006).

O pareamento cromossémico durante a fase reducional parece ser o
principal fator para avaliar o potencial e a qualidade da espermatogénese em
especial nos animais de cruzamentos intercitotipos de mesma linhagem (DCAP
=2), pois atestamos as capacidades espermatogénica e estereidogéncia. No
entanto, até que ponto estes espermatozdides estariam suficientemente
balanceados para que ocorra a produ¢cao de um possivel F27?

Em humanos, observamos que a maioria das aneuploidias é atribuida a ndo
disjungdo dos cromossomos homologos durante a fase de anafase | ou das
cromatides irmas na anafase Il (HALE, 1996). De acordo com
(JADWISZCZAKAND & BANASZEK, 2006) a heterozigosidade do cariétipo
influencia diretamente na porcentagem de sinapses e suas posteriores disjungdes
na primeira fase da meiose.

Ao mensurar a distancia cariotipica-evolutiva entre os pais além enumerar
os rearranjos, podemos observar de acordo com os achados de ABRIL et al.
(2010), que os parentais do animal 6 possuem a distancia de trés fusdes em
tandem, uma fusdo céntrica e uma inversao pericéntrica, ja para o animal 7
diferencia-se do 6 por possuir uma fusdo em tandem a mais.

De acordo com DOBGNY et al. (2002) uma fusdo em tandem deprecia,
acentuadamente a fertilidade da prole, no entanto, os parentais dos animais 3 e 4
sao diferentes por apenas uma rearranjo em tandem e sua fertilidade n&o foi,
suficientemente afetada nas caracteristicas seminais, histologicas e de
pareamento cromossémico, corroborando a depreciagdo sugerida para outro
artiodactilo, os bovinos (HANSEN, 1969). Se compararmos os individuos 3 e 4 aos
animais com DCAP = 0, poderiamos sugerir sub-fertilidade, em especial pela
presenca de configuragcdo sinaptica anémala durante a meiose, observada no
animal 4. Sendo este achado sugestivo de presenca também no animal 3.

Avaliando a distancia cariotipica entre os parentais do animal 5, podemos

observar que existe apenas uma fusao céntrica (Robertsoniana), que de acordo
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com DOBGNY et al. (2002) nao afetaria suficientemente a fertilidade do hibrido.
No entanto, como foram apresentados em nossos resultados, este animal, assim
como os demais hibridos de DCAP = 2, tiveram subfertiidade na qualidade
espermatica (aspectos fisico-morfoldgicos) e histolégica quando comparados com
os animais puros (DCAP = 0).

E interessante citar que na analise dos parentais do animal 4 (T251 e T211)
podemos observar que a fémea (T211) do citdtipo Ronddnia possui uma fusao
entre um cromossomo 5 e um supranumerario (B) e o pai (T251) do citétipo Juina
nao apresenta rearranjos, este tipo de configuracdo poderia explicar a presenca
de cromossomo com extremidade n&o pareada, no entanto, existem, na mesma
célula mais bivalentes com mesma configuragdo, sugerindo que a célula néo
tenha alcancado o final do processo de formagao dos complexos sinaptonémicos,
e que ainda estejam em zigéteno ou paquiteno inicial (BOGDANQV, 2003).

Para musaranhos Sorex, JADWISZCZAKAND & BANASZEK (2006)
calcularam que uma translocagao Robertsoniana (fusdo céntrica) causa em média
1 a 2% de nado disjungdo durante a anafase |. No entanto, o acumulo deste
rearranjo pode provocar maiores decréscimos na fertilidade (DOBGNY et al.,
2002).

Para COYNE (2001) o mecanismo mais controverso de especiagao seria
por meio de alteragdes individuais em cromossomos, ou seja, a idéia de que um
tipo de rearranjo como translocagdes e inversdes pericéntricas pudessem causar
“semi-esterilidade” no portador por conta de problemas meiéticos. A justificativa do
autor é de que um cromossomo rearranjado que cause “semi-esterilidade” de
heterozigotos teria dificuldade de manter altas frequéncias dentro da populacéo e
s0 teria importancia em pequenas populacdes.

Logo, € importante lembrarmos que a fragmentagdo de habitat causa um
efeito ainda maior em populagdes com rearranjos unicos. Este fato passa a ter um
peso maior se tomarmos por base os dados de FONSECA (1985) que afirma que
na década de 80 do século passado, 43% da populagdao humana brasileira estava

concentrada na regido da Mata Atlantica e consequentemente, somente 5 a 12%
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das florestas originais ainda restaram, com ainda mais um agravante, as areas
residuais estdo fragmentadas pela producao agricola (BROWN & BROWN, 1992).

Sendo a mata atlantica um dos habitats do veado-mateiro (VARELA et al.,
2010) podemos observar que com a fragmentacao reduz-se a populagao efetiva
forgando uma endogamia nas populagdes e aumentando o risco de extingao.

Assim como é dificil definir o que é espécie, também é dificil definir até que
ponto os parentais sdo divergentes o suficiente para induzir a classificagdo da
prole como hibrido ou ndo (EDMANDS, 2002).

Geralmente a hibridacdo entre espécies € comumente associada ao
decréscimo da fertilidade chegando a esterilidade ou inviabilidade da prole. Esta
perda de fertilidade ou viabilidade é importante para a manutencao, diferenciacéao
e/ou adaptacdo das espécies (BARTON, 2001). Porém, em alguns casos a
hibridacdo promove uma heterose entre os individuos provocando adaptacoes e
melhorando alguns aspectos inclusive reprodutivos, a este fenbmeno da-se o
nome de vigor hibrido (EDMANDS, 2002).

Nossos resultados mostraram que os animais resultados de cruzamentos
intercitotipos de linhagens evolutivas diferentes (DCAP > 2) foram estéreis por
bloqueios meidticos durante a fase de paquiteno embora a estrutura do
parénquima testicular e as fungdes estereidogénicas estivessem normais, isto nos
induz afirmar que a distdncia cromossOmica entre estes parentais é
suficientemente grande a ponto de causar esterilidade na prole. Este mecanismo
foi previamente descrito como mecanismo cariotipico de isolamento reprodutivo
por DOBZHANSKY (1936).

Tendo os animais puros (DCAP = 0) como controle por apresentarem em
todos os aspectos reprodutivos os melhores valores, podemos observar que os
animais hibridos com DCAP = 2 tiveram uma sugestiva subfertilidade. Tomando
por base as consideragdes de EDMANDS (2002), pode-se especular que o vigor
hibrido pode ter mascarado a mensuracdo do potencial da fertilidade e a
comparacao de isolamento reprodutivo entre os parentais.

Portanto, pelos resultados obtidos no presente estudo, podemos sugerir

que existem pelo menos duas espécies de veados-mateiro compostas pelos dois
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distintos clados ja descritos citogenetica e molecularmente, posto que os
conceptos entre estas linhagens foram estéreis, o que se insere no classico
conceito bioldgico de espécie.

Com relagédo aos hibridos de mesma linhagem reprodutiva, sugere-se que
possam ser subespécies distintas e que podem estar em processo de especiacao
avangada. Mesmo que mecanismos pos-zigoticos de isolamento reprodutivo
possam nao estar claramente presentes entre essas variantes cariotipicas, existe
a possibilidade de existéncia de mecanismos pré-zigéticos envolvidos nas
populagcbes naturais. Estudos mais detalhados sobre o pareamento meidtico
podem também esclarecer o efeito das diferengas cromossdmicas no isolamento
reprodutivo entre caridtipos préoximos, contribuindo para a solugdo da questéo

taxondbmica dos veados-mateiros.
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VI. CONCLUSOES

Podemos concluir que os animais puros (1 e 2) apresentaram melhores
qualidades fisico-morfolégicas do sémen quando comparados com 0s animais
hibridos de mesma linhagem evolutiva (3, 4 e 5). Os hibridos entre linhagens
evolutivas diferentes foram azoospérmicos. A histologia testicular revelou
melhores qualidades morfométricas e populacédo de células espermaticas para os
animais puros (1 e 2), seguidos dos animais hibridos de mesma linhagem
evolutiva (3, 4 e 5). Os hibridos de linhagens evolutivas diferentes (6 e 7)
apresentaram degeneragdo dos tubulos seminiferos. Foi encontrado uma
configuragao meidtica anédmala no pareamento dos cromossomos do animal 4 que
pode sugerir formagao de gametas desbalanceados.

Logo, podemos observar que existe um eficiente mecanismo de isolamento
reprodutivo entre as duas linhagens evolutivas de veados-mateiros (Mazama
americana), e uma depressao na fertilidade com os cruzamentos de citotipos de

mesma linhagens evolutivas.
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VIl. IMPLICAGOES

Apesar deste trabalho nao ter envolvido todos os citétipos de veado-
mateiro, podemos observar que com os resultados serdo necessarios novos
métodos de abordar a questdo de conservacao destes animais.

Em 1986, RYDER propés um novo conceito no manejo de conservagao de
espécies, a criagdo das Unidades Evolutivamente Significativas (ESU), do inglés
“Evolutiovary Significant Units”, tendo como base os aspectos geograficos,
morfoldgicos, comportamentais e genético de cada populagéo.

Através dos nossos estudos, vemos, claramente, a necessidade de
considerar que cada citétipo deve ser visto além dos conceitos de espécies e
subespécies, mas sim como ESUs distintas. Pois, com o cruzamento indistinto o
acumulo dos rearranjos entre os citotipos pode motivar a divergéncia populacional
e consequentemente uma pressao para especiacao (KING, 1997), no entanto
caso esta pressao seja muito grande a depressao da fertilidade da prole pode
diminuir a populagédo efetiva, causando endogamia e a grande possibilidade de
extincdo de até mesmo de um citétipo.

Os dados aqui apresentados, juntamente com a situagcao da Mata Atlantica
sugere que a populacédo de veados-mateiro da bacia do rio Parana deveria migrar
do status de “Dados Deficientes” pela IUCN para, possivelmente, “Criticamente
Ameacada” (Critically endangered — CR), exigindo um plano de conservagao

urgente, ja que seria encarada como uma ESU distinta.
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