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RESUMO

FREDIANI, M. H. Avaliacdo da técnica de eletroestimulacédo para catita de sémen em
diversas ordens de aves|[Evaluation of the electro stimulation techniquer feemen
collection in several bird orders]. 2016. 72 f. f@idacédo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade&sdo Paulo, Sado Paulo, 2016.

A criacdo de aves em cativeiro pode ser uma femtarimportante de auxilio a conservacéo
de espécies ameacadas de extincdo. No entant@r@dwedo natural em cativeiro nem
sempre é viavel, e 0os animais que se encontramagq@eemuitas vezes nao oferecem
descendentes geneticamente interessantes paraugent@o da espécie em longo prazo. Na
tentativa de contornar tais problemas, biotécnam@so a colheita de sémen, inseminacéo
artificial e criopreservacdo de gametas podem sgmarfientas interessantes no manejo
genético de populacdes< situe in situ. Nesse sentido, a padronizacdo de uma técnica de
colheita de sémen, bem como o conhecimento sob@mp&os seminais das diferentes
espécies sdo de extremo valor para programas dedtggdio assistida. Por se tratar de
espécies silvestres, a colheita por eletroestiriolancaixa-se bem as necessidades devido ao
fato de ndo exigir treinamento prévio dos animagerede rapida execucdo. Neste trabalho
verificamos a importancia deste método na collistaémen de animais ndo condicionados,
visto que a pré-estimulacao resultou em amostramaes apenas em Anseriformes, e, ja a
eletroestimulacédo, possibilitou a obtencdo de séemeriodas as ordens em que foi testada,
em pelo menos uma espécie de cada ordem. Observamaz tendéncia a sazonalidade da
producdo espermatica para a maioria das espécieguenfoi possivel obter amostras de
sémen, sendo que apenas urubu rei, cisne do pgs@ige pato coscoroba tiveram amostras
em trés ou quatro estacbes do ano. Por fim, oferesealguns dados a respeito das
caracteristicas seminais encontradas nessas espAcieditamos que os resultados dessa
pesquisa servirdo como base ndo apenas para elestatento de programas de inseminacgéo
artificial, como também para a formacédo de ban@gatmoplasma para espécies raras ou

ameacadas no Brasil.

Palavras-chave:Reproducdo. Biotecnologia. @ Aves selvagens. Esperuates.

Sazonalidade.



ABSTRACT

FREDIANI, M. H. Evaluation of the electro stimulation technique forsemen collection in
several bird orders.[Avaliacdo da técnica de eletroestimulacdo parheitsl de sémen em
diversas ordens de aves]. 2016. 72 f. Dissertaglast(ado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade ée Baulo, S&o Paulo, 2016.

Breeding birds in captivity can be an importantltém aid conservation of endangered
species. However, the natural reproduction in gaps not always viable, and animals that
are matched often do not offer genetically intengsoffspring to maintain the species in the
long term. In the attempt to overcome these problebiotechniques such as semen
collection, artificial insemination and gamete gug@servation can be interesting tools for the
genetic maintenance ek situandin situ populations. In this regard, the standardizatioa of
semen collection technique and the knowledge ofrsmarameters for different species are
extremely valuable for assisted reproduction pnograSince those are wild species, semen
collection by electro stimulation fits well intogmeeds due to the fact that it does not require
prior training of animals and the execution is fastthis work we verified the importance of
this method in the collection of semen from unctioded animals, since pre-stimulation
resulted in seminal samples only in Anseriformas] #he electrical stimulation enables
obtaining semen of all orders that were tested laast one species of each order. Seasonality
of sperm production was observed for most of thecigs from which it was possible to
obtain semen samples. Only vulture king, black ragkn and coscoroba duck had samples
at three or four seasons of the year. Finally, vilerosome data about the seminal
characteristics found in these species. We betigaethe results of this research will serve as
a basis not only for the establishment of artifieresemination programs, but also for the
formation of germplasm banks for rare or endangepeties in Brazil..

Keywords: Reproduction. Biotechnology. Wild birdsSpermatozoa. Seasonality.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Ha algumas décadas é possivel observar que asapopslde aves estdo em franco
declinio na natureza, sendo que as espécies stls sta vulneraveis ou criticamente
ameacadas de extingdo no Brasil representam mé&i2%edas aves globalmente em risco
(BIRD LIFE INTERNATIONAL, 2014). Visando a consemg@ destas espécies, programas
de reproducacex situ podem ser elaborados para aves cativas mantidagoetagicos,
criadouros, fundagbes de conservacdo, entre oinstisuicoes (SAINT JALME, 2002).
Contudo, o sucesso destes programas esbarra erdegralesafios, como a falta de
informac&o sobre os comportamentos reprodutivos edgecies, a incompatibilidade de
casais, escassez de manejo reprodutivo, inexiatéecdados sobre ciclicidade reprodutiva,
baixa variabilidade genética dentro da populacgmoblemas de infertilidade dos individuos
(CAPARROZ et al 2001; SILVEIRA et al., 2008; LIERZ et al2013; FISCHER et al.,
2014). Essas situacdes podem fazer com que a tg@mdadatural de animais em cativeiro
tenha resultados muito ruins ou insuficientes arsustentabilidade de um programa de
conservacgao, exigindo assim o uso de biotécnice8NEBO et al, 2009; FISCHER et al.,
2014).

Atualmente, a biotécnica com maior aplicabilidadamanejo reprodutivo de aves cativas
€ a inseminacéao artificial (IA), dada sua pratidelarapidez e baixo custo de implementacao
(SAMOUR et al., 2004). Contudo, o sucesso da |Aedep sobremaneira da qualidade do
sémen a ser empregado e, por conseguinte, diviErsaisas tém sido adaptadas para aves
silvestres na tentativa de obter amostras insen@sate boa qualidade, entre elas: massagem
dorso-abdominal, manequins (objetos ou pessoasphcal artificial, lavagem cloacal,
disseccdo de tdbulos seminiferos e eletroejaculaBORROWS; QUINN, 1937;
HUMPHREYS, 1972; GEE; TEMPLE, 1978; QUAY, 1984; 381 JALME et al, 1994;
MALECKI et al., 1994; PIZZARI; BIRKHEAD, 2000; SAMOR, 2004; RYBNIK et al.,
2007; CHELMONSKA et a) 2008).

Cada meétodo de colheita de sémen tem em sua exeeurgsultados vantagens e
desvantagens, sendo que sua aplicabilidade podgxasente ou quase nula, dependendo da
espécie e do contexto no qual é empregado (CHELMGNSt al., 2008). A massagem
dorso-abdominal (BURROWS; QUINN, 1937) € sem duvalanais utilizado em aves
domeésticas, uma vez que as mesmas podem ser famglecendicionadas ao treinamento para

esse fim. Porém, para muitos individuos de espésedgagens este procedimento é
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inviabilizado por necessitar animais intensamenémejados ou criados desde filhotes para
esse propésito, demandar grande tempo de treinameemhdo de obra qualificada para
manutencéo do condicionamento dos reprodutores (ARl et al, 1985; SAINT JALME et

al., 1994). Quando se faz possivel obter amoseasethen por massagem dorso abdominal
nessas espécies, estas geralmente vém muito coatimi por fezes e urina, devido ao
estresse da contencdo fisica e manipulacdo exae@SHMELMONSKA et al., 2008). A
colheita por eletroestimulacdo também resulta eroséas contaminadas, no entanto, uma
das principais vantagens que faz dessa técnicaimpw@tante ferramenta para obtencdo de
sémen em aves silvestres é que, além de ser unedorento rapido, ndo exige
condicionamento prévio dos machos (SAMOUR gt1885).

O uso da eletroestimulacdo para colheita de sémeawves foi primeiramente relatado
por Serebrovskii e Sokolovskaja em 19a#(d SAMOUR et al., 1985), e desde entdo, até
1985 ha menos de 10 trabalhos cientificos regissraan literatura a respeito desta técnica
(SAMOUR et al., 1985). Em virtude do alto grau dmtaminacdo do sémen por fezes e
urina, baixa concentracdo espermatica e dificulslacdepadronizacdo, essa metodologia foi
ignorada por quase 30 anos, quando Lierz et all3j2Gavaliaram o emprego da
eletroestimulacdo em 151 espécies de psitacidedQER et al., 1985; LIERZ et al., 2013;
FISCHER et al., 2014). Este estudo e o publicadormsxrher et al. (2014) demonstraram a
aplicabilidade desta técnica para espécies em dscextincdo, que necessitam de medidas
urgentes para a instauracéo de programas de IA.

Tais achados inspiraram nossa equipe a investigasooda eletroestimulacdo em
varias ordens, a fim de verificar sua eficiénciawema diversidade de familias e espécies de
aves, além de (se bem sucedida) propiciar daddgdséelativos aos parametros seminais de
grupos jamais estudados para tal (p.e. ranfastidemsideos, cathartideos, entre outros). Em
conjunto, as informacdes geradas aqui seréo csupatia o conhecimento da sazonalidade
reprodutiva de vérias espécies, a aplicacdo da lAesenvolvimento de bancos de

germoplasma.

' SEREBROVSKII, A. S.; SOKLOVSKAJA, I. . ElectroeJaKlaciJa u PticProblemy Zhivotnovodsiva, v. 5,
p. 57-59,1934.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O primeiro relato registrado em literatura a refspeo uso da eletroestimulagédo com a
finalidade de obtencdo de sémen data de 1922 (BATEI92Z apud BETZEN p. 6), no
qual, levando em consideracdo a erecdo e ejacuEmacondenados a cadeira elétrica no
momento da execucdo, pesquisadores franceses rabtianostras seminais de porquinhos
da india através de estimulacdo elétrica aplicadaali®eca destes animais. No entanto,
inUmeros problemas eram associados a técnica dainmaomo era conduzida, desde alta
contaminacgdo por fezes e urina até convulsées & moranimal por eletrocussdo (MOORE;;
GALLAGER, 1930; SNYDER, 1966apud BEZTEN, 1985, p. 6). Desde ent&o, buscou-se
aprimorar a metodologia visando a estimulacao deosemais diretamente relacionados as
funcbes sexuais, sendo Gunn (193pud QUAMAR et al.,2015) o primeiro a desenvolver
um eletrodo retal e utiliza-lo em diversas espéclegartir dai a técnica foi refinada e
padronizada de acordo com as classes de animditizada ampla e eficientemente em
mamiferos (BETZEN, 1985).

Em espécies domésticas de aves a eletroestimutagitas vezes cedeu lugar a
colheita de sémen por massagem dorso abdominéb, gige este é um método eficaz e
pratico de obter boas amostras em animais passi@eisndicionamento prévio e tolerantes a
tal manejo (BURROWS; QUINN, 1937). Os mesmos pesglares que desenvolveram o
meétodo de colheita por massagem, antes tentardimauta eletroestimulacdo em galos.
Entretanto abandonaram esta abordagem por naodecar®m o0s resultados satisfatérios,
principalmente porque o estimulo elétrico utilizadevou muitos animais a Obito
(BURROWS; QUINN, 1935). Paralelamente, pesquisaonaissos utilizaram a
eletroestimulacdo em gansos domeésticos e, apesaltalavoltagem utilizada (80 V),
reportaram sucesso (SEREBROVSKIl; SOKLOVSKAJA, T0&dud SAMOUR et al., 1985,
p. 265). Watanabe (1957) relatou a obtencdo ders@mexcelente qualidade em marrecos,

reduzindo a voltagem para 30 V (60 a 80 mA) e nicatido o local de aplicacéo da corrente

> BATELLI, F. Une methode pour obtenir I'emission qoete du liquide des vesicules semifinales chez le
cobaye Compte Rendudes Seances de la Societe de Physiquedistoire Naturelle de Genevev. 39, p.
73,1922.

*SNYDER, R. L. Collection of mouse semen by elegaoglation.Anatomical Record, v. 155, p. 11-14,1966.
* GUNN, R. M.C. 1936. Fertility in Sheep. Artifici®roduction of Seminal Ejaculation and the Charaabér
the Spermatozoa Contained Ther&ommonwealth of Australia Council for Scientific ard Industrial
Research, Bulletin. n. 94, 1936.

> SEREBROVSKII, A. S.; SOKLOVSKAJA, I. I. ElectroeJaKlaciJa u PticProblemy Zhivotnovodsiva, v. 5,
p. 57-59,1934.
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elétrica. Até entdo um polo era posicionado sobregi&éo sacral da ave e o outro polo era
imerso em agua, proximo ao bico do animal tambébomsuso. Watanabe manteve o polo
sobre a regido sacral, porém inseriu o outro palcloaca da ave. Os primeiros a utilizarem
apenas uma sonda intracloacal foram Csuka et@18{hpud SAMOUR et al., 1985, p. ) em
marrecos de Pequim e patos de Muscovy. Dois anpsigjeChelmonska e Geborska-
DymKowska (1986, apud BETZEN, 1985, p. 10) também colheram sénitn dé boa
qualidade em pato almiscaradotilizando um eletrodo intracloacal bipolar. Esskss
altimos grupos de pesquisadores relataram erecdavebhdos falos das aves (BETZEN,
1985).

Data de 1983 a primeira descricdo de obtencdo merséle psitacideos, associando
massagem e eletroestimulacdo (HARRISON; WASMUND83t@&pud BETZEN, 1985, p.
10). As voltagens utilizadas variaram de 4 a 17cdhforme o tamanho da espécie de
psitacideo, aplicadas através de um eletrodo dldgalar ou de polo simples associado a
uma placa metélica na regido sacral. O primeiradestconsistente utilizando anestesia
previamente a eletroestimulacdo foi realizado e®b1%or Samour et al. Duas abordagens
foram testadas, sendo que a segunda levou a urameato muscular mais adequado ao
procedimento: cloridrato de cetamina 20 a 30 mgtdgzado sozinho ou associado em dose
de 25 mg/kg a cloridrato de xilazina 5mg/kg, amapkcados por via intramuscular. Samour
obteve e avaliou amostras seminais de patos deduysmarrecos Mallard e gansos do
Havai, utilizando também um eletrodo retal e pulsgsiando em 5 V e aumentando
gradativamente (de 5 em 5 V) até chegar em 30 Wolsnes médios de sémen variaram de
0,15 a 0,3 ml, e as concentracdes de 6,5 a 7/, Apds este trabalho, houve um hiato de
cerca de 30 anos nos relatos a respeito do usletteestimulacdo em aves, quando a técnica
foi entdo retomada por pesquisadores alemées eth(RHRZ et al., 2013), com utilizacao
de eletrodo cloacal bipolar e sem sedacédo ou amesdes individuos, apenas contencdo
fisica. O emprego da técnica foi avaliado, apenaande a estacdo reprodutiva, em 243
animais pertencentes a 151 espécies de psitacidaddidos em dois grupos: animais

pareados, sexualmente ativos e com historico de;panimais ndo pareados, sem atividade

®CSUKA, J.; STASKO, J.; SPRONC, A . Comparing twothoels of sémen collection from gandaredecké
Prace Hydinarstvo, v. 16, p. 99, 1978.

" CHELMONSKA, B. GEBORSKA-DY KOWSKAB. The appraisal of the musk drakes semen
obteined by the electroejaculation methodMedycynaweterynaryjna. v.36, p. 414-417, 1980.

¥ HARRISON, G. J.; WASMUND, D. Preliminary StudiesBlectrostimulation to Facilitate Manual
Semen Collection in Psittacines. In: ANNUAL CONFEEBENCE ASSOCIATION OF AVIAN
VETERINARIANS, 1983, San Diego, CA&roceedings.1983. p. 207-213 .
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sexual observada e com histérico de problemasdapves. No primeiro grupo, o sucesso do
método foi de cerca de 93%, enquanto no segundmgnéo passou de 60%, indicando a
importancia do status reprodutivo da ave. Aposaissmdas amostras, foram realizadas 64 a
inseminacdes artificiais em 37 fémeas, porém, apsdertilizacdo ter sido confirmada em
alguns casos, nao se pode afirmar que as prolekaresn de fato da IA e ndo da coépula
natural pois os individuos pareados permaneceratogLIERZ et al., 2013). Um ano mais
tarde, este mesmo grupo aleméo associado a outsmpiipadores realizaram um estudo
direcionado especificamente a ararinha az@yaopsitta spix)i utilizando a
eletroestimulagcdo, da mesma maneira que a realea@aiormente, para colheita de sémen
em 17 machos, realizando uma analise mais aprafandeste material colhido e apds, seis
IA em trés fémeas, porém, sem sucesso de prol€HHR et al., 2014). Por fim, utilizando
todos esses dados publicados a respeito dessearmdtodolheita de sémen em aves, um
grupo de El Salvador desenvolveu um protétipo d@¢ragjaculador para ser utilizado em
aves, demonstrando a preocupag¢do em se aprimdémniga e ressaltando a importancia
desta no contexto da conservacao de espéciesaaBARRIERE et al., 2014).

O detalhamento do histérico da eletroestimulacdoages pode ser observado no
Quadro 1.



Quadro 1 - Historico da eletroestimulagdo como detde colheita de s€men em aves

Ano [Pesquisadores Aves Forma de ap"‘fa‘.?ao Especificagbes Anestesia Protocolo Sucessp de IA
de corrente elétrica colheita
Pd6lo negativo sobre
Serebrovskii & . a pele (regido sacral) N&o 3-4 segs de estimulo Sim N&o
e Sokolovskaja Gansos domeStICOSP()Io negativo imerso em &c 8ov 1-2 segundo de interval®
Bico da ave imerso em agua
Burrows Sim, mas
1935 . Gansos domésticos - - N&o muitos N&o
& Quinn -
Obitos
Um pélo inserido em agulha 30V ~ 3segs de estimulo . ~
1957 Wz;ttaarl}abe Marrecos hipodérmica na regido sacrgl 60 a 80 mA Néo 5segs de intervalo Sim N&o
' Um pélo intracloacal 3 a 5 repeticdes
. 6segs de estimulo
1978 Csuka Marreco d? Pequim Sonda intracoacal 25230V N&o 5segs de intervalo Sim Néo
et al. e pato almiscarados 35a40 mA
Chelmonska & . -3segs de estimulo
1980 [Geborska-Dym | Pato almiscarado S_onda bipolar 20V - 5segs de intervalo - N&o
intracloacal 20 a 60mA
Kowska
Sonda bipolar Eletroestimulacdo
Harrison & N intracloacal ou Sonda pélo| 4al7V ~ . & Sim .
1983 Psitacideos . 0 N&o associada a massagem N&o
Wasmund simples + placa metélica | 4 a 19 mA ;
' dorso abdominal
na regido sacral
. Cloridrato de cetamina 3segs de gstlmulo
Samour Pato almiscarado, Sonda intracloacal 20 a 30 mg/kg ou SSegs.de intervalo .
1985 marreco Mallard . ] 5a30V . 6 sériesde5as8 Sim Nao
et al. . | com dois eletrodos em anéis 25 mg/kg a cloridrato .
e ganso do Havai de xilazina 5ma/k estimulos
99 | Aumento de 5 em 5 Vv
. . N 1 a 2 segs de estimulg . .
2013 Lierz Psitacideos S_onda bipolar lal4av Nao 2 a 5 segs de intervalo Sim Sim
et al. intracloacal -
5 a 10 séries
1 a 2 segs de estimulg
2014 Fischer Ararinha azul S_onda bipolar 24248V N&o 1 a,2 segs de mt}e_rvalo sim sim
et al. intracloacal Méximo de 8 séries
de 3 estimulos

Fonte: Serebrovskii; Sokolovskaja (1934); Burro@sinn (1935); Watanabe et al. (1957); Csuka €t18l78); Chelmonska; Geborska-Dym Kowska (1980)ridan ;
Wasmund (1983); Samour et al. (1985); Lierz ef2013); Fischer et al. (2014); adaptacdo de (FREDIR016).

-: sem dado

|14
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3 OBJETIVOS

Este projeto teve como obijetivos:

« Verificar a eficiéncia do uso do eletroestimulaghara colheita de sémen em
diversas ordens de aves;

» Aprofundar nosso conhecimento em relacdo as caistatas seminais das
espécies estudadas;

» Pesquisar se ha sazonalidade na producéo espermasiespecies estudadas.

(44
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento experimental

O projeto foi realizado ao longo de todo ano pamriguar os possiveis efeitos da
sazonalidade sob a producao espermatica. Dividitoeso grupo amostral em dois: Grupo 1
(G1) — espécies de aves que possuem um numerdligédiros ) maior ou igual a 5 a ser
coletado; Grupo 2 (G2) — espécies de aves que @mssmn de individuos menor ou igual a
4 a ser coletado. No caso do G1, foi realizada cwitzeita de sémen por individuo no inicio
da estacdo. Ja para o grupo G2, as colheitas fimalmadas duas vezes por estacao do ano
para cada individuo: uma no inicio da estacao e mat final. A primeira colheita ocorreu em
julho de 2015 e a ultima, em abril de 2016, contangn assim o periodo de um ano (Figura
1).

Durante o delineamento deste projeto, quatro hgedtdoram propostas. Buscando
contempla-las ao final do estudo, avaliou-se: @)este protocolo de eletroestimulacéo
possibilita a colheita de sémen em todas as ortestadas; (2) se a manipulacdo pré-
eletroestimulacéo por si s6 € suficiente para angdio de amostras seminais nas espeécies
testadas; (3) se as espécies estudadas apreseathdesp sazonais em sua producéo
espermatica; e (4) se caracteristicas sexuaisioetatas ao desenvolvimento do falo (para
espécies que possuem falo) e aparéncia da clogeza décoloracdo) podem ser usadas para

estimar qualidade seminal.

Figura 1l - Colheitas de sémen por eletroestimulagdayrupos G1 e G2 ao longo do periodo de um ano

Verdo Outono Inverno Primavera

3 3 §
3 o

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

‘ Colheitas G1 e G2 Colheitas G2

Fonte: (FREDIANI, 2016)
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4.2 Animais

As aves utilizadas neste estudo sdo provenientdsuddacdo Parque Zooldgico de
Sé&o Paulo, estando entdo todas sob condi¢cOes senesllde cativeiro e manejo, de acordo
com a espécie. Foram realizadas colheitas em 22ciespde aves de sete ordens. O n
escolhido para representar cada espécie foi defidel acordo com a disponibilidade de
machos adultos e saudaveis do plantel da institpis@ndo que estas espécies foram
agrupadas nos grupos G1 e G2, como ja citado,atd@acom o numero de individuos que as
representardo (Quadro 2).
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Quadro 2 - Grupo experimental em que foi testadécaica de colheita de sémen por eletroestimulagio
longo de um ano

Espécie
Ordem Nome cientifico N Idade Pareado/ Grupo
Nome popular (anos) N&o Pareado
Total Total Total Total
Cygnus melanocorypha * *
. 7 Gl
Cisne do pescoco preto
* *
Coscoroba coscoroba 6 Gl
Pato coscoroba
Amazona aestiva 11a26 1/4
. : 5 Gl
Papagaio verdadeiro
Psitaciformes Anodorhynchus hyacinthinlis 5 11a20 5/0 Gl
Arara azul
Phropyrrhura maracana 15 2/0
~ 2 G2
Maracana
Pteroglossus aracari 2eb6 0/2
. . 2 G2
Aracari de faixa
Pteroglossus bailloni 15 1/0
. 1 G2
Aracari banana
Piciformes Selenidera macullrostrls 1 7 0/1 G2
Aracari poca
Ramphastos dicolorus 9e13 1/1
. 2 G2
Tucano do bico verde
Ramphastos tucanus tucanus 8 0/1
. 1 G2
Tucano de peito branco
— - =
Aburria chut|nga 5 9e 1/1 G2
Jacutinga
Galiformes Crax rubra I‘L,Jb-l’a 1 9 1/0 G2
Mutum-do-México
*
Notocrax urumutum 5 2/0 G2
Urumutum
HarplaLharpyJa 3 17 a 28 3/0 G2
Accipitriformes Gavido real
P Spizaetus tyrannus 6a29 2/2
n 4 G2
Gavido pega macaco
Asio stygius * 0/2
Mocho diabo 2 G2
— <
Strigiformes Bubo virginianus 1 0/1 G2
Jacurutu
Tytp alba 5 11e23 0/2 G2
Suindara
Cathartiformes Sarcoramphu; papa 5 9 a33 1/1 G2
Urubu rei
7 19 51 2

Fonte: (FREDIANI, 2016)
N: nimero de individuos
*Ha individuos sem dados referentes a idade owap@ato.
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4.3 Colheita de sémen

As colheitas de sémen foram realizadas ao longmdi® ano, para que pudéssemos
pesquisar as possiveis influéncias estacionaisesobr parametros seminais e producao
espermatica. Era realizado jejum alimentar e lddpcédvio ao manejo das tentativas de
colheita de sémen, para evitar regurgitacao e tanuddinuir as chances de contaminacao de
amostras por fezes e urato. O tempo de jejum vaooforme a espécie e foi supervisionado
pela equipe veterindria da FPZSP. Os animais eraptuados de seus recintos
imediatamente antes da colheita de sémen e levpdms o0 local aonde a mesa de
eletroestimulacdo e analises eram montadas (FRAyaProcurou-se manter um ambiente
silencioso, tranquilo e aclimatado com uso de ardwionado quando necessario, para
diminuir estimulos estressores. Apenas contengéaffoi realizada e o animal era mantido,
com os olhos cobertos, em decubito dorsal sobre mesa recoberta de toalha ou colcha

facilitando a visualizacdo da cloaca (Figura 2B).

Antes de iniciar o procedimento de colheita de $£ms penas ao redor da cloaca
eram aparadas com uma tesoura, e sujidades eraavidas com o0 auxilio de gazes e
solucéo fisiologica (Cloreto de Sodio 0,9%), casdizesse necessario. Atribuia-se uma cor a
porcdo externa da cloaca, e apds posicionar unelacgde cores ao lado, a mesma era
fotografada. Medidas dos diametros cloacais (Fi@@pae observacdes a respeito do estado
da cloaca (ressecada, Umida, vasos rompidos et&loe (pouco desenvolvido, bem

desenvolvido, dificuldade em expor) também foragisteadas.
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Figura 2 - Metodologia para colheita de sémen fegraestimulacdo

O iy B

ﬂ:'

Fonte: (FREDIANI, 2016)

2A: mesa de analises de amostras montada; 2B: éxelmmgontencao fisica em um rapinante; 2C:
medicao de diametros de cloaca apoés realizac&mabige; 2D: correta insercéo da probe do
eletroestimulador (voltada para o assoalho dosalahca); 2E: colheita de sémen em microcapilar
graduado.
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Iniciava-se o procedimento com uma massagem dodmnanal breve com tentativa
de colheita de sémen, apenas para descartar &sepd¢ que essa simples manipulagédo da
ave seria suficiente para obter o ejaculado. Caswdsse material a ser colhido apds essa
manipulacdo, a amostra era identificada como AmodBré-Estimulacdo. Para a
eletroestimulacdo foi utilizado um eletroestimuladoom controle para voltagem,
miliamperagem e duracdo de estimulo e repouso (Durasil), composto por probes
plasticas com eletrodos bipolares de quatro tansmahserem escolhidas de acordo com o
tamanho da cloaca da espécie, variando de 1,5nadeacomprimento e de 0,3 a 0,6 cm de
didametro. A probe era umedecida com solugéo figiok e introduzida delicadamente na
cloaca da ave, e posicionada de maneira a tertoauatinuo com a porcao dorsal da cloaca,
visando ao estimulo dos nervos responsaveis pel@acdo dos ductos deferentes (Figura
2D). Em animais com falo (ou hemipenis), era realZ a exposicdo e manutencdo deste
orgdo exposto durante a eletroestimulacdo, anteintdaducdo da probe, para que o0s
estimulos elétricos atingissem de fato o assoalhgatida cloaca e ndo o corpo do hemipenis.

Duas séries de quatro estimulos eram aplicadastéusgorotocolo. Foi utilizada onda
quadratica e frequencia de 30 Hertz em todas #atiteas de colheita. A tenséo (Volts = V)
era aumentada gradualmente, a cada estimulo, eesdithaulo era repetido quatro vezes
(Figura 3). A primeira série iniciava em 0,6 V e a@mentava 0,6 V a cada estimulo,
terminando entdo a Série 1 com 2,4V. Apds esseepso¢ realizava-se uma leve massagem
para ordenhar o sémen dos ductos deferentes pdoaaa. O material, caso houvesse, era
recolhido entdo com o auxilio de um capilar microagcrito graduado (Figura 2E). Uma
nova série era entdo iniciada, indo de 1 a 4 V, @umento de 1 V a cada estimulo.
Novamente realizava-se a tentativa de colheitgatilado, e entdo o material recolhido era
avaliado, havendo distingdo entre as amostras éaH3timulacdo, Série 1 e Série 2. Caso
nao se pudesse obter amostras ou ndo houvessagaregeespermatozoides nas mesmas, a

colheita era dada como insucesso.
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Figura 3 - Protocolo de eletroestimulacdo utilizadm todas as aves do experimento, a cada tentddiva
colheita de sémen ao longo do periodo de um ano
Estimulos Estimulos Estimulos Estimulos
1 2 3 4
Tempo de duragao
do estimulo: 2 s
06 V 12V 1.8V 24V
Série 06V 12V 1.8V 24V
1 Intervalo entre
0,6V 12V 18V 24V estimulos: 2's
0,6V 12V 18V 24V
Tentativa de colheita e andlise da amostra Intervalo entre séries: 2 — 4 min
Estimulos Estimulos Estimulos Estimulos
! 2 ° 4 Tempo de duragdo
do estimulo: 2 s
10 V 20V 30 V 40 V
Série 1,0 V 20V 30 V 40 V
2
Intervalo entre
LoV 20V 30V 40V estimulos: 2 s
1.0V 20V 30V 40V

Fonte: (FREDIANI, 2016)

Durante todo o procedimento, os reflexos ao estiralditrico na inervacéo pericloacal, regido
de retrizes e membros pélvicos (contracdes) eratadas para que pudéssemos verificar se
tais estimulos estavam sendo adequadamente trattsrat essa regido. Da mesma maneira,
as reagOes dos animais aos estimulos elétricas,qtais agitagdo e vocalizagdo eram
observadas e registradas na ficha de colheita @m&x Com isso buscou-se analisar
possiveis desconfortos relacionados as voltagéiadas, no intuito de sugerir, ao final do
estudo, as menores voltagens necessarias para amigstras, que causem 0 menor

desconforto possivel.

4.4 Avaliacdo do sémen

Imediatamente apés a colheita, o0 material ejacudmdcavaliado macroscopicamente
guanto a cor, volume e aspecto. Diluia-se entdoneio Biggers-Whitten-Whittingam
(BWW) (BIGGERS et al.,, 1971) e realizava-se as iagékes microscopicas imediatas
(investigacdo da presenca de espermatozoides,idadél e motilidade progressiva). Além
disso, informacdes referentes a presenca ou ndordaminantes (urato, fezes, sangue) e pH

eram anotadas na planilha de avaliagdo seminal.
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O volume foi medido pela graduacgéo presente ndacapicrohematocrito. Para cor e
aspecto da amostra, escalas foram confeccionadagsme se trata de uma avaliacéo
subjetiva, estas foram realizadas sempre pela mpssguisadora. Em aspecto da amostra,
avaliou-se a opacidade e a viscosidade. A diluegdoBWW variou conforme o volume de
amostra obtida, para possibilitar que houvesseuathg para realizar todas as analises
posteriores, mas foi utilizada preferencialmentea uhtuicdo de 1:30 (uma parte de amostra
para 30 partes de BWW). Uma aliquota de 3 pl deliisicido era adequadamente
homogeneizada, pipetada em uma lamina, cobertaupma laminula e analisada ao
microscoépio de luz, em aumento de 400X. Nestagiraranalise, pesquisava-se a presenca
de espermatozoides, e caso houvesse, ja se avalimailidade e motilidade progressiva.
Essas avaliacfes também eram subjetivas, registsaedaore por uma mesma pessoa treinada
para tal, em uma escala de 0 a 100% (visualizag&ocdmpos por amostra).

Outra aliquota de 5 ul da diluicdo era pipetadauera lamina, homogeneizada por 30
segundos com corante Eosina e Nigrosina para aealin esfregaco. Essas laminas foram
avaliadas em um prazo maximo de 12 horas, paraaawlintegridade de membrana dos
espermatozoides. Inicialmente estipulou-se a centage 100 células espermaticas. Porém,
como obtivemos amostras com concentragdo muit@paamaioria das leituras do esfregaco
nao foi possivel contar esse numero de espermdasoi

Para concentracdo e morfologia espermatica, 20 dédhen diluido em BWW era
rediluido em 20 ul de Formol Salino (FS) para sado e avaliado posteriormente. Desta
nova diluicdo, 20 ul eram utilizados para estineasoncentracdo em camara de Neubauer,
10 pl de cada lado, com o uso de microscopio déaumento de 400X). Para a avaliacdo da
morfologia espermatica, 8 pl desta amostra fixadaFS eram pipetados em uma lamina,
cobertos por laminula e selados com esmalte, peoafaccdo de cameras umidas. Avaliou-
se entdo a morfologia dos espermatozoides em roap@sde contraste de fase, aumento de
1000 X. Da mesma maneira que ocorreu na avaliag®sfregacos de Eosina e Nigrosina,
haviamos proposto a contagem de 100 células, pasdm,muitas vezes ndo foi possivel

devido as concentracdes muito baixas de espernmadszo
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4.5 Anélise Estatistica

Os dados foram analisados pelo SAS System Winddestes paramétricos e nao
paramétricos foram utilizados, respectivamentea pdeidos que obedeceram ou nédo as
premissas estatisticas da normalidade dos resalhosmogeneidade das variancias. O nivel
de significancia utilizado para rejeitar HO sera5d¢ (p<0,05). Os dados foram descritos

principalmente através da média e erro padrao di#ame
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5 RESULTADOS

Os resultados e a discussdo dos mesmos serdorapdesede maneira a contemplar as

quatro hipéteses formuladas pelo nosso grupo duadelineamento da pesquisa.

5.1 Eficiéncia da eletroestimulagéo na colheita@&aen nas ordens testadas

Foram realizadas 301 tentativas de colheita de rséatravés de eletroestimulagdo ao
longo do periodo de um ano. Nas espécies pertascaatGl, quatro tentativas por individuo
foram realizadas, e para as espécies do G2, oitmne o projeto, dois animais vieram a
Obito por causas outras que ndo estavam rela@sredcolheitas de sémen: o GUnico mutum-
do-México, em agosto de 2015, e um papagaio veirdadsm dezembro de 2015. Além
disso, algumas colheitas na ordem dos Anserifomndes puderam ser realizadas, pois 0s
individuos precisavam ser capturados em um graagie b eventualmente ocorreram fugas.
Isso explica o porqué de ndo haver um numero fextedtativas de colheitas por espécie.

Das 301 tentativas de colheita, 58 resultaram emstas contendo espermatozoides, o
gue daqui em diante serdo as Unicas amostras @faeetnos por “amostras de sémen” ou
“amostras seminais”. Isso indica uma eficiénciatelesétodo de colheita de 19%, porém
nesta abordagem estamos considerando o perioddae@rt ano e todas as espécies testadas
(Tabela 1). Nota-se que a eficiéncia ndo foi a naepara todas as espécies e que variou
também conforme a estacéo do ano. A melhor efigéioc alcangada em patos coscoroba
(54%). Em urubu rei, suindara e para a maioria egsecies pertencentes a ordem dos
Piciformes (aracari banana, aracari poca e tucan@aito branco), atingiu-se indices de
eficiéncia da técnica maiores ou igual a 25%. N@argn, dentro da ordem dos Galiformes
observamos baixa eficiéncia para os individuosodigf@is no estudo, sendo nula para o
mutum-do-México (muito embora este individuo testtln submetido a apenas uma colheita,
pois jA& no més seguinte ndo foi realizada a temtatie eletroejaculacdo, pois ele se
encontrava debilitado e logo apds, veio a Obitopaga os urumutuns. Nao obtivemos
nenhuma amostra de sémen também do Unico indivahresentante da espécie jacurutu. A

eficiéncia nas demais espécies foi variavel e detalhada adiante relacionada a qualidade
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seminal, porém nesta primeira andlise mais supdrfjpodemos notar que a técnica

possibilitou a colheita de amostras de sémen eastas ordens em que foi testada.

Tabela 1 - Eficiéncia da técnica de eletroestigidapara colheita de sémen dentro das espécieslasst
durante o periodo de um ano

Tentativas de Colheitas

Espécie(N : o
Ordem spécie(N) colheita com sptz Eflc(l((;r;ua
Total Total Total Total °
Pato coscorobgb) 24 13 54
Anseriformes
Cisne do pescoco prefd) 24 3 12,5
Papagaio verdadei(®) 16 3 19
Psitaciformes Arara azul(5) 20 3 15
Maracang2) 16 4 25
Aracari de faixd?2) 16 3 19
Aracari banangl) 8 2 25
Piciformes Aracari pocg1) 8 2 25
Tucano do bico verd@) 16 2 13
Tucano de peito branda) 8 2 25
Jacutingd2) 16 1 6
Galiformes Mutum-do-México(1) 2 0 0
Urumutum(2) 15 0 0
Gavido rea(3) 24 2 8
Accipitriformes
Gavido pega macadgd) 32 7 22
Mocho diabo(2) 16 2 13
Strigiformes Jacurutul) 8 0 0
Suindara2) 16 4 25
Cathartiformes Urubu rei(2) 16 5 31
7 19 301 58 19

Fonte: (FREDIANI, 2016)
N: nimero de individuos; sptz: espermatozoides.
*Relativo ao total de colheitas por eletroestiméta¢nao considerando a influéncia da sazonalidgui®dutiva)
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5.2 A pré-estimulacdo na obtencdo de sémen

Como explicado anteriormente (item Material e MéB)d antes de iniciarmos a
tentativa de colheita de sémen através da eletragatdo, uma breve manipulacédo da regiao
dorso abdominal das aves, em direcéo a cloacae@iaada. Nas espécies que possuem falo,
essa manipulagdo era um pouco mais intensa, poia Aanecessidade de expor este 0rgao
antes de introduzir a probe para que os estimidtrices atingissem a regido almejada e néo
fossem direcionados sobre o falo. Essa manipulagg@ioealizada e, apés tal, caso houvesse
na cloaca da ave material que pudesse ser sénerrasecolhido e analisado, denominado
“Amostra Pré-Estimulacdo”. Desta maneira, pudemissnduir se as amostras de sémen
obtidas estavam de fato relacionadas ao estimétidoel que aplicAvamos, ou se uma simples
massagem manual seria suficiente para colher séestes individuos, o que poderia reduzir
a importancia da eletroestimulacdo como métodoalleeita. De modo geral, vimos uma
baixa eficiéncia da manipulacdo Pré-Estimulacdoobiencdo de amostras em todas as
espécies testadas (17%) em relacdo as sériesimelaséio elétrica (Série 1: 60% e Série 2:
66%). Dentre essas amostras, a porcentagem dagprpsentaram espermatozoides foi ainda
mais desigual entre a manipulacéo Pré-EstimulaZ®) € as Séries de estimulos 1 e 2 (11%
e 12%, respectivamente). Sendo assim, a eficiéeealdos métodos de colheita, que € a
obtencdo de amostras com espermatozoides de fatogstatisticamente melhor na

eletroestimulacédo (Tabela 2).

Durante todo o estudo, observamos que em apenasemtaéiva de colheita em um
individuo de cisne de pescoc¢o preto ndo obtivemussttas apds 0s estimulos da Série 1 e
Série 2, apesar de havermos obtido amostra Prénatido. A manipulacdo Pré-Estimulagéo
proporcionou amostras de sémen em outras tentatevaslheitas para individuos da ordem
dos Anseriformes, mas nestes casos também foivebsditer amostras apos a Série 1 ou
Série 2, ou ambos. Verificamos estatisticamenticeéecia da Pré-Estimulacdo, da Série 1 e
da Série 2, para cada espécie, na obtencdo derasoshtendo espermatozoides, ou seja,
amostras de sémen (Tabela 3). Observamos que paen@de maioria das espécies (4 de 6
espécies), a Pré-Estimulacdo ndo resultou em aasostmtendo espermatozoides. Sendo
assim, consideramos que a Pré-Estimulacdo naoicesté para obtencdo de amostras de
sémen nas espécies testadas, nem mesmo para émsesif visto que para alguns individuos

dessa ordem foi necessario realizar ao menos uriea d& estimulos elétricos para colher
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amostras com espermatozoides. Deste modo, vimogcassidade de compararmos a
gualidade seminal entre as amostras, no intuitpedguisar qual a melhor forma de colheita
para cada espécie testada. Avaliamos entdo a adelido sémen obtido através da Pré-
Estimulacdo, Série 1 e Série 2, em cada espécima$so grupo experimental. As
caracteristicas escolhidas para analisar a qualidachinal foram: motilidade espermatica
(%), motilidade espermatica progressiva (%), cotte€fo espermatica (sptz/ml), total de
espermatozoides obtidos na amostra colhida (sptataa) e total de espermatozoides moveis
obtidos na amostra colhida (sptz moveis/amostrapélas 4 a 7). Nas duas Unicas espécies
em que a Pré-Estimulacgdo resultou em amostra cpenraatozoides, Pato Coscoroba e Cisne
do Pescoco Preto, a qualidade espermatica destdifedio das amostras obtidas através da
Série 1 e Série 2 em nenhuma das caracteristiafiadas. Para as demais espécies, algumas
diferencas estatisticas foram observadas em deizdas caracteristicas. Para aracari-banana
e tucano de bico verde, a amostra obtida atravéséda 1 apresentou melhores médias de
concentracdo espermatica, total de espermatozeidetal de espermatozoides méveis. No
entanto, para o tucano de bico verde sO poderiaspsrar este resultado, visto que nao
obtivemos nem amostra Pré-Estimulacdo e nem am8e&trig 2. Uma situacdo parecida
ocorreu para o gaviao real, que teve melhores teaiisiticas de concentragdo espermatica e
total de espermatozoides na amostra Série 1, a @ncque obteve-se espermatozoides. O
mesmo aconteceu com a amostra de jacutinga, nastedsticas motilidade e motilidade
progressiva, que foram melhores para a amostraéda §, a Unica amostra obtida, e para
mocho diabo, na caracteristica total de espermatezgue foi melhor na amostra da Série 2.
Para as demais espécies, ndo houve diferencastistatintre as amostras colhidas. Desta
maneira, consideramos a Série 1 e a Série 2 ignsneéicazes na obtencdo de amostras com
sémen

Tabela 2 - Eficiéncia da Manipulacdo Pré-Estimutagaetroestimulacéo Série 1 e Série 2 na % de taasos
obtidas e % de amostras obtidas com sémen em &sdespécies testadas durante o periodo de um

ano
Método de Colheita % Amostras obtidas % Amostras cm sptz
Manipulacéo Pré-Eletroestimulacéo 17567 2,004
Eletroestimulacdo Série 1 6042 ° 11,008
Eletroestimulacdo Série 2 66,08 ® 12,00°

Fonte: (FREDIANI, 2016)

Letras sobrescritas iguais sinalizam valores degmiagens médias que nao diferiram estatisticamenétras sobrescritas
diferentes, valores de porcentagens médias querdifeestatisticamente. Estas comparacges fordaasfentre os resultados
da Manipulagdo Pré-Eletroestimulacdo, Eletroestigiit Série 1 e Eletroestimulagdo Série 2 (p < 0.8B; Test).
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Tabela 3 - Eficiéncia da colheita Pré-Estimula¢g@érje 1 e Série 2 na obtencéo de amostras e nacébtee

amostras com espermatozoides para as espéciesedui gossivel colher ao menos uma amostra de

sémen ao longo de um ano

% Amostras obtidas (% Amostras com sptz)

Ordem Espécie(N)

Pré Série 1 Série 2
Anseriformes Pato coscorobgb) 89,47 (26,32) 89,47 (31,58) 89,47 (26,31)
Cisne do pescoco prefd) 70,83 (8,33) 45,83 (4,17) 29,17 (4,17)
Papagaio verdadei(d) 0, 00 (0,00) 27,78 (5,55) 38,89 (11,11)

Psitaciformes

Arara azul(5) 0,00 (0,00) 70,00 (10,00) 85,00 (10,00)
Maracanf2) 0,00 (0,00) 56,25 (12,50) 50,00 (18,75)
Aracari de faixg2) 0, 00 (0,00) 80,00 (10,00) 80,00 (10,00)
Aracari banandl) 0, 00 (0,00) 50,00 (25,00) 75,00 (25,00)
Piciformes Aracari pocg1) 0, 00 (0,00) 87,50 (12,50) 75,00 (12,50)
Tucano do bico verd@) 0, 00 (0,00) 100,00 (14,00) 100,00 (7,00)

Tucano de peito branca) 0, 00 (0,00) 100,00 (14,29) P00

(28,58)
Jacutingg2) 26,67 (0,00) 60,00 (0,66) 46,67 (0,00)
Galiformes Mutum-do-México(1) 50,00 (0,00) 100,00 (0,00) 100,00 (0,00)
Urumutum(2) 56,25 (0,00) 75,00 (0,00) 56,25 (0,00)
Gaviao rea(3) 0, 00 (0,00) 88,90 (11,11) 83,33 (0,00)

Accipitriformes
Gaviado

pega macactd) 0, 00 (0,00) 37,50 (9,40) 56,25 (15,62)
Mocho diabo(2) 0, 00 (0,00) 1,50 (0,00) 56,25 (12,50)
Strigiformes Jacuruty(1) 0, 00 (0,00) 37,50 (0,00) 75,00 (0,00)
Suindara2) 0, 00 (0,00) 37,50 (12,50) 68,75 (25,00)

CRmEn s Urubu rei(2) 0, 00 (0,00) 81,25 (31,25) (%52)

Fonte: (FREDIANI, 2016).

N: ndmero de individuos que compfe o grupo amostealespécie. As porcentagens de amostras com
espermatozoides (sptz) sdo relativas as porcergapeamostras obtidas através de cada um dosétédas de
colheita (Pré: Amostras Pré-Estimulacéo, Sérierfiogtras Série 1, e Série 2: Amostras Série 2).



Tabela 4 - Efeito das colheitas Pré-EstimulacdoieSE e Série 2 sob as caracteristicas seminaiesiaéxcies de Anseriformes das quais foi possiviglr ghmostras com

espermatozoides ao longo do periodo de um anoré&épresentados: MédiatErro Padréo

Motilidade

Total de sptz

Total de sptz moveis (sptz

— — ) N
Espécie Amostra Motilidade (%) Progressiva (%) Concentracéo (sptz.10/ml) (sptz.1G/amostra) moveis.18/amostra)
Pré-Estimulo  20,00420,00 2,5042,50 10.76£10,78 0,37+0,37 298,85£298,85
Cisne do
pescoco Série 1 0,00 0,00 e 0,01£0,01 0,00
preto
Série 2 10.00£10,00 2.5042.50 5.64+5 64 0,41+0.41 162,29+162,29
Pré Estimulo 25 3848,59 13,8546,05 18,90+15,10 0,4940,32 329,73+213,00
Pato Série 1 24.62+7.13 10,0044,67 7,2845,13 0,3540,27 248,68+219,62
coscoroba
Série 2 24.62+7.65 16,1545,61 19,04+13,70 0,7340,56 523.21+449,23

Fonte: (FREDIANI, 2016)

Letras sobrescritas diferentes sinalizam valorgsadeentagens médias que diferiram estatisticamgstas comparacdes foram feitas entre os ressl@dadlanipulacdo Pré-
Eletroestimulacédo, Eletroestimulacdo Série 1 erddstimulacdo Série 2 (p < 0,05; LSD Test).

LE



Tabela 5 - Efeito das colheitas Pré-EstimulacaoieSE e Série 2 sob as caracteristicas seminaiesiacies de Psitaciformes das quais foi possiMer @amostras com
espermatozoides ao longo do periodo de um anord&épresentados: MédiatErro Padrao

. - Motilidade Concentragao Total de sptz Total de sptz méveis
Espécie Amostra Motilidade (%) NN 3 o
Progressiva (%) (sptz.16 /ml) (sptz.107amostra) (sptz méveis.1&amostra)
Pré-Estimulo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
PELECEID Série 1 0,00 0,00 2,19+2,19 0,01£0,01 0,00
verdadeiro
Série 2 13,33+13,33 0,00 37,86+36,97 0,03+0,03 10,43+10,43
Pré-Estimulo 0,00+ 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Arara azul Série 1 3,33%£3,33 0,00 NA NA NA
Série 2 5,00+ 5,00 0,00 NA NA NA
Pré-Estimulo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Maracana Série 1 0,00 0,00 8,19+7,52 0,01+0,01 0,00
Série 2 1,25+1,25 0,00 0,58+0,32 4,63+2,52 0,09+0,09

Fonte: (FREDIANI, 2016)

NA: Néo foi possivel avaliar.

Letras sobrescritas diferentes sinalizam valorepateentagens médias que diferiram estatisticam&stas comparagdes foram feitas entre os ressl@adlanipulacdo Pré-
Eletroestimulagdo, Eletroestimulagdo Série 1 er@dstimulacdo Série 2 (p < 0,05; LSD Test).

8¢



Tabela 6 - Efeito das colheitas Pré-EstimulacddeSée Série 2 sob as caracteristicas seminaiestgsies de Piciformes e Galiformes das quaigdssivel obter amostras

com espermatozoides ao longo do periodo de umvaiores apresentados: MédiatErro Padréo

. . Motilidade Concentragao Total de sptz Total de sptz moveis
Espécie Amostra Motilidade (%) NN 3 o
Progressiva (%) (sptz.16 /ml) (sptz.107amostra) (sptz méveis.1&amostra)
_ Pré-Estimulo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Ar?g&g de Série 1 0,00 0,00 0,08+0,08 0,90+0,90 0,00
Série 2 10,00+10,00 6,67+6,67 4,32+4,30 0,01+0,01 ,39#4,39
_ Pré-Estimulo 0,00 0,00 0,00 0,00 © 0,00 ©
ﬁ;an%ar:; Série 1 45,00+15,00 25,00+15,00 422,30+0,08 7,2620,00" 2179,08+0,00
Série 2 30,00+30,00 20,00+20,00 50,35+0,00 0,19+0,008 114,80+0,00°
_ Pré-Estimulo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
A;%%Z” Série 1 40,00+40,00 35,00+35,00 25 44425 44 0,@E0, 8,14+8,14
Série 2 0,00 0,00 0,35+0,35 0,00 0,00
Pré-Estimulo 0,00 0,00 0,00 0,00 # 0,00 #
Tucano do Série 1 2,50+2,50 0,00 0,20+0,00 0,01%0,00® 0,45+0,00®
bico verde
Série 2 0,00 0,00 0,00 0,00 # 0,00 #
Pré-Estimulo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Tucano de L.
, Série 1 30,00+30,00 10,00+10,00 0,47+0,47 0,02+0,02 9,58+9,58
peito branco
Série 2 27,50+22,50 2,50+2,50 1,46+0,00 0,02+0,00 ,1140,00
Pré-Estimulo 0,00° 0,00 0,00 0,00 0,00
Jacutinga Série 1 10,00+ 0,00* 100,00 NA NA NA
Série 2 0,00 B 0,00 0,00 0,00 0,00

Fonte: (FREDIANI, 2016)
NA: Nao foi possivel avaliar.
Letras sobrescritas diferentes sinalizam valorgsadeentagens médias que diferiram estatisticamgstas comparacdes foram feitas entre os ressl@dadlanipulacdo Pré-

Eletroestimulacédo, Eletroestimulacdo Série 1 erddstimulacdo Série 2 (p < 0,05; LSD Test).

6€



Tabela 7 - Efeito das colheitas Pré-EstimulacaoeSEe Série 2 sob as caracteristicas seminaiesjgxies de Accipitriformes, Strigiformes e Cdtfmmes das quais foi
possivel obter amostras com espermatozoides ao tbmgeriodo de um ano. Valores apresentados sé@aMero Padrao

Espécie Amostra Motilidade (%) Motilidade Concentracéo Total de sptz Total de sptz méveis
P 0 Progressiva (%) (sptz.16 /ml) (sptz.10/amostra) (sptz méveis.1&amostra)
Pré-Estimulo 0,00 0,00 0,00 0,00 B 0,00
A
Gavido real Série 1 0.00 0,00 3,1340,00 0,02+0,00% 0,00
Série 2 0,00 0,00 0,06 ,00+0,00 8 0,00
Pré-Estimulo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Gpagézo o e 5 T 5 45,32+41,20 0,07+0,07 57,12453,95
macaco Serie 2 L 0 1,90+1,20 0,01+0,01 0,51+0,51
Pré-Estimulo 0,00 0,00 0,00 0,60 0,00
l\gpct?o Série 1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1apo
Série 2 10,00+10,00 5.0045,00 13,4047,18 0,020,00" 2374237
Pré Estimulo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Suindara Série 1 7,50+4,79 3,75+2,39 NA NA NA
Série 2 25 00+18,93 10,0047,07 222 20 HLzsnt 7.9945.94
Pré-Estimulo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
_ Serie 1 44,00:0.27 26,0046,78 14,54+14,02 0,62+0,55 295,67+288,38
Urubu rei
Série 2 28,00+12,00 16,0048,12 6,3944,64 0,79.180,73 466,60+442,90

Fonte: (FREDIANI, 2016)

NA: N&o foi possivel avaliar.
Letras sobrescritas diferentes sinalizam valoregaiteentagens médias que diferiram estatisticam&istas comparac8es foram feitas entre os ressl@adlanipulacao Pré-
Eletroestimulacédo, Eletroestimulacdo Série 1 erddstimulacdo Série 2 (p < 0,05; LSD Test).
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Com base nesses resultados e buscando ajustatocgbioode eletroestimulagéo para cada
espécie testada, investigamos também os efeitdemsdes elétricas aplicadas na Série 1 e na Série
2 sob a contaminacdo da amostra e as possivei@eseae dor ou desconforto causadas nos
individuos. Primeiramente discriminamos todas adarninacdes encontradas nas amostras obtidas
apos a manipulacdo Pré-Estimulagcédo, Série 1 e 2éfiEabelas 8 a 12). Neste relato foram
consideradas todas as amostras obtidas, ou sefstram que continham espermatozoides e
amostras que nao continham espermatozoides. Apdsdsterminamos estatisticamente se houve
diferenca na porcentagem de amostras ndo contaasimadontaminadas entre as Séries 1 e 2, para
cada espécie testada (Tabela 13). Notamos queon@e kliferenca estatistica entre as Séries 1 e 2,
sendo que as espécies urumutum, aracari bananze rei foram as que apresentaram maiores
porcentagens de amostras contaminadas, e as esp®ano de bico verde, papagaio verdadeiro e
aracari de faixa, as menores. Portanto, tambénspectb de contaminacdo ndo houve diferenca

entre as séries de estimulos, podendo-se utiligger uma das duas.

Tabela 8 - Contaminacfes ocorridas durante o pimesdo de tentativa de colheita de sémen em Amserds. Aqui
foram relacionadas todas as amostras colhidasngo lde um ano, de todas as espécies testadashaonte
ou ndo espermatozoides

Espécie Tipo Pré Série 1 Série 2
See de TEsEees nen_huma 94,12 (16/17) 100 (14/14) 100 (11/11)
urina 5,88 (1/17) - -
fezes - - -
sangue - - -
miscelanea - - -
Pato coscoroba nenhuma 73,91 (17/23) 52,17 (12/23) 56,52 (-13/23)
urina 21,74 (5/23) 34,78 (8/23) 17,39 (4/23)
fezes 4,35 (1/23) 13,04 (3/23) 21,7 (45/23)
sangue - - 4,35 (1/23)
miscelanea - - -

Fonte: (FREDIANI, 2016)
Tipo: tipo de contaminacéo; c/t: amostras com datoimacao (ou auséncia de) citadas dentro de whdetamostras
obtidas; - : ndo houve o tipo de contaminacéo; eldsea: mais de um tipo de contaminante.
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Tabela 9 - Contaminagfes ocorridas durante o pioegdo de tentativa de colheita de sémen em Pfeita@s. Aqui
foram relacionadas todas as amostras colhidasngo lde um ano, de todas as espécies testadasydmnte

ou ndo espermatozoides

Espécie Tipo Série 1 Série 2
Papagaio verdadeiro nenhuma 100 (6/6) 85,71 (6/7)
urina - 14,29 (1/7)
fezes - -
sangue - -
miscelanea - -
nenhuma
Arara Azul . 71,43 (10/14) 82,35 (14/17)
urina 7,14 (1/14) 11,76 (2/17)
fezes 7,14 (1/14) -
sangue 14,29 (2/14) 5,88 (1/17)
miscelanea i i
Maracana nenhuma 77,78 (7/9) 87,50 (7/8)
urina - -
fezes 11,11 (1/9) 12,50 (1/8)
sangue 11,11 (1/9) -
miscelanea

Fonte: (FREDIANI, 2016)

Tipo: tipo de contaminacgéo; c/t: amostras com datoimacao (ou auséncia de) citadas dentro de whdetamostras

obtidas; - : ndo houve o tipo de contaminacéo; eldsea: mais de um tipo de contaminante.



Tabela 10 - Contaminacdes ocorridas durante o gnoemto de tentativa de colheita de sémen em
Piciformes. Aqui foram relacionadas todas as amestolhidas ao longo de um ano, de

todas as espécies testadas, contendo ou néo espEnites

Espécie Tipo Serie 1 Série 2
Aracari de faixa nenhuma 86,62 (11/13) 86,62 (11/13)
urina 7,69 (1/13) 7,69 (1/13)
fezes - -
sangue 7,69 (1/13) 7,69 (1/13)
Aragari banana nenhuma 75,00 (13/4) 42,86 (3/7)
urina 25,00 (1/4) 14,29 (1/7)
fezes - 28,57 (2/7)
sangue - -
miscelanea - 14,29 (1/7)
Aragari poca nenhuma 71,43 (5/7) 83,33 (5/6)
urina . -
fezes 14,29 (1/7) 16,67 (1/6)
sangue - -
miscelanea 14,29 (1/7) =
Tucano de bico verde nenhuma 86,67 (13/15) 87,50 (14/16)
urina 13,33 (2/15) 12,50 (2/16)
fezes - -
sangue - -
miscelanea - -
Tucano de peito branco nenhuma 87,50 (7/8) 62,50 (5/8)
urina - -
fezes - -
sangue = 37,50 (3/8)
miscelanea 12,50 (1/8) =

Fonte: (FREDIANI, 2016)

Tipo: tipo de contaminacgdo; c/t: amostras com daromacéo (ou auséncia de) citadas dentro de um
total de amostras obtidas; - : ndo houve o tipaca®aminacdo; miscelanea: mais de um tipo de
contaminante.
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Tabela 11 - Contaminacdes ocorridas durante o gnmemto de tentativa de colheita de sémen em

Galiformes. Aqui foram relacionadas todas as amaestolhidas ao longo de um ano, de todas as
espécies testadas, contendo ou ndo espermatozoides

Espécie Tipo Pré Série 1 Série 2
Jacutinga nenhuma 80,00 (4/5) 63,64 (7/11) 70,00 (7/10)
urina - 9,09 (1/11) 10,00 (1/10)
fezes - 18,18 (2/11) -
sangue 20,00 (1/5) 0,09 (1/11) 20,00 (2/10)
miscelanea - - -
Mutum-do-México nenhuma 100,00 (1/1) 50,00 (1/2) 50,00 (1/2)
urina - 50,00 (1/2) 50,00 (1/2)
fezes - - -
sangue - - -
miscelanea - - -
Urumutum nenhuma 75,00 (6/8) 50,00 (6/12) 40,00 (4/10)
urina - - -
fezes 12,50 (1/8) 25,00 (3/12) 10,00 (1/10)
sangue 12,50 (1/8) 25,00 (3/12) 40,00 (4/10)
miscelanea -

10,00 (1/10)

Fonte: (FREDIANI, 2016)

Tipo: tipo de contaminagdo; c/t: amostras com datoimacado (ou auséncia de) citadas dentro de wahdet

amostras obtidas; - : ndo houve o tipo de contag@imamiscelanea: mais de um tipo de contaminante.



Tabela 12 - Contaminacdes ocorridas durante o gnoemto de tentativa de colheita de sémen em
Accipitriformes, Strigiformes e Cathartiformes. Aqftoram relacionadas todas as
amostras colhidas ao longo de um ano, de todaspEzies testadas, contendo ou néo

espermatozoides

Espécie Tipo Série 1 Série 2
Gaviao real nenhuma 52,38 (11/21) 56,25 (9/21)
urina 23,81 (5/21) 19,05 (4/21)
fezes 14,29 (3/21) 4,76 (1/21)
sangue - 23,81 (5/21)
miscelanea 9,52 (2/21) 9,52 (2/21)
Gavido pega macaco ~ "enhuma 54,55 (6/11) 66,67 (12/18)
urina 18,18 (2/11) 11,11 (2/18)
fezes - 5,56 (1/18)
sangue 18,18 (2/11) 16,67 (3/18)
miscelanea 9,09 (1/11) -
Mocho diabo nenhuma 50,00 (1/2) 77,78 (7/9)
urina 50,00 (1/2) 11,11 (1/9)
fezes - 11,11 (1/9)
sangue - -
miscelanea - -
Jacurutu nenhuma 66,67 (2/3) 83,33 (5/6)
urina 33,33 (1/3) 16,67 (1/6)
fezes - -
sangue - -
miscelanea - -
Suindara nenhuma 83,33 (5/6) 81,82 (9/11)
urina 16,67 (1/6) 18,18 (2/11)
fezes - -
sangue - -
miscelanea - -
Urubu rei nenhuma 53,85 (7/13) 42,86 (6/14)
urina 15,38 (2/13) 21,43 (3/14)
fezes 15,38 (2/13) 21,43 (3/14)
sangue 7,69 (1/13) 14,29 (2/14)
miscelanea 7,69 (1/13) -

Fonte: (FREDIANI, 2016)
Tipo: tipo de contaminacgdo; c/t: amostras com daromacéo (ou auséncia de) citadas dentro de um

total de amostras obtidas; - : ndo houve o tipaca®aminacdo; miscelanea: mais de um tipo de
contaminante.

45



Tabela 13 - Porcentagem de amostras (com ou sesmesjozoides) contaminadas colhidas nas Série

1 e na Série 2 de todas as espécies testadasedanaetiodo de um ano

% de amostras contaminadas

Espécie L. L
Série 1 Série 2 Valor de p
Cisne do pescoco preto 47,83 43,48 1,00
Pato coscoroba 0,00 14,29 0,77
Papagaio verdadeiro 28,57 17,65 0,34
Arara azul 22,22 12,50 0,47
Maracana 15,38 15,38 0,60
Aracari de faixa 25,00 57,14 1,00
Aracari banana 28,57 16,67 0,60
Aracari poca 13,33 12,50 0,61
Tucano do bico verde 12,50 37,50 0,94
Tucano de peito branco 36,36 30,00 0,25
Jacutinga 50,00 50,00 0,76
Mutum-do-México 50,00 60,00 1,00
Urumutum 47,62 43,75 0,64
Gavido real 45,45 33,33 0,54
Gavido pega macaco 50,00 22,22 0,51
Mocho diabo 33,33 16,67 0,42
Jacurutu 16,67 18,18 0,57
Suindara 16,15 57,14 0,94
Urubu rei 47,83 43,48 0,57

Fonte: (FREDIANI, 2016)

Teste Qui-Quadrado, considerando significativosnes de p <0,05.

Quanto as provaveis reacbes de dor e desconfayto, relatadas como vocalizagdo e
agitacdo, registramos, a cada tentativa de coldeitsémen, a tenséo elétrica a partir da qual tais
reacdes passaram a ser manifestadas, caso es$estagld existisse. Tanto a vocalizagdo quanto a
agitacado foram relatadas em cerca de 20% de tadésntativas de colheita. Algumas espécies
parecem ser mais sensiveis, pois apresentarametades em mais de 30% das tentativas de
colheita de sémen (Tabela 14). As tensbes mais, al&a 3 e 4 volts, foram as que geraram
manifestacdo de vocalizacdo e agitacdo em um nmaiorero de individuos (Figura 4). Assim
sendo, identificamos que a Série 2 pode levar desnonforto maior que a Série 1, e por isso, para

trabalhos futuros, tensdes iguais ou maiores qudad@vez possam ser evitadas nos protocolos de

colheita das espécies em questéo.
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Tabela 14 - Registro das provaveis reacdes dewalesconforto dentro de cada espécie, a caddiventas

colheitas que foram realizadas ao longo do perfiedom ano.

Espécie(N)

Ocorréncia de colheitas
com manifestacéo
de vocalizacdo % (o/c)

Ocorréncia de colheitas

com manifestacédo de agitacéo

% (o/c)

Cisne do pescoco prefd)

12,50 (3/24)

25,00 (6/24)

Pato coscorobgb) 8,33 (2/24) 20,83 (5/24)
Papagaio verdadei(®) 0,00 (0/16) 6,25 (0/16)
Arara azul(5) 0,00 (0/20) 10,00 (2/20)
Maracang2) 6,25 (1/16) 18,75 (3/16)
Aracari de faixd?2) 43,75 (7/16) 18,75 (3/16)
Aracari banangl) 50,00 (4/8) 25,00 (2/8)
Aracari pocg1) 75,00 (6/8) 25,00 (2/8)
Tucano do bico verd@) 43,75 (7/16) 18,75 (3/16)
Tucano de peito branda) 12,50 (1/8) 37,50 (3/8)
Jacutingd2) 25,00 (4/16) 37,50 (6/16)
Mutum-do-México(1) 0,00 (0/2) 0,00 (0/2)
Urumutum(2) 13,33 (2/15) 26,67 (4/15)
Gavido rea(3) 25,00 (6/24) 33,33 (8/24)

Gavido pega macadgd)

46,88 (15/32)

40,63 (13/32)

Mocho diabo(2)
Jacurutul)
Suindara2)

12,50 (2/16)
62,50 (5/5)
25,00 (4/16)

18,75 (3/16)
0,00 (0/8)
18,75 (3/16)

Urubu rei(2)

18,75 (3/16)

18,75 (3/16)

Fonte: (FREDIANI, 2016)

N: nimero de individuos; o/c: quantidade de ocoigédientro do total de tentativas de colheita deesem
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Figura 4 - Numero de individuos que apresentaramgweis reacdes de dor ou desconforto a partir
da tenséo (V) aplicada em diante

35

15 - O Agitacao

B Vocalizacao

Numero de individuos

o

0:-, O I]|:|

0.6 1 1,2 1.8 2 2.4 3 4
Tensao (V)

Fonte: (FREDIANI, 2016)

5.3 Sazonalidade da producao espermatica

As tentativas de colheita de sémen foram realizddesnte o periodo de um ano em todas
as especies testadas, objetivando identificar, patla espécie, se ha uma estacdo do ano na qual
podemos obter amostras de sémen de melhor qualidapikemeira colheita ocorreu em julho de
2015 e a ultima, em abril de 2016, como ja foidntaA maior parte das colheitas bem sucedidas,
ou seja, colheitas que resultaram em amostras asmotorreu no inverno. Foram oito colheitas
com amostras com espermatozoides durante os mesegaho, 35 no inverno, 13 na primavera e
apenas quatro no verdo (Figura 5). A Unica esppa@eapresentou amostras seminais em todas as
estacoes do ano foi o pato coscoroba, indicando mm@aor influencia sazonal na producgao
esperméatica. O cisne de pescoco preto e o urubapresentaram amostras de sémen em trés
estacdes do ano. Todos os Ranfastideos (aracarcamos), exceto o tucano de peito branco, os
Accipitriformes (gavido real e gavido pega macaamuindara e a arara azul tiveram amostras de
sémen em duas estacdes do ano. Por fim, apenpgskivel obter sémen em uma estacdo do ano
dos individuos das espécies papagaio, maracaraotue peito branco, jacutinga e mocho diabo,

indicando forte tendéncia a sazonalidade da pradeggermatica.



Figura5- NOmero de amostras de sémen obtidaadieespécie em cada estacao do ano.
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O:outono, I: Inverno, P:

Primavera, V: Verdo
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Investigamos, estatisticamente, os efeitos da psdvénfluéncia sazonal na producéo
espermatica sobre a qualidade seminal em cadaiespfara avaliar a qualidade do sémen
utilizamos as seguintes caracteristicas: motilidaspermatica (%), motilidade espermatica
progressiva (%), concentracdo espermatica (sptztotyl de espermatozoides obtidos na amostra
colhida (sptz/amostra) e total de espermatozoidéseim obtidos na amostra colhida (sptz
moveis/amostra). Para as espécies com amostrap@&msauma estacdo do ano organizamos 0S
dados de maneira descritiva, ja que nao havia agtacdo para comparar (Tabela 15). Para
espécies com amostras seminais em duas estac@@sodatilizamos o teste de Wilcoxon para
comparar as caracteristica entre as estacoes &rabplPara espécies com amostras seminais em
trés ou quatro estacdes do ano, o teste utilizaide £SD (Tabela 17). Apenas para o urubu rei foi
verificada uma diferenca estatistica na caracieaishotilidade espermatica entre as estacbes em
gue foi possivel colher amostras seminais nos iddos desta espécie. Nas demais espécies, nao
houve diferenca significativa em quaisquer carétieas entre as amostras seminais obtidas. 1sso
indica que ha tendéncia a sazonalidade da prodesfermética para a maioria das espécies
testadas e que, dentro dos meses em que essasasnseshinais foram obtidas ndo ha como
escolhermos um més mais adequado para a tentativallieita, pelo menos a partir desse estudo.
No entanto, saber em quais meses foi possivel abtestras seminais ja nos é de grande valia para
nortear programas de reproducao assistida.



obtidas em uma Unica estacdo do ano

Tabela 15 - Valores de Média + erro padréo e ialer¢em parénteses) das caracteristicas esperrdascaspécies em que amostras de sémen com egzeroes foram

- ~ . Motilidade Concentragéo Total de sptz Total de sptz mov eis
0,
Especie Estagdo Volume (ul) Motilidade (%) Progressiva (%) (sptz.1G/ml) (sptz.1G/amostra) (sptz méveis.1&amostra)
Papagaio Inverno 1,73+1,19 6,67+16,33 0.00 20,02+45,02 17,66. 16+31,56 5,22. 10+12,78
verdadeiro (0,40-4,10) (0-40) ' (0-111,78) (0- 78,25) (0-31,30)
Maracana Inverno 5,32 +2,58 0,63+1,77 0.00 4,93+11,39 8,31+12,04 0,04+0,10
(1,10-5,10) (0-5) ' (0-30,68) (0-33,76) (0-0,26)
T”giﬂg de iverno | 41,85%37,68  28,75:15,33 6,25+4,73 0,80£0,43 18,03+9,44 6,7546,21
Bronos (15,20-68,50) (0-60) (0-20) (0-1,4) (0-31,92) (0-1,1)
. . . . 5,00+7,07 50,00£70,71
Jacutinga  Primavere 11,55 (0-10) (0-100) NA NA NA
Mocho Inverno 2,4+1,4 5,00+10,00 2,5045,00 6,70.169,71 11,06+12,83 1,18.10+2,37
diabo (1,00-3,80) (0-20) (0-10) (0-20,58) (0-23,66) (0-4,73)
Fonte: (FREDIANI, 2016)
*amostra Unica

sptz: espermatozoides.
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Tabela 16 - Valores de Média + Erro Padrdo dascteniaticas espermatica das espécies em que fsivpbsbter amostras de sémen em duas esta¢de® diVdcoxon

Test)
Especie  Estagdo  Volume (W)  Motiidade (%) p ot S0, (OETERE S amesta)  (sptz movels 1amosta)
Arara azul Inver~no 7,65+3,25 6,67%3,33 0,00 NA NA NA
Verdo 3,15* 0,00 NA NA NA NA
Aracari de Inverno 7,5+4,1 7,50+7,50 5,00+5,00 3,27+3,22 11,43+10,83 3,29+3,29
faixa Primavera 7,90* 0,00 0,00 0,05+0,00 0,37+0,00 0,00
Aragari Inverno 32,3* 15,00+15,00 5,0045,00 422,30+0,00 7263,59+0,00 829,00
banana Primavera 6* 600,00 40,00 50,3520,00 191,33+0,00 114,80+0,00
Aragari Inverno 8,1* 0,00+0,00 0,00+0,00 0,35+0,35 2,86 + 2,86 0,00+0,00
poca Primavera 0,4* 40,00+40,00 35,00+35,00 25,44+25 44 10,17+10,17 44814
Tucano do Inverno 43,75* 2,50+2,50 0,00 0,10+0,10 4,46+4,46 0,22+0,22
bico verde  primavera 10* 0,00 0,00 NA NA NA
Gavido Inverno 5,75* 0,00 0,00 1,57+0,00 9,01+9,01 0,00
real Outono 4,2% 0,00 0,00 NA NA NA
Gaviao Inverno 5,11+1,26 9,38+8,68 3,75+3,75 4,67+3,61 10,94+7,40 2,67+2,28
eo  Primavera 1,620,42 13,33+13,33 13,33+13,33 58,81+58,19 102,67+101,84 1,64¥81,64
Suindara Inverno 1,1+0,32 21,67+12,22 9,17+4,55 17,04+10,22 11,59+6,71 5,9%68:4
Outono 2% 0,00 0,00 NA NA NA

Fonte: (FREDIANI, 2016)

*amostra Unica

sptz: espermatozoides.
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Tabela 17 - Valores de Média + Erro Padrdo dascteniaticas espermatica das espécies em que feivebsbter amostras de sémen em trés ou quaagdestdo ano (LSD
Test). Resultados apresentados através da Média£Edréo)

Especie Estagio  Volume (i) Motlidade (%), Motlldade | Concentracio - Totaldespiz - Total de iz mover
Cisne do Outono 34,65* 0,00 0,00 NA NA NA
pescoco preto  Inverno 55,95+16,05 10,00+10,00 2,50+2,50 4,54+4,13 311,23+302,05 121,72+121,72
Primavera 27,3* 0,00 0,00 NA NA NA
Outono 86,6649,60 20,00+8,94 8,33+5,43 4,75+4,75 9,7®+99,79 39,92+39,92
Pato coscorobs VMO 227,06£99,13 26,25+10,85 15,00£8,02 10,3528 485,38457,38 457,38+367,72
Primavera  521,68+292,52 21,67+8,72 8,33+4,01 1,661 237,90+112,97 93,21+47,92
Verdo 117,52+66,77 30,00+13,42 20,00+10,00 29,2340 1083,73+925,52 819,31+748,95
Outono 29,37+11,52  32,50+11,09 25,00+8,66 10,91+8,91 401,06+383,66 199,36.£192,39
Urubu rei Inverno  190,42+89,93 55,005,600 25,00+8,66 13,88+10,78 1966,57+1762,03 1159,49+BY77
Primavera 204,75 5,0045,60 5,00+5,00 0,26+0,26 36,48+36,48 3,65+3,65

Fonte: (FREDIANI, 2016)
*amostra Unica.

Letras sobrescritas diferentes sinalizam valoresdifigriram estatisticamente nas comparacdes astestacdes do ano (p < 0,05); LSD Test
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5.4 Caracteristicas de falo e cloaca em relacimbdade de sémen

Durante todo o experimento, em todas as tentatigaolheita de sémen avaliamos a
cloaca dos individuos antes da introducdo da prebénicio da eletroestimulacéo.
Fotografamos a cloaca de cada individuo (Figura éAjribuimos uma coloracdo a esta, o
gue foi realizado de maneira subjetiva, porém dedér uma escala de cores confeccionada
para este fim, sempre pelo mesmo pesquisador. tRegess medidas de diametros cloacais,
verticais e horizontais, para posteriormente ofvtedidas da area da cloaca. Em espécies que
possuem falo realizamos uma avaliacdo, também tauzbje feita sempre pelo mesmo
pesquisador (em que 1: falo pouco desenvolviddoragdo mais clara, pouco edemaciado,
pouca vascularizagdo aparente; e 2: falo bem debétw — coloragdo mais escura,
edemaciado e mais vascularizacado aparente) loge amxposicdo deste orgao, e antes da

introducéo da probe (Figura 6B).

Figura 6 - Caracteristicas relacionadas ao deseémehto da cloaca e do falo (para animais
gue possuem falo) foram registradas durante todaeraativas de colheita de
sémen

Fonte: (FREDIANI, 2016)
6A: Atribuicdo de cor a cloaca. 6B: Exposicdo dip fa atribuicdo de quantificacdo de seu
desenvolvimento.

Essas informacdes foram entéo registradas indilitkrde ao longo do periodo de um
ano. Buscou-se entdo correlaciona-las com as estaigbano, jA que durante a explanacgéo da
primeira hipétese pudemos sugerir qual a melhacést para realizarmos as colheitas de

sémen em cada espécie. A tentativa de correlacasnarédias de medidas de area de cloaca
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com as estacbes do ano nos apresentou diferemgaicativas apenas para trés espécies:
papagaio verdadeiro, gavido real e suindara (Tal#laPara papagaio verdadeiro, o maior

valor médio de area de cloaca foi registrado norautOs valores de inverno e verao nao

diferiram, sendo as segundas maiores meédias, emavera, a média foi a menor. A Unica

estacdo do ano em que foi possivel obter amostra&mien em papagaios foi no inverno e
portanto, para esses individuos ndo ha uma as8oc@gra entre areas maiores de cloaca e
obtencdo de amostras. Para gavido real, a maioarf@degistrada no inverno. A segunda

maior média, verificada no verdo, nao diferiu estiahmente da do inverno e nem da média
da primavera. A menor média, foi a do outono. Asstnas de sémen obtidas dos individuos
de gavido real ocorreram no outono e no inverngolpara esses individuos, pelo menos um
dos sucessos de colheita de sémen coincidiu camaeses meédias de area cloacal. Para as
suindaras, a maior média de area de cloaca f@ misinverno, seguida das medias de outono
e primavera que nao diferiram entre si e nem dalaséle inverno e verdo, e a menor média
ocorreu no verdo. Os individuos de suindara progoacam amostras de sémen no outono e
no inverno. Sendo assim, para suindaras, nestes@nséria possivel sugerir que as maiores
meédias de medidas de area de cloaca podem teédaetagn a producdo de amostras com

sémen.



Tabela 18 - Médias * Erro padréo das medidas @edare cloacas de todas as espécies testadas trasegtecoes do ano

Espécie

Inverno

Outono

Primavera

Verao

Cisne do pescogo pre

1,7483+0,2583

2,008+0,1412

1,63363+0,1347

1,56967+0,111€

Pato coscorol

1,64934+0,194%

1,62054+0,180¢%

1,40848+0,1422

1,39539+0,0734

Papagaio verdade

0,61104+0,06767"

0,73513+0,0806¢"

0,48106+0,0137£°

0,5969+0,0620¢™

Arara azu

1,31161+0,097€

1,36345+0,09623

1,31319+0,1252

1,12155+0,0947

Maracan

0,57138+0,0117

0,59952+0,126¢

0,62046+0,046¢

0,58512+0,091¢€

Aracari de faix

0,47124+0,0547

0,54782+0,072¢

0,50265+0,0667

0,40841+0,129¢

Aracari banan

0,40841+0,0314

0,47124+0,157C

0,40841+0,0314

0,40841+0,0314

Aracari poci

0,47517+0,090¢<

0,55763+0,007€

0,60083+0,035<

0,50265+

Tucano do hico vert

0,54192+0,0427

0,58709+0,0613

0,5164+0,0299

0,52818+0,033<

Tucano de peito bran

0,55763+0,007¢

0,59298+0,0981

0,56156+0,0667

0,58905+0,039z

Jacuting

1,5492+0,2265

1,16828+0,0481

1,18595+0,138C

1,49029+0,067<

Mutum-do-Méxica

1,6964¢

1,7907:

NA

NA

Urumuturn

0,95033+0,1234

1,2154+0,1598

1,07992+0,1172

1,08778+0,158C

Gaviao ree

2,11796+0,11127"

1,53676+0,1707£-

1,69384+0,0696¢°

2,04204+0,09407*"

Gavido pega maca

0,80405+0,069¢

0,92382+0,2094

0,85118+0,0957

0,73631+0,055¢€

Mochodiabc

0,55174+0,076<

0,44768+0,036¢

0,52229+0,039¢

0,4948+0,0365

Jacuruti

0,61654+0,0117

0,56156+0,043

0,55763+0,133¢

0,58512+0,019¢

Suindari

0,42608+0,0430¢"

0,33968+0,0242¢™"

0,32987+0,02244™

0,28274+0,0272F

Urubu re

3,48913+0,528¢

2,64876+0,531

2,34638+0,3004

3,12588+0,1547

Fonte: (FREDIANI, 2016)

Letras sobrescritas diferentes sinalizam diferestatistica entre as médias das medidas de anteada em cada estacédo do ano (p < 0,05; LSD Test).

9G
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Buscamos também correlacionar as cores de cloagistraglas com as estacdo do ano
(Tabela 19). Como as cores foram dadas em umaaesgalque 1: palido, 2: alaranjado, 3: rosa
claro, 4: rosa, 5: rosa escuro e 6: hiperémica, n®s permitiu supor valores maiores de média de
cor como cloacas de individuos mais sexualment®satiSabe-se, porém, que a maior parte dos
individuos do nosso grupo ndo estava pareada ecoemhistérico de cépula durante todo o
experimento e por isso, essa coloracdo de cloarastaria relacionada as tentativas de cépula em
si. Aléem disso, alguns individuos ndo foram passide avaliacdo, pois apresentavam cloacas
pigmentadas (ex: araras azuis, papagaios verdadeir@alguns aracaris). Foram observadas
diferencas estatisticas na média da coloracdoadead nas espécies pato coscoroba, maracana,
mocho diabo, suindara e urubu. Para pato coscoaghagdias de cor de cloaca do verao, outono e
inverno foram estatisticamente iguais e maiores gquenédia da primavera. Essa espécie
proporcionou amostras de sémen em todas as esthz@@®. A média de cor de cloaca de outono,
para maracand, foi a maior. As médias de veragezrio foram iguais entre si e ndo diferiram das
médias de outono e primavera, sendo que a médyardavera foi a menor. O inverno foi a Unica
estacdo em que foi possivel obter sémen de indigide maracands, ndo coincidindo entdo com a
observacdo médias maiores de cor de cloaca. Aiespécho diabo teve maior média de cor de
cloaca no verao, seguida da média de outono, queéifétiu da média de verdo e nem das médias
de inverno e primavera, que foram estatisticamigigs e menores. Os individuos de mocho diabo
apenas tiveram amostras de sémen no inverno. Nodmss machos de suindara deste estudo, a
maior meédia de cor de cloaca foi registrada noraytseguida da média de inverno e das médias de
primavera e verao que nao diferiram entre si. C@nifioi relatado, as suindaras tiveram amostras de
sémen no outono e no inverno, mais uma vez podsadugerir a correlagdo das mudangas na
cloaca com obtencdo de sémen. Por fim, o urubuntaier média de coloracdo de cloaca no veréo,
seguida das médias de inverno e primavera que iféirain nem entre si e nem das meédias de
verdo e outono, sendo esta ultima, a menor. Faipelscolher sémen dos urubus no outono,
inverno e primavera, ndo nos trazendo nenhumaaelelgra quanto cor de cloaca e obtencéo de
amostras de sémen. Esses resultados apenas sugeenpara algumas espécies essas
caracteristicas de cloaca podem ser relacionagasducdo de sémen, porém, ndo nos trazem

seguranca para tomar isso como uma correlacgao. usual
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Tabela 19 - Média e erro padréo da coloracidoaBecalde todas as espécies testadas, com excegdspdaes
gque apresentavam cloaca pigmentada, ao longo da®astacdes do ano, dentro de uma escala de
cor progressiva (em que 1: palido, 2: alaranjadoyo3a claro, 4: rosa, 5: rosa escuro e 6:

hiperémica)
Coloracao de cloaca
Espécie Inverno Outono Primavera Verao
MédiatEP Média+EP Média+EP Média+EP
Cisne do pescoco preto 4,80+1,07 3,67+0,33 3,50+0,22 4,00£0,00
Pato coscoroba 4,00+0,37 4,17+0,17% 3,17+0,17° 4,00+0,00"
Maracana 2,50+0,29" 3,00+0,00" 2,00+0,00° 2,50+0,29"
Aragari poca 3,00+0,00 3,00+0,00 3,00+0,00 2,5080,5
Tucano do bico verde 2,75+0,48 2,7510,25 2,25+0,25 2,25+0,25
Tucano de peito branco 2,50+0,50 2,00+0,00 3,5@0,5 2,50+0,50
Jacutinga 2,75+0,48 2,50+0,29 2,75+0,75 3,00+0,00
Urumutum 2,00+0,00 2,25+0,25 2,25+0,25 2,00+0,00
Gavido real 3,17+0,17 2,67+0,56 3,17+0,17 3,17+0,17
Gavido pega macaco 2,63+0,50 2,63+0,38 2,88+0,48 5040,46
Mocho diabo 3,00+0,06 3,75+0,48"° 3,00+0,00° 4,25+0,63"
Jacurutu 3,50+0,50 1,50+1,50 3,00+0,00 2,00+1,00
Suindara 3,50+0,29 4,00+0,00" 3,00+0,00¢ 3,00+0,00¢
Urubu rei 2,50+0,29* 1,75+0,25° 2,50+0,29"° 3,50+0,65"

Fonte: (FREDIANI, 2016).

Letras sobrescritas diferentes sinalizam difererstatistica entre as coloracdes de cloaca em staiziie do
ano (p < 0,05; LSD Test).

A respeito do falo, tentamos correlacionar o deskimento deste dérgdo com

caracteristicas de sémen. Agrupamos para essaeadliespécies que possuem falo e das

quais foi possivel colher amostras de sémen: pasgcocoba, cisne do pescoco preto e

jacutinga (Tabela 20). Apenas para a caracteristame seminal vimos diferenca

estatisticamente significativa entre as amostraasdieiduos com falo pouco desenvolvidos e

bem desenvolvidos, sendo que este Ultimo grupsepteu volumes maiores. Através de tais

analises podemos verificar que esta é a Unicadgpdjue nao pode ser sustentada, pois nao

houve correlacdes suficientes para tal.
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Tabela 20 - Investigacdo do efeito do falo pouesedvolvido e bem desenvolvido sob caracteristigas
gualidade seminal. Apenas para as espécies quegmodalo e das quais foi possivel obter amostras
de sémen (cisne de pescogo preto, pato coscoljabatamga)

Caracteristicas seminais Falo pouco desenvolvido IBabem desenvolvido \{jaelopr
Volume 39,88+16,71 * 87,40+20,17 * 0,04
Motilidade (%) 16,67+7,72 21,43+4,20 0,41
Motilidade Progressiva (%) 5,00+2,30 13,81+3,61 20,4
Concentrac&o (sptz.4fl) 4, 88+3,14 15,12+6,98 0,23
Sptz totais (sptz méveis. Iml) 685,25,06+424,33 149,15+51,68 0,71
Total de sptz méveis (sptz moveis’dfostra) 197,63+135,18 63,45+25,00 0,50

Fonte: (FREDIANI, 2016).
* representam diferenca estatistica ente caratitegsseminais de individuos com falo pouco dedeidme
falo bem desenvolvido (p < 0,05; Wilcoxon Test).

5.5 Caracteristicas macro e microscopicas do sémen

Os dados a respeito das caracteristicas semieaagitadas ao longo do periodo de um
ano de todas as espécies em que se fez possigelsébten, estdo apresentados de maneira
descritiva. No momento da colheita de amostrafyjuaimos subjetivamente caracteristicas
de cor, opacidade e viscosidade dentro de umaaggcakempre por um mesmo pesquisador
(Quadro 3). Dentre os ejaculados com espermatozopa cada espécie, discriminamos
todas as cores, opacidades e viscosidades de amegistradas (Tabelas 21 e 22). Notamos
gue a maioria das amostras apresentou-se trangpéem cor) e translicida (com opacidade
nula). A viscosidade foi bastante variavel entream®stras. O volume e o pH das amostras
com espermatozoides também foram tabulados (T&32la@ nessas caracteristicas também
pudemos observar uma grande variagcdo. Os maiolese® médios foram os das amostras
obtidas de pato coscoroba, seguido do urubu reb eishe de pescoco preto. Suindara,
papagaio e mocho diabo apresentaram os menoraseslu

Por ultimo, relatou-se os valores minimos e maximesconcentracdo espermatica

(sptz/ml) encontrada em cada espécie, e a médtard®ntracdo espermatica destas (Tabela
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24). As espécies das quais obtivemos amostrasamaientradas foram aragari banana, com
422 bilhdes de sptz por ml, gavido pega macaco,29irbilhdes de sptz por ml e o papagaio
verdadeiro, com quase 112 bilhdes de sptz por @b fdi possivel calcular a concentragcao
espermatica para arara azul e nem para jacutimgaapos a diluicdo em formol salina, néo
pudemos encontrar espermatozoides nos testes @ascdmNeubauer. Portanto, acreditamos
gue a concentracao dessas amostras foi bem baigand de bico verde e gavido real nao
apresentaram valores maximos e minimos de concéotr@spermatica pelo fato de terem

apenas um unico valor de concentracdo tabulado.

Quadro 3 - Escalas de cor, opacidade e viscosigiiitmda para caracterizar as amostras colhidas

Amostra
Cor Opacidade Viscosidade
transparente 0 transltcida 0 liquido 0

esbranquicada 1

pouco opaca | 1

pouco viscoso| 1

acinzentada 2 opaca 2 ViSCoso
amarelada 3 muito viscoso

avermelhada 4 cremoso
vermelha 5

Fonte: (FREDIANI, 2016)

Tabela 21 - Caracteristicas macroscoépicas (cacidade e viscosidade) das amostras de sémen pesess
G1 em que foi possivel obté-las

Espécie Cor (a/t) Opacidade % (a/t) Viscosidade (a/t)

transparente 80,00 (4/5) translucido 20,00 (1/ liquido 20,00 (1/5)

Cisne do pescoco prel esbranquicada 20,00 (1/5) pouco opaco 80,00 (  pouco viscoso 60,00 (3/5)

viscoso 20,00 (1/5)

transparente 92,86 (26/28) translucido 85,71 (24, liquido 10,71 (3/28)

Pato coscoroba

esbranquicada 7,14 (2/28) pouco opaco 14,28 (4 pouco viscoso 64,28 (18/28)

viscoso 25,00 (7/28)

Papagaio verdadeiro trasparente 100,00 (3/3) translicido100,00 (3; pouco viscoso 100,00 (3/3)

trasparente 100,00 (4/4) transltcido 100,00 (4 liquido 25,00 (1/4)
Arara azul

pouco viscoso 75,00 (3/4)

Fonte: (FREDIANI, 2016)
alt: amostras com a caracteristica citada dentordtal de amostras obtidas.
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Tabela 22 - Caracteristicas macroscoépicas (cocidpde e viscosidade) das amostras de sémen rasess32
em que foi possivel obté-las

Espécie

Cor (aft)

Opacidade % (a/t)

Viscosidade (a/t)

Maracana

trasparente 100,00 (5/5)

transldcido 100,00 (5

pouco viscoso (5/5)

Aracari de faixa

trasparente 100,00 (4/4)

translacido 100,00 (4

pouco viscoso 100,00 (4/4)

Aracari banana

trasparente 100,00 (4/4)

transltcido 100,00 (4

pouco viscoso 50,00 (2/4)
viscoso 50,00 (2/4)

Aracari poca

trasparente 100,00 (2/2)

translicido100,00 (2

pouco viscoso 100,00 (2/2)

Tucano do bico verde

trasparente 100,00 (2/2)

translicido100,00 (2

pouco viscoso 50,00 (1/2)
viscoso 50,00 (1/2)

Tucano de peito branc

trasparente 100,00 (3/3)

transltcido 100,00 (3

pouco viscoso 100,00 (3/3)

Jacutinga

trasparente 100,00 (1/1)

transltcido100,00 (1

liquido 100,00 (1/1)

Gaviao real

trasparente 50,00 (1/2)

esbranquicada 50,00 (1/2)

transltcido50,00 (1/:

pouco opaco 50,00 (

pouco viscoso 100,00 (2/2)

Gavido pega macaco

trasparente 100,00 (8/8)

transldcido 100,00 (8

pouco viscoso 62,5 (5/8)
viscoso 37,5 (3/8)

trasparente 100,00 (2/2)

transltcido 100,00 (2

pouco viscoso 100,00 (2/2)

Mocho diabo
trasparente 100,00 (5/5) transltcido 100,00 (5 pouco viscoso 80,00 (4/5)
Suindara
viscoso 20,00 (1/5)
trasparente 62,5 (5/8) transltcido 62,5 (5/¢ viscoso 62,5 (5/8)
Urubu rei

esbranquicada 37,5 (3/8)

pouco opaco 37,5 (1

muito viscoso 37,5 (3/8)

Fonte: (FREDIANI, 2016).
alt: amostras com a caracteristica citada deetunutotal de amostras obtidas.
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Tabela 23 - Intervalos de valores de pH e volumedias de volumes das amostras de sémen obtidas
através de eletroestimulacao* em cada espécie

Volume (ul) pH**
Espécie
Média (Intervalo) Intervalo
Cisne do pescoco preto 40,45 (22,05-72,00) 8,0-8,7
Pato coscoroba 118,21 (4,47-181,65) 6,7-8,7
Papagaio verdadeiro 1,73 (0,40-4,10) 8,4-8,7
Arara azul 4,61 (2,15-10,90) 6,7-7,2
Maracana 5,32 (1,10-5,10) 7,2-7,5
Aracari de faixa 5,78 (1,00-11,80) 7,0-8,4
Aracari banana 9,58 (2,20-17,20) 7,2%**
Aracari poca 4,25 (0,90-8,10) 7,2%%*
Tucano do bico verde 26,87 (10,00-43,75) 7,2%**
Tucano de peito branco 41,85 (15,20-68,50) 8,7-9,0
Jacutinga 11,55 *** THx*
Gavido real 4,98 (4,20-5,75) 7,0-7,2
Gavido pega macaco 2,96 (0,90-8,05) 6,4-8,4
Mocho diabo 2,40 (1,00-3,80) 7,5%*
Suindara 1,60 (0,20-2,00) 7,0-8,1
Urubu rei 72,27 (8,40-138,60) 7,2-8,4

Fonte: (FREDIANI, 2016)

*Nao foi feita distincdo entre Série 1 e Série &wique ndo houve diferenca estatistica entre lagnes e

valores de pH das mesmas.

**\Valores de pH obtidos de amostras ndo contamisiada

*** \alor Unico.



Tabela 24 - Médias e intervalo entre os valoresmus e maximos de concentracéo
de espermatozoides (sptz/ml) das amostras semiohiglas por

eletroestimulag&o* ao longo de um ano

Concentracdo espermatica (sp.1C%ml)

Espécie Médie Intervalc
Cisne do pescoco prt 16,8¢ 1,2€-32,3¢
Pato coscorot 7,1€ 0,44-52,7¢
Papagaio verdade 40,0t 1,76-111,7¢
Arara azu NA NA
Maracan 8,62 0,65-30,6¢
Aracari de faix 4,37 0,53-12,91
Aracari banar 157,6: 0,2(-422,3(
Aracari poc 25,7¢ 0,7(-50,8i
Tucano do bico vert 0,2 *
Tucano de peito bran 1,2 0,94- 1,4¢
Jacuting NA NA
Gavido re¢ 3,1z *
Gavido pega maca 65,3t 0,6€-291,5'
Mocho diabt 13,2 6,2:-20,5¢
Suindari 34,0¢ 27, 3(-40,8¢
Urubu re 12,2 0,55-28,5¢

Fonte: (FREDIANI, 2016).
*Nao foi feita distingdo entre Série 1 e Série 2twique ndo houve diferenca

estatistica entre os valores de concentragdo edpeamas mesmas.

** Valor unico.
NA: Nao foi possivel analisar.
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6 DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos ao final deste destiwonfirmamos a viabilidade da
eletroestimulacdo como um meétodo de colheita deesgab menos nessas espécies em que
foi testada. A eficiéncia da técnica provavelmetgtee influéncia de fatores, tais quais:
estimulos ambientais que nem sempre puderam sema@gs adequados a reproducdo da
espécie, presenca ou ndo de fémeas no recint@npanéo dos animais com fémeas, variagao
individual, etc. Alguns individuos do nosso grupuooatral, mesmo 0s que estavam com
presenca de fémeas, tinham historico de nem sequewo fértil. Obviamente esse fato pode
estar relacionado também as fémeas. No entantcaamque nos sugere que o ambiente e 0
pareamento sdo importantes para a producdo denegsjx (e por isso, para 0 sucesso das
colheitas de sémen), foi o de um individuo de laamgd qual s6 pudemos obter amostra com
espermatozoides no inverno, apos ele ter sidofaaas para um recinto mais adequado a
espécie, junto com a fémea, com a qual passoueaapar copulas. Neste periodo, e mesmo
apos a colheita de sémen, a fémea ovipds dois dvosentanto, até o momento que
acompanhamos, esses ovos nao resultaram em pmléerilidade ndo foi comprovada.
Sendo assim, concluir sobre a eficiéncia da técukieacolheita de sémen através da
eletroestimulacdo envolve um estudo aprofundado easaso. Porém, constatar que ela
possibilita a colheita de amostras seminais, daeireanomo foi realizada, é possivel.

Definimos que, exceto para Anseriformes, apenas@pulacdo dorso abdominal e
ordenha da cloaca nao foram suficientes para @estras de sémen dos individuos de
Nnosso grupo amostral, que ndo estavam condicionadogassagem, e que, no entanto, a
eletroestimulacdo proporcionou tal obtencado. Iedor¢ca as vantagens da eletroestimulacao
sobre a massagem dorso abdominal em aves silygstrasdo exigir condicionamento prévio
dos animais, endossando sua praticidade de exeaugiiovavel aplicacdo bem sucedida
inclusive em animais de vida livre. Em cisnes dscpeo preto e pato coscoroba obtivemos
um sucesso estatisticamente equivalente nas aghe# sémen Pré-Estimulacdo, Série 1 e
Série 2, no que diz respeito a amostras com espEroides e qualidade seminal. Essas
espécies possuem falo, e a exposicédo deste orgéi@rg realizada previamente a introducéo
da probe do eletroestimulador, exigia uma maioripudacdo da regido cloacal. Este fato
pode ter levado a liberagdo do sémen contido nowslaleferentes destes individuos. Ainda
assim, para alguns individuos desta ordem, a miagfw Pré-Estimulagcdo ndo resultou em
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nenhuma amostra seminal. Ademais, na ordem dofofbadis, que também possuem falo e
passaram por manipulacdo semelhante, ndo houveéociar de amostras pré-estimulo.
Entretanto, o sucesso geral (Pré-Estimualcdo, Sérigérie 2) de colheita de sémen dos
machos que compunham tal ordem foi quase nulo,nolmdestar mais relacionado de fato a
caracteristicas individuais. Para as demais ordengicamos uma eficiéncia estatisticamente

igual da obtencdo de amostras e da qualidade Sesnitn@ as Séries 1 e 2.

No que diz respeito a contaminacdo das amostmabéta ndo houve diferenca entre
as séries de estimulos, concluindo-se assim quenpaxl utilizar qualquer uma das duas. A
contaminagcdo € uma das grandes criticas ao usketdaestimulacdo na colheita de sémen,
relatada como uma das causas do abandono da téErscher et al. (2014) descrevem a
ocorréncia de quase 40% (13 de 32 amostras) detrasi@®ntaminadas em ararinhas azuis
(Cyanopsitta spix)i utilizando um protocolo com dois a seis impuldes2,4 a 4,8V, em no
maximo trés séries de repeticdes. Em nosso pratosalordem dos Psitacideos a ocorréncia
de contaminacdo de amostras ndo ultrapassou 29f&difstnos que 0 manejo previamente
realizado as tentativas de colheita foi fundamepdah reduzir tal problema. Os animais eram
mantidos em jejum alimentar e hidrico, horas adtegletroestimulacdo, sendo o tempo de
jejum adequado a cada espécie. Aléem disso, os ¢imertos de captura dos animais no
recinto e contencdo fisica foram realizados poagistios e funcionario treinados e
habilitados para tal, de maneira a minimizar efed@stressores. Ou seja, realizamos todos os
procedimentos de forma rapida, em ambiente silencianquilo e aclimatado com uso de
aquecedor ou ar condicionado. Discriminamos asacanacdes de amostra sempre que elas
ocorreram, mas no momento da colheita muitas vgmegemos diminuir o grau de
contaminagao no material colhido, evitando a regi@oque fezes, urina ou sangue estavam.
Por isso, € possivel que tenha havido um efeito kar@vel destes contaminantes na
qualidade espermatica, algo que, infelizmente,mi&temos mensurar. De qualquer maneira,
com esses cuidados prévios a eletroestimulac@mmenaso de tensdes mais baixas do que as
relatadas na literatura e probes adequadas ao handas cloacas, inseridas de modo a
estimular mais diretamente os nervos envolvidosjaeulacdo, provamos ser possivel obter
uma maior parcela de amostras isentas de contadin&gonclusivamente, também no
aspecto de contaminacédo nao houve diferenca ensérees de estimulos, podendo-se optar

por qualquer uma das duas.

A ocorréncia de dor ou desconforto em respostaestisiulos elétricos utilizados foi

uma das nossas grandes preocupac¢fes no delineatioeptojeto, j& que optamos por ndo
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usar sedagcdo ou anestesia dos animais por acreaktajue tal administracdo de farmacos
poderia trazer mais riscos aos mesmos do que aigréptimulacdo elétrica. Ademais,

buscamos utilizar tensfes elétricas iguais ou nesnas ja citadas nos ultimos trabalhos em
psitacideos que também nao utilizaram sedacaoo eetdtaram dor apresentada pelas aves
(LIERZ et al., 2013; FISCHER et al., 2014). Em mosstudo, vimos que, para a maioria das
espécies, houve uma porcentagem baixa de mandestalp vocalizacdo e agitacdo, o que
nos leva a considerar este protocolo de eletroektg@o passivel de ser realizado sem a
utilizacdo de sedativos ou anestésicos. No entgem fato de ambas as séries terem
resultado em amostras seminais de caracteristastarite parecidas e por haver um maior
namero de manifestacdes de agitacdo e vocalizagaoag tensdes de 3 e 4 volts, sugerimos
gue se utilize tensbes mais baixas a essas naxpiagt de colheita de sémen, visando evitar
o desconforto ou dor nos individuos. Lembrando g&amlue um manejo de contencao fisica
adequado, com a utilizagdo de tubos, malhas olha®ldependendo da espécie, cobrindo-se
sempre o0s olhos dos individuos e mantendo um atebteanquilo, sdo essenciais para

minimizar o estresse, que pode ser responsavelgsmonforto e panico e levar a agitacéo e
vocalizacdo. Como tivemos bastante atencdo a teiSdas e registramos as manifestacdes
das reagfes dos individuos no exato momento emaplighvamos as tensdes elétricas,

estamos seguros em relaciona-las.

A observacao de ciclos reprodutivos que ocorrenmeritas espécies de aves, as quais
possuem momentos especificos do ano para acasaleopular e gerar prole (UBUKA,;
BENTLEY, 2011) bem como as variacdes sazonais manfo e constituicdo dos testiculos
de algumas espécies de aves (DEVICHE et al., 208dgm a crer que a producao
espermatica tende a ser sazonal para a maioriasgasies, e por isso, para cada espécie ha
um melhor momento para realizarmos a colheita dees€Com base em nossos resultados,
consideramos que para a maioria das espéciesomdalels neste estudo isso também ocorre.
No entanto, pesquisas futuras, com menor inte@ltempo entre as colheitas, por exemplo,
uma vez ao més, e com um numero maior de indivighaokeriam esclarecer melhor tal
ciclicidade. De qualquer forma, essa primeira aeapode servir de base caso haja uma

espécie de interesse a ser estudada.

A Unica hipo6tese a qual nossos estudos forneceoacop indicios para suportar foi a
Gltima, a respeito das caracteristicas sexuaisndacdas. Apoiamos esta hipotese nas
observacdes de avicultura comercial, nas quais osaaprodutivamente ativos apresentam

coloracdo de cloaca mais forte (rosa escura, hmpe&d, cloacas mais edemaciadas. E
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também nas observagfes de espécies de aves comfigiimoosexual, nas quais, no periodo
de acasalamento, 0s machos apresentam carachsristiexuais secundarias mais
desenvolvidas (MOLLER et al., 1994). Em nosso estaghenas o falo (ou hemipénis) de
animais que o possuem foi levado em consideracamo(a foi explicada, a maioria dos
machos nos quais testamos a técnica de colheis&rden ndo estava pareada. Alguns nem
mesmo tinham histdérico de ovos férteis e nem aptagam comportamento de copula. Além
disso, para alguns individuos, como os da ordemAaseriformes, essas informagcdes nem
sempre eram possiveis de obter, jA que estes animn@m em um grande lago, o que
dificulta que se acompanhe com precisdo seu coarpertto sexual. Alias, era um dos Nnossos
objetivos estudar os efeitos da condicdo de paheadopareado e com/sem historico
reprodutivo ou comportamento sexual na qualidadersgd. Porém, ndo conseguimos grupos
antagonicos com numero de individuos suficienta pealizar esta avaliacdo. Sabemos que
0s comportamentos de acasalamento e cOpula depesdleremaneira de um ambiente
hormonal apropriado, e que este ambiente estdaeéain com as variagdes climaticas (luz,
temperatura, umidade), ambientais (disponibilidddematerial e local de ninho, local de
acasalamento), da disponibilidade de alimentos erdaenca de parceiros, e densidade
populacional adequada. Lembrando ainda que cada&ciesptem suas exigéncias
estimulatérias, e inimeros rituais de acasalampattem ser relatados em vida livre. Em
ambiente de cativeiro, muitas vezes ndo ha a plidade de prover todos esses estimulos aos
animais, e por isso, o desencadeamento da repmdatéral fica comprometida. Isso pode
ser uma razao pela qual ndo haja uma mudanca té=a mas caracteristicas sexuais
secundérias. Outra explanacao seria a de que asaseristicas que escolhemos talvez néo

sejam as mais apropriadas para essa analise.

Quanto a qualidade das amostras seminais obtidafla de parametros registrados
em literatura para as espécies em questao, poummos especular. O intuito desta parte da
pesquisa foi relatar, de maneira descritiva, algudes caracteristicas seminais encontradas
para auxiliar a esbogar os parametros seminaisesipécies em questdo, principalmente
daquelas que pouco ou nada se tem registrado enatdita, como as da ordem dos
Piciformes. As tentativas de colheita de sémen erseAformes realizadas por Samour et
al.(1985) resultaram em um volume médio de 300auh pato almiscarado, e 150 pl tanto
para marreco Mallard quanto para ganso do HavatoAsentragcdes encontradas por Samour
et al. (1985) foram, respectivamente, 7500.siz/ml, 6800.10sptz/ml e 6500.10sptz/ml.

Em nosso estudo, encontramos o volume médio dé 40,4¢ara cisne de pescoco preto e
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118,21 pl para pato coscoroba, e as concentragéeéimsforam, respectivamente, 16,84.10
sptz/ml e 7,16. 10sptz/ml, sendo entdo bem inferiores as alcangaalaSamour. Lierz et al.
(2013) relataram o volume médio de 7,4 pl (e vaoage 3 a 19,5 ul) e concentracdo média
de 70.16 sptz/ml para o grupo de diversas espécies desaearajue a eletroestimulacéo foi
testada. Em nossas araras azuis obtivemos um vohéd® de 4,61 ul (e variagdo de 2,15 a
10,90 ul), porém a concentracao provavelmente arrpaixa, impossibilitando a avaliagédo.
Para diversas espécies de papagaios, neste metrdo @94ERZ et al., 2013) obteve-se o
volume médio de 8,5 pl (de 2,8 a 18,4 pl) e comaedib média de cerca de 7Psiz/ml.
Para os papagaios verdadeiros de nosso projetdume médio encontrado foi de 1,73 pl (de
0,40 a 4,10 pl) e concentracdo média de 4ept/ml. Para Psitaciformes entdo, a
comparacdo com dados da literatura foi menos dianote do que para Anseriformes,
lembrando apenas que as espécies estudadas emtraisdbo ndo sdo as mesmas dos

trabalhos utilizados nas comparacoes.

Para sabermos se a qualidade seminal é suficienterhea para que estas amostras
sejam utilizadas em inseminacgdes artificiais o galopreservacao, necessitariamos realizar
um estudo mais aprofundado, conduzindo essas bicéésc e verificando o0 sucesso
alcancado. Pelo fato de termos trabalhado com uneraide individuos por espécie, em sua
maioria, muito pequeno, as analises estatisticasnfcomprometidas. Além disso, o volume
das amostras, para a maioria das espécies eramditpido, dificultando também as analises
das caracteristicas microscopicas. Quando dilui@masnostras em BWW e FS para permitir
as analises propostas, isso geralmente levava strasiale concentracdo de espermatozoides
extremamente baixa. Devido a esse fato, a contalgeoglulas na concentracéo foi bastante
complicada. Da mesma maneira, encontramos obstacidoavaliagdo da integridade de
membrana através da técnica de esfregaco em Emsiigrosina, bem como a avaliacdo da
morfologia em camara umida, pois muitas vezes naorgravamos células a serem contadas,
ou entdo encontravamos muito poucas, o que nosdimpie obter valores confiaveis para

analisar estatisticamente essas caracteristicas.
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7 CONCLUSAO

Concluimos que a eletroestimulacdo é de fato unodonéadequado de colheita de
sémen nas espécies em que foi testada, e que phoeate este protocolo possa ser
extrapolado, com os ajustes de tensdes sugeridemais ajustes que se julgarem necessarios
(tamanho de probe, nimero de repeticdo de sérea)demais espécies de aves, a0 menos
nas ordens investigadas nessa pesquisa. Por isBmsva eletroestimulagdo como uma
importante ferramenta dentro de protocolos de oemr@o assistida, possibilitando as
pesquisas futuras, tanto em populagéessitu quantoin situ, e a utilizacdo do sémen em

biotécnicas como a inseminacéo artificial e a ecgeprvacado de germoplasma.

Apesar das dificuldades relatadas e de infelizmerdte termos obtido todas as
respostas almejadas no momento do delineamentoosi& restudo, acreditamos termos
trazido informacdes muito preciosas a respeito plecabilidade da eletroestimulacdo em
aves, bem como acerca das caracteristicas semgjonaispodem ser encontradas nessas
espécies. Temos o intuito, com isso, de inspirdaresuporte a futuras pesquisas para dar
continuidade ao desenvolvimento de biotécnicaoeivas, tdo necessarias a conservacao e

manutencao das espécies.
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Anexo A -  Ficha de tentative de colheita de senwrefetroestimulagéo
Ordem
Espécie Identificacdo | Idade (anos) | Comportamento Reprodutivi Historico de Filhotes
M ES ANO Data: / /
I(::)llgggé Dvert. cloaca| Cor cloaca Probe Observagoes falo Observagoes de colheita
Pré- - - . ) .
estimulagéo Série 1 Série 2 Volume total Cor Opacidade Viscosidade
0,6: 1
1,2: 2: pH Diluicao BWW Motilidade Progressiva | Diluicdo FS
1,8: 3:
2,4: 4: Integridade membrana Concentracéo
Ar?\c;)s tra Amostra (V) | Amostra (V)
Morfologia
Sujidade Sujidade Sujidade Normais (%) Cauda Cabeca
Enrol.: Pequena: Grande:
Sptz (S/N) Sptz (S/N) Sptz (S/N) | Def. Implant. (%) | Enrol. Cab.: Redonda Peq.: RedoBde.:
Dobrada: Alongada: Disforme:
Observacdes P. Intermediaria Dupla: Solta Normal: Solta Anormd
Dobrada: Gota: Def.Membrana: Gota:
Deformidade: Dupla:
Gota:
Total: Total:
Total contados Defeitos primarios:
Total: Defeitos secundérios:

Fonte: (FREDIANI, 2016)

Dlong. cloaca: diametro longitudinal da cloaca; Bbveloaca: diametro vertical da cloaca; Amostr (lume
de amostra; Sptz (S/N): presenca (SIM) ou aus&htlD) de espermatozoides; Def. Implant.:

defeitos de implantacdo de pescoco em cabeca danespzoide;

P. intermediaria: peca

intermediaria; Enrol.: enrolada; Enrol. Cab.: eadal na cabeca; Redonda peq.: redonda
pequena; Redonda gde.: redonda grande; Def. memhteformidade de membrana plasmatica.





