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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A tese de doutorado que investigou 0 uso da morfometria
espermatica como ferramenta para diferenciar espécies de cervideos
neotropicais possui impactos significativos em diversas areas da biologia
e conservacdo. A confirmacédo de que a morfometria espermatica pode
ser utilizada para identificar com precisédo as espécies Mazama jucunda e
M. rufa, mas ndo M. nana, demonstra a eficacia da técnica e abre novas
possibilidades para a taxonomia e sistematica desses animais. Além
disso, o reconhecimento da existéncia de complexo de espécies cripticas,
como ocorre em M. americana, ressalta a importancia de métodos
precisos de identificacdo para evitar a subestimacéo da biodiversidade. A
aplicacdo da morfometria espermatica pode, portanto, auxiliar na
deteccdo de novas espécies e no entendimento das relagdes evolutivas
entre elas, promovendo uma maior compreensao da diversidade genética
e ecoldgica dos cervideos neotropicais.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The doctoral thesis that investigated the use of sperm morphometry
as a tool to differentiate Neotropical deer species has significant impacts
in various areas of biology and conservation. The confirmation that sperm
morphometry can be used to accurately identify the species Mazama
jucunda and M. rufa, but not M. nana, demonstrates the efficacy of the
technigue and opens new possibilities for the taxonomy and systematics
of these animals. Moreover, the recognition of the existence of cryptic
species complexes, as occurs in M. americana, highlights the importance
of precise identification methods to avoid underestimating biodiversity.
The application of sperm morphometry can, therefore, assist in detecting
new species and understanding the evolutionary relationships between
them, promoting a greater understanding of the genetic and ecological
diversity of Neotropical deer.
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MORFOMETRIA ESPERMATICA COMO FERRAMENTA PARA DIFERENCIACAO
DE ESPECIES DE CERVIDEOS NEOTROPICAIS

RESUMO -. O género Mazama € o mais diversificado entre os cervideos, porém com
maior controvérsia em sua classificacdo por apresentar grande convergéncia
morfologica o que dificulta o entendimento evolutivo do grupo. O género vem sendo
objeto de estudos com a finalidade de resolu¢cédo das incertezas taxondmicas,
sobretudo do complexo de espécies cripticas de M. americana. Tais incertezas fazem
com que haja dificuldade na avaliacdo e classificacdo quanto ao seu estado de
ameaca, dado importante para estratégias de conservacdo das espécies. A
morfometria espermatica € uma ferramenta utilizada para identificar defeitos
espermaticos que podem influenciar a fertilidade do macho, podendo também ser
utilizada para avaliar a biologia reprodutiva assim como para a diferenciacdo de
espécies. O objetivo do presente estudo é responder se é possivel observar
diferenciacao interespecifica dos espermatozoides de cervideos do género Mazama
por meio da morfometria espermatica. Para isso, amostras seminais M. jucunda (N =
02), M. nana (N =02) e M. rufa (N = 03), foram avaliadas quanto as medidas de cabeca
(comprimento, largura, area e perimetro), comprimento de peca intermediaria e cauda.
Como resultados, foi encontrada diferenca significativa nas medidas de cabeca e
cauda, mas ndao nas medidas de peca intermediaria. M. rufa e M. jucunda possuem
0S espermatozoides com maior comprimento total. Além disso, a Analise
Discriminante Quadratica realizada indica que a morfometria espermatica permite a
predicdo das espécies M. rufa e M. jucunda, mas ndo de M. nana.

Palavras-chave: cervideos neotropicais; espécies cripticas; espermatozoide.



SPERM MORPHOMETRY AS A TOOL FOR DIFFERENTIATION OF
NEOTROPICAL DEER SPECIES

ABSTRACT - The genus Mazama is the most diverse among deer, but it has greater
controversy in its classification due to the large morphological convergence, which
makes understanding the group's evolution difficult. The genus has been the subject
of studies aimed at resolving taxonomic uncertainties, especially the cryptic species
complex of M. americana. Such uncertainties lead to difficulties in assessing and
classifying their conservation status, an important factor for species conservation
strategies. Sperm morphometry is a tool used to identify sperm defects that can
influence male fertility, and it can also be used to evaluate reproductive biology as well
as species differentiation. The aim of this study is to determine whether it is possible
to observe interspecific differentiation of spermatozoa of deer of the genus Mazama
through sperm morphometry. For this purpose, semen samples of M. jucunda (N = 02),
M. nana (N = 02), and M. rufa (N = 03) were evaluated in terms of head measurements
(length, width, area, and perimeter), intermediate piece length, and tail length. The
results showed significant differences in head and tail measurements, but not in
intermediate piece measurements. M. rufa and M. jucunda have the longest total
sperm length. Furthermore, Quadratic Discriminant Analysis indicates that sperm
morphometry allows the prediction of the species M. rufa and M. jucunda, but not M.
nana.

Keywords: cryptic species; neotropical cervids; sperm.
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

A reproducéo desperta fascinio e interesse e seus estudos comegaram na
Grécia antiga. No século IV a.C., Aristételes ja discutia sobre reproducao, que
era até entado conhecida como “geracéo”, como um processo que abrangia desde
a concepcao até o desenvolvimento, muitas vezes com alguns detalhes, sendo
ilustrados em pinturas, porém em sua maioria como Suposicdo ja que se tratava
de fendmenos que ndo podiam ser diretamente observados. Tais fendbmenos
eram descritos como eram observados, ou como se pensava ter sido observado,
sendo raramente discutido ou especulado sobre as causas para as coisas serem
como séo (Birkhead; Montgomerie, 2009; Cobb, 2012).

Hipécrates (460 — 375 a.C.), Aristoteles (384 — 322 a.C.) e Galeno (129 —
216 a.C.) ja reconheciam a existéncia do sémen, e apesar de algumas
divergéncias, também reconheceram a importancia de ambos 0s sexos na
reproducdo. Eles acreditavam que para a geracdo de uma nova vida era
necessario a unidao do ejaculado masculino (sémen) e do sangue menstrual
feminino (catamenia; sémen feminino), porém para Hip6crates e Galeno a
contribuicdo de machos e fémeas eram equivalentes para a formacao da nova
vida enquanto para Aristételes o sangue feminino fornecia o material para a
formacao do feto e o ejaculado masculino era responsavel por dar forma e nutri-
lo. Suas visdes e conceitos permaneceram até o fim do renascimento, quando
0S primeiros microscopios foram desenvolvidos (Birkhead; Montgomerie, 2009;
Cobb, 2012).

A descoberta de que havia espermatozoides no sémen s6 aconteceu apos
o secretario da Royal Society, Henry Oldenburg, escrever para o comerciante de
tecidos Antonie van Leeuwenhoek observar em seu microscopio sémen, saliva,
suor e outros fluidos corporais. Apos, o aluno de medicina, Johann Ham, entregar
uma amostra de sémen com pus para Leeuwenhoek observar no microscopio foi
possivel visualizar milhdes de pequenos “animalculos” se movendo na amostra.
Tais “animalculos” foram posteriormente batizados como espermatozoides —
animais de sémen, e sdo conhecidos assim até os dias atuais. Todavia, o
reconhecimento que os espermatozoides sdo células Unicas s6 aconteceu mais
de 150 anos depois (Birkhead; Montgomerie, 2009; Cobb, 2012).



Em 1678, Leeuwenhoek escreveu para Royal Society contando suas
descobertas, porém sua publicacdo ocorreu apenas no ano seguinte. O intervalo
de tempo entre o envio da carta e sua publicacdo se deu principalmente, ao foto
de que tanto a Royal Society como o proprio Leeuwenhoek n&o tinham
consciéncia da importancia da descoberta que os “animalculos” eram um
exemplo do que podia ver em todas as amostras observadas. A importancia dos
achados so foi reconhecida apos Christiaan Huygens publicar no Journal des
Scavans dizendo “Esta ultima descoberta, que foi feita na Holanda [pais de
Leeuwenhoek] pela primeira vez, parece-me extremamente importante e
fornecera material para aqueles que estudam seriamente a geragao de animais”.
Além disso, a Royal Society sugeriu que fossem observados sémen de outras
espécies o0 que fez ele ser o primeiro a reconhecer que existe diferenca na
aparéncia dos espermatozoides (Birkhead; Montgomerie, 2009; Cobb, 2012).

Embora Leeuwenhoek tenha sido reconhecido como um dos primeiros a
reconhecer que existem diferencas na aparéncia dos espermatozoides dos
diferentes taxons, ainda sim, tais diferencas s6 foram estudadas mais
profundamente depois de quase um século e meio quando os pesquisadores
comecaram a relatar seus achados. Rudolf Wagner, por exemplo, relatou haver
notado que os espermatozoides “diferiam acentuadamente entre os taxons”,
encontrando diferencas inclusive entre os espermatozoides de passeriformes e
ndo passeriformes, assim como entre mamiferos, anfibios, peixes, lagartos e
moluscos. Outros pesquisadores como Emil Ballowitz e Gustaf Retzius
continuaram seus estudos, descrevendo e ilustrando a grande diversidade nao
s6 de forma, mas de tamanho também (Birkhead; Montgomerie, 2009; Cobb,
2012).

Foi Retzius quem mostrou que 0s espermatozoides de espécies
relacionadas eram mais semelhantes entre si do que aqueles de espécies nao
relacionadas. A partir de entdo, varios pesquisadores comecgaram a demonstrar
que o estudo da forma (morfometria) e ultraestruturas dos espermatozoides
poderiam revelar as relacfes filogenéticas dos taxons estudados (Birkhead;
Montgomerie, 2009; Cobb, 2012).

Mesmo que a identificagdo das particularidades da célula espermatica
seja tema de estudos desde o século XVII, explicar a diversidade morfolégica

dos espermatozoides continua sendo uma questdo desafiadora, sendo sO



recentemente alvo dos estudos de evolucionistas (Prakash et al., 2014). Por
exercerem papel crucial na reproducdo e perpetuacdo da espécie, 0s
espermatozoides provavelmente sofrem intensa pressao seletiva (Rossi et al.,
2018). Apesar de nao haver indicativo de uma relagédo causal direta (Gage;
Freckleton, 2003), acredita-se que h& uma correlacdo evolutiva entre a
morfologia dos espermatozoides, indicando que a evolucéo tanto do tamanho
como da forma esta relacionada a adaptacdo dos espermatozoides ao trato
reprodutor feminino e a competicdo espermatica (Prakash et al., 2014).

Nesse sentido, compreender como se da a diversidade da forma e das
dimensdes dos espermatozoides podem fornecer informacdes valiosas para
estudos taxonémicos (Rouse; Robson 1986; Harding et al., 1987; Roldan et al.,
1992), sobretudo para espécies cripticas em que as abordagens taxondmicas
ndo podem ficar restritas a morfologia e devem apresentar uma abordagem

integrada e multidisciplinar para a resolucao de suas incertezas.



51

CONCLUSAO

O resultado da ADQ pode corroborar a hipétese de que é possivel distinguir
0s machos das espécies estudadas com base na morfometria dos espermatozoides

das espécies de veados do género Mazama, exceto para a espécie M. nana.
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