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RESUMO

JASKULSKI, RODRIGO WEIDE. Perfuracdes espermaticas redor do disco
germinativo de ovos incubaveis e correlacédo fddede e eclodibilidade de reprodutoras
pesadas Botucatu, 2010. 54pDissertacdo (mestrado). Universidade Paulista dJuli

Mesquita Filho”, Faculdade de Medicina Veterin&idootecnia, Campus de Botucatu.

No presente estudo foram correlacionados os resgltadas contagem de
perfuracbes espermaticas na membrana perivitelextarna de ovos incubaveis com as
taxas de ecloséo e fertilidade, objetivando-seisarah possibilidade do uso dessa técnica
como alternativa aos métodos tradicionais de ayédiada fertilidade, executados no
incubatdrio. As avaliacbes foram realizadas a d¢e&& semanas durante todo o periodo
reprodutivo de um lote comercial de matrizes deecaola linhagem Avian Cobb 48,
submetidas & monta natural a partir d& 8mana de idade. Foram realizadas 10
avaliacdes, sendo utilizados 30 ovos em cada gé@alid-oi realizada a extracéo, fixacao e
coloracdo da membrana perivitelinica externa paoasipilitar a visualizagdo das
perfuracbes ao microscopio 6ptico. A idade da affeenciou negativamente o nimero de
perfuracbes espermaticas na membrana periviteliaidarna, bem como a taxa de
fertilidade e de eclosdo. Houve correlacdo positvdre o numero de perfuracdes
espermaticas na membrana perivitelinica e a taXertkdade (r= 0,885; P<0,05), assim
como com a taxa de eclosdo (r= 0,800; P<0,05). $sipel inferir que a contagem de
perfuracdes espermaticas pode ser utilizada comanienta de avaliacdo da fertilidade de

0VOS incubaveis.

PALAVRAS CHAVES Reprodutoras pesadas, fertilidade, perfuracaamspiea



ABSTRACT

JASKULSKI, RODRIGO WEIDE. Sperm penetration in gérat disc region of hatching
eggs - pratical useBotucatu, 2010. 54pDissertacdo (mestrado). Universidade Paulista
“Julio Mesquita Filho”, Faculdade de Medicina Vétéria e Zootecnia, Campus de
Botucatu.

Abstract - In this study we correlated the resaftsounting sperm penetration in the outer
perivitelline layer of hatching eggs to the fetyiland hatching rates, aiming to examine the
possibility of using this technique as an alten@atio traditional methods of fertility
evaluation, performed in the hatchery. The evatumstiwere performed every three weeks
throughout the reproductive period of a flock ofrooercial broiler strain Cobb Avian 48,
submitted to natural mating from the 25th weekgd.aNere performed 10 evaluations, 30
eggs were used in each assessment. Was extrazed,ahd stained outer perivitelline
layer to enable viewing of holes in an optical mgmope. The bird's age negatively
influenced the number of sperm holes in the ouegivitelline layer and the fertility rate
and hatching. A positive correlation between theber of sperm holes in the perivitelline
layer and the fertility rate (r = 0.885, P <0.0&3%, well as the hatching rate (r = 0.800, P
<0.05). It can infer that the sperm count of hates be used as a tool for assessing the
fertility of eggs hatching.

KEY WORDS: Broilers breeders, fertility, sperm penetration



CAPITULO 1



1- INTRODUCAO

A industria avicola tem demonstrado um extraordindesenvolvimento durante as
dltimas décadas. A carne de frango, outrora cobbad segundo plano no cenério do
comércio de carnes, vem, ano apos ano, se constid@®mo uma das mais importantes
fontes de proteina animal para alimentacdo hunm@raescente aumento da demanda do
produto conduziu a avicultura industrial a elevafieiéncia da criagao de frangos de corte,
com intuito de diminuir o custo de producéo regpeld os principios de bem estar animal,

exigéncia do consumidor moderno.

Desde o inicio da década de 40, a necessidadedezpr carne de frango em larga
escala fez com que fossem intensificadas as pesgeisvolvendo genética, nutricdo e
manejo. Essas areas evoluiram rapidamente, dangknoaos moldes de criacdo atuais,
nos quais se obtém valores préximos ao maximo ddimento das aves. A inddstria
avicola brasileira ocupa, atualmente, lugar dedtacw producdo mundial de carne de
frango. No ano de 2008 o pais produziu cerca de41®jlhdes de toneladas de carne de
frango, que o colocou na posicédo de segundo medolufor e lider na exportacdo mundial
de carnes desta espécie (Unido Brasileira Avicul2009).

Em consequéncia disso, nas Ultimas décadas, o aefoola tem observado a
melhora dos seus parametros produtivos e essa madlm significado um aumento no
rendimento do produto, assim como um desafio parategrantes da cadeia produtiva.
Através da selecdo genética € possivel aumentagso p a eficiéncia alimentar das
reprodutoras pesadas, com intuito de obter desntgxleom indices cada vez maiores de
transformacédo de alimento em carne. Tais caratitelds em reprodutores, sao antagonicas
as caracteristicas reprodutivas, o que transfortagefa de se obter um grande nimero de
pintinhos por fémea alojada cada vez mais desafado

Conhecimento aprofundado da fisiologia reprodutiga aves e o desenvolvimento
de novas ferramentas que auxiliem no monitoramergselecdo de reprodutoras pesadas,
de linhas puras ou de granjas de multiplicacdo tgen€ontribuem para que haja um

incremento na eficiéncia reprodutiva das atuaisalgens de alta conformacgé&o. Técnicas



capazes de diagnosticar problemas de fertilidade aita sensibilidade e confiabilidade,
refletindo pequenas mudancas na capacidade repadtanto das fémeas quanto dos

machos e, consequentemente, na eclodibilidadewss devem ser desenvolvidas.

Uma técnica, desenvolvida por Branwell et al. ()9%Bereceu a indUstria e a
comunidade académica um método capaz de analisartitgtivamente o numero de
perfuracbes espermaticas na membrana perivitekxigana (PEMPE) de ovos incubaveis.
Com base nessa contagem, pode-se fazer uma awvatlagéapacidade de fertilizacdo do
ovulo. Desde entdo, esse tema tem sido objeto telcesde véarios autores que
correlacionam o niumero de PEMPE com fatores refadios a fertilidade de reprodutores,
galiformes ou ndo (Branwell & Howarth, 1992; Mcdanet al., 1996; Branwell et al.,
1996; Fairchild & Cristhensen., 2005). Essa tégnieasimples execuc¢ao, quando utilizada
de forma intensiva em granjas reprodutoras, podaipeque se obtenha uma avaliacdo
rapida da situacdo reprodutiva do plantel. Constgy assim, em uma ferramenta
importante nos processos decisorios para uma gbssivrecdo de manejo nutricional,
sanitario ou de criacdo. Ela também pode ser fdtilgeanjas de melhoramento genético
para selecdo de individuos com maior capacidadieertibzacdo (Branwell & Howarth,
1992).



2- OBJETIVO

No presente estudo objetivou-se fundamentar o asééchica de contagem de
PEMPE em ovos incubaveis como alternativa aos roétdcdicionais de avaliagdo da

fertilidade executados no incubatoério.



3- REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1- Anatomia do sistema reprodutivo da galinha

Nas aves, assim como nos mamiferos, dois ovarasseovidutos sdo formados
durante a embriogénese. E um fato caracteristi® alees, a usual supressdo do
desenvolvimento posterior desses orgaos do laddaliresultado da secrecao pelo ovario
de substéancias inibidoras do ducto de Mdller, onigdo oviduto. O ducto esquerdo &
protegido por apresentar maior nUmero de recepfmes estrogénio, sendo assim, mais
sensivel a este hormoénio que o ducto direito (BL#Q4). Aparentemente o estrogénio

impede a agéo de substancias inibidoras do duditider (Rutz et al., 2007).

3.1.1- Ovaério

Nos primeiros cinco meses de vida, o ovario dedeewse gradativamente,
passando de uma pequena estrutura irregular comrfig granular fina para uma
estrutura onde podem ser observados foliculos ithtiis. Esses foliculos aumentam
rapidamente em numero e tamanho, até alguns afaem®n varios centimetros de
didmetro. O ovario maduro lembra um cacho de wegdo ao fato de conter milhares de
foliculos e fica ligado a parte cranial do rim em@lo. Os foliculos maiores séo pendulares
e constituidos de um grande odcito cheio de gemaado por uma parede folicular
altamente vascularizada (Dyce, 1997). Durante erdedvimento da maturidade sexual, o
peso ovariano passa de 0,5 g a até 40-60 g. A paite deste aumento de peso provém de
quatro a seis foliculos em desenvolvimento, sensgoaymaior deles pode pesar cerca de
20 g, com didmetro de aproximadamente 40 mm (GE28/1).

O ovario das aves difere dos mamiferos pelo sewarthm e sua organizagéo
hierarquica. Nos mamiferos, diversos foliculos podsular em um determinado momento
dentro de um intervalo de varios dias ou semamagjaato que em aves um unico foliculo
ovula e o ovulo é liberado dentro de um intervadsncurto. Além disso, como as aves ndo
sofrem gestacdo, o embrido deve obter todos oent#s para o seu desenvolvimento fora
do corpo maternal. Este fato faz com que o 6vulturnadas aves seja muito maior que o

de mamiferos, servindo como fonte energética eejpetdurante o periodo inicial de



desenvolvimento. Nas aves, os foliculos grandemaredos, destinados a ovulacao, estdo
organizados dentro de uma hierarquia (Rutz e2@Q7). O controle da hierarquia folicular

que permite a ovulacdo diaria é estabelecido p#dtisulos pequenos (seis a oito

milimetros). O foliculo amarelo que ultrapassais sailimetros de diametro entra em

hierarquia, continua a desenvolver e ovula. Enttetaeventos moleculares dentro de
foliculos menores (menor que oito milimetros) fazsm que muitos foliculos entrem em

atresia, enquanto outros foliculos sédo selecion@@na entrar em hierarquia (Jonhson,
1993).

Uma das principais funcdes dos ovarios é a produgddormonios esterdides,
essenciais para o crescimento e funcdo do tratoodefivo. Dentre esses, esta a
progesterona, a qual estimula a secre¢do de albmemagno e indugédo do pico de LH.
Os androgénios atuam em caracteristicas sexuaimdsméas (crista e barbela). Os
estrogénios desencadeiam a sintese da gema patio fega mobilizacdo de calcio dos
0ssos medulares para a formagdo da casca. Ao mond& mamiferos, as células da
granulosa séo a principal fonte de progesteroma@eduenas quantidades de androgénios,
enquanto que as células da teca produzem andrggérestradiol. E importante salientar
que as células da granulosa néo luteinizam, paiseréte a necessidade de formacéo de

corpo luteo, j& que ndo ha prenhes para manter @abhnson, 1991).

3.1.2- Oviduto

O oviduto esta associado ao ovario e € equivamtm@nal deferente do macho. Na
ave em postura, o oviduto aparece como um tuboo laxgm dobras, altamente
vascularizado e ocupa uma grande extensdo na davaladominal (Moreng & Evans,
1990). Esta estrutura conduz o ovo fertilizado packaca, adicionando a esse quantidades
substanciais de nutrientes e, envolvendo o ovormembranas e casca, as quais conferem
protecdo ao embrido. Esta estrutura também temgidude transportar espermatozoides
para a fertilizacdo, podendo servir como local deagaenagem para estes, jA que uma
inseminacédo é suficiente para fertilizar os ovbsridos durante aproximadamente 10 dias
(Dyce, 1997). Durante o periodo pré-reprodutivade, o oviduto mede de 10 a 30 cm de
comprimento, aumentando para 50 a 70 cm duranteriodo de atividade reprodutiva

(Bull, 1994). Em uma ave pré-pubere, o peso deagj@odé de aproximadamente 0,2 g,



podendo passar de 50 g em uma ave em idade pradbtige aumento de até 250 vezes no
seu peso esta relacionado com a elevacdo pré-putzereoncentracdo de andrégenos,
estrégenos e progesterona (Etches, 1998). Anat@migacionalmente o oviduto pode ser

dividido em cinco regides:

3.1.2.1 Infundibulo
A estrutura chamada infundibulo é a extremidadeladado oviduto, formada por
uma porcao de parede delgada, com formato de ®inilm tubo mais espesso — a regiao
tubular. O seu 0stio é posicionado pelo saco agbeglominal esquerdo, o que facilita a
apreensdo do odcito recém liberado. O odcito I@praxamadamente 15 min para passar
pelo infundibulo e, durante este periodo as glasdinfundibulares fornecem-lhe a camada
calazifera ou calazas. As calazas, por sua verespmndem a dois espessamentos de
albumen retorcidos no sentido horario, os quaist@émana gema no centro do ovo e
permitem-na girar, para que o disco germinativanaereca sempre no lugar mais alto,

independente da posicédo do ovo (Dyce, 1997).

3.1.2.2Magno
O magno € uma estrutura altamente espiralada cooa & 30 cm, sendo o
segmento mais longo do oviduto (Bull, 1994). Suaeges apresentam pregas mucosas
macicas, cobertas por glandulas que tem a funcadidenar cerca de metade do albumen
total ao ovo. Na extremidade distal do magno, aggs mucosas sao mais baixas, levando

0 ovo aproximadamente trés horas para atravedsaseggnento do magno (Dyce, 1997).

3.1.2.3Istmo
O istmo esta situado entre 0 magno e o Utero, t a@irestreito, variando o
comprimento entre quatro e 12 cm. Esta estruturcénhecida macroscopicamente por
suas paredes finas e por pregas luminais menosweshas do que as encontradas no magno
(Hafez, 2004). Nesse segmento sdo secretadas asnwerabranas da casca e 0 ovo

permanece por cerca de uma hora e meia ness¢Batial1994).



3.1.2.4Utero
O utero ou glandula da casca é uma regido curitatadh em forma de bolsa. Na
galinha, em idade reprodutiva, seu comprimento padar de quatro a 12 cm, assim como
0 istmo. Sua parede mucosa apresenta pregas ldingisl e transversais que abrigam
glandulas tubulares de estrutura semelhante adundo magno (Dyce, 1997). E nessa
por¢do que o ovo permanece 0 maior tempo, cer@d tieras. O processo mais importante
que acontece nesta regido € a calcificacdo da.daswescimento dos cristais de célcio se
da a uma taxa de 300 mg de calcio por hora. Afagfmais do Gtero sdo a pigmentacgéo e

a formacao da cuticula, camada externa a casdziguieincao protetora (Hafez, 2004).

3.1.2.5Vagina
A vagina é um tubo muscular em forma de “S”, paileon ovo passa rapidamente
quando é expelido. Ela desemboca em uma abertmrallsnte a uma fenda, na parede
lateral do urodeu. Quando o0 ovo € posto, a abevtagmal projeta-se através do anus,

reduzindo o contato deste com as fezes (Dyce, 1997)

3.2 Ovo

O ovo é um recipiente biolégico que contém os ri@$eorganicos e inorganicos
necessario para a propagacao de algumas espéeiésc@nsiderado a unidade reprodutora
mais complexa e diferenciada da natureza. Contéxulo, envolto por grande quantidade
de material nutritivo. Em um ovo nao fertilizads, @omossomas maternos se encontram
unidos em uma zona denominada blastodisco, naftipeda gema. Quando o ovo €
fertilizado, essa regido é ocupada por um embiigocgntém de 30.000 a 40.000 células e
passa a ser denominada blastoderme (Etches, 1098yo é envolvido por uma casca
permeavel, permitindo que ocorra a troca de gasé® ® meio interno e externo.
Diferentes tipos de aminoacidos, lipidios, vitarsin@ minerais, necessarios para o
crescimento do embrido, estdo armazenados em t&gioima forma de albume (clara) e
gema (Bull 1994).

Em todas as espécies de aves, a gema represe3ia3déo do ovo, o albume 52-

58% e o restante, 9-14%, é representado pela eases membranas (Etches 1998).



A casca € uma barreira fisica que, além de perastirocas gasosas, apés o 10° dia
de incubacéo, participa com a doacdo de calcio (% 8a formacdo esquelética do
embrido. Na parte externa, apresenta a cuticulamaterial protéico que funciona como
barreira bacteriana, auxiliando também a regulpema de umidade e trocas gasosas.
Internamente, a casca apresenta duas membranasxtena mais espessa e outra interna,
mais fina, onde existem fibras protéicas intercdaza dificultando a entrada de bactérias e
resistindo a movimentos hidricos (Ar et al., 1976).

O albume possui a funcdo de auxiliar o corretoicpmsamento da gema e
blastoderme. Além disso, protege mecanicamente astdolerme no inicio do
desenvolvimento embriondrio e minimiza ataques deramganismos patogénicos. O
albume também mantém a hidratacdo do embrido,iaurdl formacdo da camara de ar e
constitui-se em reserva alimentar ao embrido ([Etch@98).

A rotacdo em seu proprio eixo, com a passagem dawaves do oviduto, faz com
que proteinas presentes no albume se interligusmmahdo dois ligamentos proteinaceos
chamados de chalazas. Estas estruturas se prajetano da capa intermediaria e tém a
funcdo de posicionar a gema no centro do ovo (E1cd898).

O albume é formado pelas proteinas: ovoalbuminafrawsferrina, ovomucoide,
avidina e lisozima. A acdo destas proteinas corgevéecdo embrionaria contra a acao
bacteriana. Os mecanismos envolvidos nesta prog&gi@lta viscosidade, a qual impede a
movimentacdo do agente contaminante para o cewtrovd, acdo da avidina sobre a
reproducdo bacteriana, pela caracteristica destsed&gar a biotina bacterina e a acao
direta das lisozimas hidrolisando polissacaridemarede bacteriana (Wolanski et al.,
2007).

A gema contém o pro-ndcleo feminino e a maioria dotrientes necessarios ao
desenvolvimento embrionario. Além de conter essésemtes € rica em imunoglobulina G
(IgG), a qual confere imunidade materna ao embffifafez, 2004). Em um odcito nédo
fertilizado, os cromossomos sdo armazenados emestnatura chamada de blastodisco.
Essa estrutura € macroscopicamente visivel na fitipeda gema como uma pequena

mancha branca de aproximadamente 3 mm de diankgtioes 1998).
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3.3 Estrutura anatdbmica das membranas da gema

A gema é rodeada por quatro camadas lipoprotéaaatricas que juntas formam
a membrana perivitelinica externa da gema (Beliied.,1963). As duas mais externas s@o
derivadas do oviduto e, as duas internas do ovAsccamadas sdo assim denominadas:
membrana vitelinica (8 nm), espaco vitelinico, memh perivitelinica (MP) (4um),
membrana média continua (50 a 100 nm) e capa é@gtraica ou membrana perivitelinica
externa (MPE) (6 um) (Etches, 1998). Essas membrafia homologas a zona pelucida
que engloba o od6cito nos mamiferos (Sasanami, 047).

Nas areas distantes do blastodisco, a membrarléniciéeé intimamente ligada a
membrana perivitelinica. Na regido do blastodiscoembrana vitelinica estad densamente
povoada de microvilosidades que se projetam defdr@spaco perivitelinico, local de
unido espermatica durante a fertilizacao (Bakstahakth, 1977).

J& a membrana perivitelinica externa (MPE) querésaentada a gema na porgao
final do infundibulo e superior do magno. A presedessa camada, rica em inibidores de
tripsina, previne a entrada adicional de espermatez no od6cito, o que pode ser
prejudicial a fertilizacéo (Bekhtina, 1968; Howarll®71). Stelle et al. (1994) sugerem que
a introducdo desta camada altera as caracteristicazembrana perivitelinica de se ligar
aos espermatozoéides. Robertson et al. (1997) motagae quando a membrana
perivitelinica foi separada do complexo de memisgmaivitelinicas ap6s a ovoposicao ela
manteve as caracteristicas de ligagdo de espermiddsztal qual um odcito coletado logo
apos a ovulacdo. Esses resultados sugerem quegoeldorealizado pela MPE aos
espermatozoides € mais mecanico que quimico, adewedo com o0s resultados de
Howarth e Digby (1973).

Embora a polispermia seja uma caracteristica figioh nas aves, a excessiva
entrada de espermatozéides no odcito pode tepgfeéletérios na fertilizacdo (Bekhtina,
1968). Em suas pesquisas com a contagem de pérfgragspermaticas na membrana
perivitelinica, Fofanova (1965) e Branwell et d1995) encontraram centenas de orificios,
no entanto, somente 30 pré-nucleos foram encordradso sugere que nem todos 0s
espermatozoéides que entram a membrana periviléoicsseguem entrar em contato com o

ooplasma feminino.
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Observacdes feitas por Bakst & Howarth (1977) iadimm que a membrana
perivitelinica do blastodisco € estruturalmentermifiite do restante da gema. Nessa regido
encontra-se o maior nimero de espermatozoéides nento da fertilizacao.

As proteinas que formam as camadas perivitelimioasicito tém sequéncia similar
a familia das proteinas ZPC. Em galinhas, foramnmtificadas as glicoproteinas ZP1
(ZPB1), ZPB (ZPB2), ZP2 (ZPA), ZP3 (ZPC) e ZPD (Wdaek et al., 1998). Stewart et
al. (2004) comprovaram que 0s espermatozoéides tte iggeragem com membranas
perivitelinicas de varias outras espécies de aws,graus médios de interacdo de: 100%
com outros galiformes (galinha, peru, codornaséfaie galinhas de angola), 44% com
anseriformes (pato e ganso) e menos de 30% comerfjagmes (passaros) e
columbiformes (pombas). Essa interacdo pode sdicadp pelo fato de que um homodlogo
da proteina ligadora de espermatozéides das galidd e ZP3, foi identificado em todas

as espécies de aves estudadas.

3.4 Selecdo e transporte espermatico no oviduto

Apbs a introducdo dos espermatozoides na cloat@ntza, seja por monta natural
ou inseminacao artificial, uma série de fatores@tselecionando-os ao longo do oviduto
da ave, definindo a quantidade e a qualidade qusmatozoides que chegam até o sitio de
fertilizacdo, no sistema reprodutivo da fémea. Aspn¢ca de um ovo no oviduto torna-se
uma barreira fisica a passagem do espermatozdéla, disso, as secrecdes deste orgao
também podem exercer selecdo sobre os mesmos.pésteasmune da fémea a de um
corpo estranho representado pelo ejaculado e ceatslindspito da vagina também afetam
quantitativa e qualitativamente os espermatozdaléstinados a fertilizagao.

No oviduto da ave, principalmente na vagina, exist@ camada ciliar longitudinal
externa, continua ao musculo liso dos ligamentasatle ventral do oviduto. Os cilios
provéem o movimento peristéltico do oviduto quépade deslocar o ovo ao longo deste
orgao, também expelem um grande niumero de espadidgs apds a monta natural ou
inseminacédo artificial (Bakst, 1994). A presencaodo no istmo ou magno prejudica o
transporte de espermatozoides, porém, se esteerestiv Utero, ndo ha prejuizo ao
transporte de células (Mimura, 1937). Segundo Hthw#t971), somente 20% dos

espermatozoides permanecem viaveis 30 minutos apé@seminacdo. De acordo com
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Bakst (1994), os espermatozoéides devem possuircomdinagcdo entre as caracteristicas
de viabilidade, motilidade, atividade metabdlicmtegridade das membranas plasmaticas
para obterem éxito na passagem destas barreiras.

Ao contrario da maioria dos mamiferos, nos quaisspermatozoides permanecem
por um periodo de tempo relativamente curto na tfaminino, os espermatozoides das
aves que transpdem a vagina sdo armazenados erficagiits da membrana do trato
reprodutivo da fémea chamadas de tubulos de estwcagminal (TES), localizados na
juncéo utero-vaginal (Bobr et al., 1964). Nas daBs) espermatozoides armazenados neste
local podem permanecer viaveis por periodos d8aitdias, sendo em peruas, este tempo
pode chegar a 70 dias (Hafez, 2004). Os espermdészeao expostos a varios fatores, nos
tubulos de estocagem seminal, que suprimem a dautd, 0 metabolismo espermatico, a
enzima acrosina, a imunogenicidade espermatictabikzmm as membranas plasmaticas.
Acredita-se que possa haver influéncia do zincdgicwée do acido glutdmico nestas
mudancas fisiolégicas dos espermatozoéides nesake loc

Birkhead (1998) relata que, por intermédio do telstddNA, pode-se comprovar a
paternidade de perus inseminados compoawl de espermatozoides de diferentes machos.
Nesses experimentos foi encontrado prevaléncigpi®dutores, evidenciando que existe
uma selecdo espermatica nos tubulos de estocagem.

Segundo Brillard (1992), h4 uma maior quantidadegfgermatozoides nos tubulos
de estocagem em aves jovens, quando comparados\a@smmais velhas. O numero de
espermatozoides nos tubulos de estocagem tambéen dearacordo com o namero de
copulas ou inseminagdes. Inseminacdes realizades da postura diaria propiciam menor
armazenagem de células nos tubulos de estocagemiaeamparadas a inseminacdes
realizadas apos a postura do ovo (Mcintyre & Cénisén, 1983). Ainda segundo Brillard
(1993), o volume de sémen inoculado pode ter inflig@no nimero de espermatozoides
armazenados nos tubulos de estocagem.

Os espermatozoides alcancam o sitio de fertilizdo@alizado no infundibulo, em
um tempo minimo de 15 minutos. Segundo Mimura (1,98 antiperistaltismo do oviduto
€ 0 mecanismo primario de transporte dessas céhtiso local. Ao contrario da
fertilizacdo nos mamiferos, o espermatozdide das ado necessita passar pelo processo

de capacitacéo no oviduto. Esse fato foi comproysmameio de experimentos, nos quais
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foram realizadas inseminagfes com espermatozéidetados diretamente do ducto
deferente de galos. Nesses estudos foram encostraglsultados semelhantes a
inseminagdo comumente utilizada, com coleta porsagem abdominal (Bakst & Cecil,
1981). Entretanto, um processo semelhante ao pmads capacitacdo nos mamiferos
acontece no infundibulo das aves. Quando os esfddes que estdo armazenados nos
tubulos de estocagem seminal sédo lancados parzarealfertilizagcdo de um 6vulo, existe
aumento na motilidade, metabolismo e desestabilizda membrana plasmética (Bakst et
al., 1994).

De acordo com Mimura (1937), os espermatozoidesptamsa resisténcia no istmo
e magno. Uma vez alcancado o infundibulo, o espgemdi@e pode realizar a fertilizacao,
ser armazenado temporariamente em locais de estocagperméatica secundarios, ser
capturado pela membrana perivitelinica externavddooou se perder dentro da cavidade
abdominal da ave.

O infundibulo é dividido em trés regides: regidokliada (proximo ao ovario), a
regido afunilada (mais proximal) e a regido chédaaj mais distal (Dyce, 1997). Os sitios
de armazenamento espermatico secundario sdo ldadina regido chalazifera. Embora o
infundibulo seja considerado um local de armazentrespermatico secundario, héa ainda
poucos experimentos que exploram as funcdes eteerticas dessa regido. Esse local
apenas esta relacionado com a capacidade de nvénteis os espermatozéides e lanca-
los, passivamente, até a regido afunilada do intfwhal onde podera encontrar um 6vulo

para ocorrer a fertilizacdo (Etches, 1998).

3.5 Fertilizacdo aviaria

O processo de fertilizagdo, que pode ser resuro@ino a entrada do gameta
masculino no odcito feminino, € composto por vapassos que incluem: o contato ou a
interacdo entre as membranas do odcito e do esimadide; a entrada do espermatozéiode
no odcito, a ativacdo metabdlica do odcito, o odinda meiose no odcito e a formacgéo e
fusdo dos pro-nucleos masculino e feminino (Haf@@42. O encontro entre 0s gametas
acontece na regido afunilada do infundibulo onde, ou varios espermatozéides
atravessam a membrana perivitelinica externa, nemd@lmente na regido do disco

germinativo, e digerem um orificio de 10-20 pm,giesmdo no oocito feminino (Bakst &
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Howarth, 1977). No momento da ovulacéo, o pré-raifdeninino esta na fase de metafase,
da segunda divisdo meidtica (Etches, 1998). ApoOs niiButos da ovulagdo, os

espermatozoides penetram na membrana perivitebrieana (Bakst & Howarth, 1977).

3.6 Fixacéo e penetracdo espermatica

A ligacdo do espermatozoide com a membrana pdiivita (MP) do odcito e a
subsequente reacdo acrossomica € um importanteoeger® define o sucesso da
fertilizacdo em aves. O resultado desta interac&@mnéorificio hidrolizado pelo qual o
espermatozoide penetrou no odcito. (Bakst & Howda8y7; Waclawek et al., 1998). O
espermatozoide das aves penetra na membrana glérivd do odcito de forma digestiva
(Bellairs et al., 1963; Fugii, 1976), assim commrdece nos mamiferos. Okamura e
Nishiyama (1978) relataram que no momento em gegpermatozoide das aves entra em
contato com a membrana perivitelinica, ele € suldmed uma reacdo acrossomal,
resultando na fusdo da membrana acrossomal exdereapermatozoide, do plasmalema,
sua vesiculacéo e posterior liberacdo das enzigrassomais, principalmente a acrosina.
Esta reacdo permite a digestdo de um caminho @ini@ma membrana preivitelinica pelo
qual o espermatozodide entrard. Apds a fusdo conerabmana plasmatica do odcito, o
envelope nuclear do espermatozdide se desintegmaaerial de cromatina liberado sofre
uma descondensacdo. Uma vez que os pré-nucleosiimafeminino estejam em intima
proximidade, os envelopes nucleares se dispersapic@ndo uma intermistura dos

cromossomos (Etches, 1998).

3.7 Interagdo oQcito e espermatozoide

Nas aves, a polispermia, ou seja, a penetracioaike da um espermatozoéide na
membrana perivitelinica, € um evento fisioldgice. @&/es ndo possuem o mecanismo dos
mamiferos em que, imediatamente apods a fertilizagdsuperficie do odcito sofre
modificacbes que impedem a penetracdo de espendidaszadicionais (Etches, 1998). A
ocorréncia de multiplas penetragcbes e a formacdo/&ims orificios na membrana
perivitelinica do odcito recém fertilizado € norm& maioria desses orificios estdo
concentrados em uma area circular de 2,6 mm ao deddisco germinativo. Uma possivel

atracdo quimiostatica dos espermatozolides para &assafoi discutida por Rothschild
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(1956) em seus escritos sobre as regras quimiagixio processo de fertilizacdo. Outros
autores sugerem que este fato se deve a ausérmadcaena regido do disco germintativo.
Embora o calcio ndo seja o responsavel pela atdasiespermatozoéides para esta area, ele
€ necessario a ativacao do espermatozoide, posgntd induzindo a reagdo acrossoma do
espermatozoide com o odcito (Holm et al. 2000).sB&k988) utilizando a microscopia
eletrdnica, encontrou diferenca no tamanho e ncentimle vilosidades na area ao redor do
disco germinativo e nas areas adjacentes a estéuest ISso sugere que as vilosidades na
regido do disco germinativo estejam associadamadb espermatica nas aves. Ao redor do
disco germinativo ha, aproximadamente, 20-25 veras perfuracdes que nas outras areas
da membrana perivitelinica (Branwell et al., 1988shart, 1997), sendo esta uma relacao
linear (r=0,81)(Wishart, 1997).

Poucos minutos apds a ovulacdo, no magno, a mealpanivitelinica externa
(MPE) é secretada sobre a membrana periviteliiiefia(rs et al., 1963). Espermatozoides
encontrados nesse local estdo aderidos a estprmtginacea da membrana perivitelinica
externa. HA aproximadamente 10 vezes mais esperdidgs aderidos na membrana
perivitelinica externa do que orificios na membrpeavitelinica.

Também existe correlacdo entre o numero de peffesacha membrana
perivitelinica encontradas ao redor do disco geatiio, o numero de perfuracdes na
membrana perivitelinica encontradas em outras esgid ovo fora do disco germinativo e;
0 numero de espermatozoides encontrados na menyeanielinica externa (Branwell et
al., 1995; Wishart, 1997). Pesquisas foram readigad fim de determinar a possivel
correlacdo entre esses parametros e a probabilddaden ovo de galinha estar fertilizado.
Dentre essas, Wishart (1997) relata que um ovo 568t de probabilidade de estar
fertilizado se possuir mais que 0,1 espermatozdidasembrana perivitelinica externa por
mn?. Em adic&o, o autor concluiu que um ovo tem 50%ltnce de estar fértil se, no
minimo, trés espermatozoides penetrarem na membpargitelinica sobre o disco
germinativo, sendo que as maiores taxas de fadiéidoram obtidas quando houve seis
perfuracdo nesta mesma regido. Resultados semesifaram encontrados por Branwell et
al. (1995) ao pesquisarem a frequencia de perfasa@spermaticas na membrana

perivitelinica, sobre o disco germinativo.
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E assumido que o numero de espermatozoides aslesdbre a membrana
perivitelinica externa esta relacionado com o nonwe espermatozoides presentes no
infundibulo e na porc¢éo inicial do magno, no moraeta fertilizagdo (Wishart, 1997).

Os tubulos de estocagem seminal sdo os principaasl de armazenagem de
espermatozoides no oviduto, o numero de espermdasdaderidos na membrana
perivitelinica externa ou o numero de orificiosrmdambrana perivitelinica sdo altamente
correlacionados com o numero de espermatozéidperdigis para fertilizacdo de um ovo
(Bakst, 1994).

Staines (1998) concluiu que a contagem tanto d#cios espermaticos na
membrana perivitelinica quanto do numero de espgemb@es aderidos na membrana
perivitelinica externa podem ser utilizadas patanes a fertilidade de um lote de aves
comerciais. A contagem de perfuracbes espermateasembrana perivitelinica também
pode ser utilizada para avaliacdo de sémen deeawvesstra ter, para esta espécie, mais
sensibilidade e acuracia em diagnosticar danoseasbnanas espermaticas que os testes
usuais de motilidade e viabilidade (Kasai, et @0®.

Segundo Robertson et al. (1997), para que os eapmrdides realizem as
perfuracbes € necessaria complexa interacdo demetmo® regulatérios hormonais e
metabdlicos aliada a fatores como: motilidade esptica, ligacdo entre o odcito e o
espermatozoide, inducdo da reacdo acrossomal @dide da membrana perivitelinica.
Portanto, a técnica de contagem de perfuracdesnedfieas na membrana perivitelinica
avalia o resultado da soma de todos os eventaosit@cima, o que confere ao teste ampla
capacidade de avaliacao da fertilizag&o aviaria.

A idade da ave influencia a quantidade de periga@spermaticas na membrana
perivitelinica externa. Gumalka e Kapowska (2005jugaram dois lotes de matrizes
pesadas, de diferentes idades inseminadas com s@maglos da mesma idade e
observaram que as aves de 36 semanas tiveramidsia dnais de fertilidade efetiva do
que aves de 56 semanas. Todos os indices dedt@lidiminuiram com o aumento da
idade das fémeas, mesmo quando estas foram ingERit@M sémen de galos mais
jovens. A duracéo da fertilidade esta mais relagiancom a fémea, por uma possivel perda
na capacidade de armazenamento dos tubulos deagstocseminal. Fairchild &

Cristhensen (2005) também observaram diferencagfisaivas no nimero de perfuracdes
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espermaticas na membrana perivitelinica de ovopedgas com idades distintas. Além
disso, os autores relacionaram a diminuicdo no nuicke perfuracdées com o aumento nos
indices de mortalidade embrionaria precoce.

As linhagens também apresentam comportamentoedd&do com relagcdo ao
namero de perfuracdes espermaticas na membrandtglgrica. Segundo Christiensen et
al. (2005), linhagens selecionadas para crescinré@ptdo apresentam indices inferiores de
perfuracdes espermaticas na membrana periviteligicahdo comparadas com linhagens
selecionadas para producdo de ovos. Em consequémciartiidade dos ovos e a
viabilidade embrionéaria também séo afetadas neggatwte.

A proporcédo entre machos e fémeas em um lote @afetar significativamente o
namero de perfuracdes espermaticas na membranétglgrica. Comparando as taxas de
fertilidade de matrizes pesadas de trés idadesmtdist Hazary et al. (2001) encontraram
resultados de fertilidade superiores nos lotesquass havia um menor nimero de fémeas

para cada macho alojado.

3.8 Atécnica de contagem de perfuracbes espermatcaembrana
perivitelinica

A avaliacdo da quantidade de perfuracdes espeanatia membrana perivitelinica é
feita por meio de uma técnica descrita, inicialmepbr Bramwell (1992) e modificado em
alguns aspectos por Donoghue (1996). A técnicaistensa separacdo e colheita da gema,
que é passada cuidadosamente em papel filtro earacéo do alblmem remanescente ao
redor desta. Uma porcdo de aproximadamente 1 cmfedabrana perivitelinica na regiao
do disco germinativo é retirada e imersa em solgglima para remocao do restante de
albimem e gema. O pedaco da membrana é colocade wmia |Amina com auxilio de
pinga e agulha e fixado com formalina 20%, reticard 0 excesso logo em seguida. A
seguir, algumas gotas do reativo de Schiff sdo siguias sobre esta membrana para cora-
la. Apds este procedimento, coloca-se uma lamisal@e a membrana e visualiza a
estrutura e perfuracdes espermaticas em microsédijgo em aumento de 100 vezes. A

contagem € realizada em 5 campos de 0,27 mmiztotdb uma area de 1,35 mm.



18

4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AR, A.; PAGANELLI, C. V.; REEVES, R. B.; GREENE, 5.; RHAN, H. The avian egg
wather vapor condutance, shell tchicness and fomatipore arearhe Condor, v.76, p.
153-158, 1976.

BAHR, J.M.; JOHNSON, P.A. Reproduction in poltryn:Reproduction in domestic
animals. San Diego, Academic Press Inc., California, 1$0355-575.

BAKST, M. R.; HOWARTH, B. Hydrolysis of the hen'sqvitelline membrane by cock
sperm in vitroBiology Reproduction, v.17, p. 370-379, 1977.

BAKST, M. R.; CECIL, H. C. Changes in the charasties of turkey ejaculated semen
and ductus deferens semen with repeated ejacudaReproduction Developmentv. 21,
p. 1095-1103, 1981.

BAKST, M. R. Turkey hen fertility and egg productiafter artificial insemination and
multiple oviduct eversion during the pre-layingipdr Journal of Reproduction and
Fertility ,v. 83, p. 873-877, 1988.

BAKST, M. R. Fate of fluorescent stained spermdeihg insemination: New light on
oviducal sperm transport and storage in the turBeglogy reproduction, v.50, p. 987-
992, 1994.

BEKHTINA, V. G. Morphological features of polyspeynfecundation in hens. In In:
Pushkin Research Laboratory of Livestock Breedii§68 Leningrado — RuUssia.
Anais...Leningrado. 1968. p. 148-156.

BELLAIRS, R. M.; HARKNESS, M.; HARKNESS, R. D. Thatelline membrane of the
hen’s egg: a chemical andelectron microscopicabtystdournal of Ultrastructure
Research v.8, p. 339-359, 1963.



19

BIRKHEAD, T.R. Sperm competition in birdReviews of Reproduction 1998.

BIRKHEAD, T. R.; SHELDON, B. C.; FLETCHER, F. A cqrarative study of sperm-egg
interactions in birdsJournal of Reproduction and Fertility, v. 101, p. 353-361, 1994.

BOBR, L. W.; LORENZ, F. W.; OGASAWARA, F. X. Distsuition of spermatozoa in the
oviduct and fertility in domestic birdgpurnal of reproduction and fertility , v.8, p. 39-
47, 1964.

BRANWELL, R. K., HOWARTH, B. Preferential attachnteof cock spermatozoa to the
perivitelline layer directly over the germinal disof the hen's ovum,Biology
Reproduction, v. 47, p. 1113-1117, 1992.

BRANWELL, R. K., MARKS, H. L., HOWARTH, B. Quantitave determination of
spermatozoa penetration of the perivitelline lagérthe hen’'s ovum as assessed on
oviposited eggsPoultry Science v.74, p. 1875-1883, 1995.

BRAMWELL, R.K.; MCDANIEL, C.D.; WILSON, J.L.; HOWARH, B. Age effect of
male and female broiler breeders on sperm peratrafi the perivitelline layer overlying
the germinal disd?oultry Science v.75, p. 755-762, 1996.

BRILLARD, J. P. Factors affecting oviductal spertorage in domestic fowl following
artificial inseminationAnimal Reproduction Sciencev.27, p. 247-256, 1992.

BRILLARD, J. P. Sperm storage and transport follogvinatural mating and artificial
inseminationPoultry Science v.72, p. 923-928, 1993.

BULL, M. L. Anatomia do aparelho reprodutor do madh da fémea. In: FUNDACAO
APINCO DE CIENCIA E TECNOLOGIAS AVICOLASFisiologia da reproducéo das
aves Campinas, FACTA, Séao Paulo. 1994. p. 1-10.



20

CRISTHENSEN, V. L.; FAIRCHILD, B. D.; ORT, D. TNESTOR, K. E. Dam and sire
effects on sperm penetration of the perivitelliagelr and resulting fecundity of different

lines of turkeysJournal Applied of Poultry Research v. 14, p. 483-491, 2005.

DONOGHE, A. M. The effect of twenty-four hour intno storage on sperm hydrolysis
through the perivitelline layer of ovipositionedrkay eggs.Poultry Science v. 75, p.
1035-1038, 1996.

DYCE, K. Tratado de Anatomia Veterinaria. Guanabara Koogan, 1997.

ETCHES, R. JReproduction in poultry. Wallingford, OXON - UK: CAB Internacional,
1998.

FAIRCHILD, B. D.; CRISTHENSEN, V. L. Influence ofém age and number of
inseminated sperm on the number of holes hydrolymetthe inner perivitelline layer of

turkey eggsJournal Applied of Poultry Research v. 14, p. 576-571, 2005.

FOFANOVA, K. A. Morphological data on polyspermy ¢hickensFeeding Procedures
V. 24, p. T239- T247, 1965.

FUGII, S. Scanning microscopical observation on flemetration mechanism of fowl
spermatozoa into the ovum in the process of featilon,Journal of Faculty of Fish and

Animal Science,p. 85-92, 1976.

GETTY, R.Anatomia dos animais domésticasRio de Janeiro: Interamericana, 1981.

GUMALKA, M.; KAPKOWSKA, E. Age effect of broiler breeders on fertility and
sperm penetration of the perivitelline layer of twim.Animal Reproduction Science v.
90, p. 135-148, 2005.

HAFEZ, B.Reproducéo animal.Barueri, SP: Manole, 2004.



21

HAZARY, R. C.; STAINES, H. J.; WISHART, G. J. Ass#igg the effect of mating ratio
on broiler breeder performance by quantifying spegg interactionJournal of Applied
Poultry Research v. 10, p. 1-4, 2001.

HOLM, L.; EKWALL, H.; WISHART, G. J.; RIDDERSTRALE,Y. Localization of
calcium and zinc in the sperm storage tubules afkelm, quail and turkeys using X-ray

microanalysisJournal of reproduction and fertility , v. 118, p. 331-336, 2000.

HOWARTH, B. Transport of spermatozoa in the repaithe tract of turkey,Poultry
Sciencev.50, p. 8-9, 1971.

HOWARTH, B.; DIGBY, S. T. Evidence for the penetoat of the vitelline membrane of
the hen’s ovum by a trypsin-like acrosomal enzydeurnal of Reproduction and
Fertility , v. 33, p. 123-125, 1973.

JOHNSON, A. Regulation of follicle differentiatidny gonadotropins and growth factors,
Poultry Science, v. 72, p. 867-873, 1993.

KASAI K.; IZURNO, A.; INABA, T.; SAWADA, T. Assesment of fresh and stored duck
spermatozoa quality via in vitro sperm-egg intacaciassay,Theriogenology v. 53, p.
283-290, 2000.

MCDANIEL, C.D., BRAMWELL, R.K.; HOWARTH JR, B.; Themale contribution to
broiler breeder heat stress infertility as deteedilby sperm-egg penetration and sperm
storage within the hen's ovidu&oultry Science v. 75, p. 1546-1554, 1996.

MCINTYRE, D. R.; CHRISTENSEN, V. L. Filling rated the uterovaginal sperm storage
glands in the turkeyRoultry Science v. 62, p. 1652-1656, 1983.

MIMURA, H. Studies on the ciliary movement of theiduct of domestic fowlOkajima's
Folia Anatomy of Japan v.15, p. 287-295, 1937.



22

MORENG, R.; EVENS, Xiéncia e Producéao de AvesSao Paulo, SP. Roca, 1990.

OKAMURA, F.; NISHIYAMA, H. The passage of spermatae through the vitelline
membrane in the domestic fowl, Gallus gallGg|l Tissue Researchv. 188, p. 497-508,
1978.

ROBERTSON, L.; BROWN, H. L.; STAINES, H. J.; WISHARG. J. Characterization
and application of an avian in vitro spermatozog-@&geraction assay using the inner
perivitelline layer from laid chicken eggdournal of Reproduction and Fertility, v. 98,

p. 123-125, 1997.

ROTHSCHILD, L.Fertilization. Londres, Inglaterra: Methuen Co., 1956.

RUTZ, F., ANCIUTI, M., XAVIER, E., & ROLL, V. Avangs na fisiologia e desempenho
reprodutivo de aves doméstic&evista Brasileira de Reprodu¢do Animalv.31, n.3, p.
307-317, 2007.

SASANAMI, T.; MURATA, T.; OHTSUKI, M.; MATSUSHIMA,K.; HYAMA, G.;
KANSABU, N.; MORI, M. Induction of sperm acrosomeaction by perivitelline
membrane glycoprotein ZP1 in Japanese quail (Cistujaponica), Journal of
Reproduction and Fertility, v. 133, p. 41-49, 2007.

STAINES, H. J.; MIDDLETON, R. C.; LAUGHLIN, K. F.;WISHART, G. J.
Quantification of a sperm-egg interaction for estiilng the mating efficiency of broiler
breeder flocksBritish Poultry Science, v. 39, p. 273-277, 1998.

STEELE, M. G.; MELDRUM, W.; BRILLARD, J. P.; WISHAR, G. J. The interaction of
avian spermatozoa with the perivitelline layer iitror and in vivo. Journal of
Reproduction and Fertility, v. 101, p. 599-603, 1994.



23

STEWART, S. G.; BAUSEK, N.; WOLHRAB, F.; SCHNEIDERY. J.; HORROCKS, A.
J.; WISHART, G. J. Species specificity in avian rspgerivitelline interaction,
Comparative Biochemistry and Physiologyv. 137, p. 657-663, 2004.

UBA. Unido Brasileira de Avicultura Relatério Anual 2008/2009 Brasilia: Athalaia
Grafica e editora, 2009.

WACLAWEK, M.; FOISNER, R.; NIMPF, J.; SCHNEIDER, WJ. The chicken
homologue of zona pellucida protein-3 is synthebiby granulosa cellsBiology of
Reproduction, v.59, p. 1230-1239, 1998.

WISHART, J. G. Regulation of the length of the ifertperiod in the domestic fowl by
numbers of oviducal spermatozdaurnal of Reproduction and Fertility, v. 80, p. 493-
498, 1987.

WISHART, J. G. Quantitative aspects of sperm:edgraction in chickens and turkeys,
Animal Reproduction Sciencev. 48, p. 81-92, 1997.

WOLANSKI, N. J.; RENEMA, R. A.; ROBINSON, F. E.; GMEY, V. L,; FANCHER,
B. I. Relationships among egg characterisiticsslchmeasurements, and early growth in ten
broiler breeder strain®oultry Science v. 86, p. 1784-1792, 2007.



CAPITULO 2



25

TRABALHO CIENTIFICO

Contagem de perfuracdes espermaticas na membrana

perivitelinica externa de ovos de galinhas - aplicéo pratica

Este artigo cientifico foi redigido de acordo com @ormas para publicacdo na revista

Pesquisa Agropecuaria Brasileiraxceto a apresentacao das figuras e tabelas.



26

Contagem de perfuragdes espermaticas na membranarpatelinica externa de ovos de

galinhas - aplicacéo pratica

Rodrigo Weide Jaskulski, Jodo Carlos Pinheiro FerréftaElisane Lenita Milbrad?,

Elisabeth Gonzalé%

@ Universidade Estadual Paulista “Jilio Mesquitad Distrito de Rubido Junior, s/n, Cep
18.618-970 Botucatu, SP, Brasil. E-mail: rodrigkj@gmail.com, jcferreira@fmvz.unesp.br,
emibradt@gmail.con’ Universidade Federal de Goias, Campus SamambaimvizRoNova
Veneza, Caixa postal 131, Cep 74001-970 Gioania, , GBrasil. E-mail:

elisa.gonzales@uol.com.br



27

Resumo -No presente estudo foram correlacionados os aemdtdas contagem de
perfuracbes espermaticas na membrana perivitel@gxiigana de ovos incubaveis com as taxas
de eclosao e fertilidade, objetivando-se analisaossibilidade do uso dessa técnica como
alternativa aos métodos tradicionais de avaliagéfedilidade, executados no incubatorio. As
avaliagOes foram realizadas a cada trés semanasteliodo o periodo reprodutivo de um lote
comercial de matrizes de corte da linhagem AviabbCé8, submetidas a monta natural a
partir da 25 semana de idade. Foram realizadas 10 avaliagedo sitilizados 30 ovos em
cada avaliacdo. Foi realizada a extracdo, fixacamleracdo da membrana perivitelinica
externa para possibilitar a visualizacao das pacfigs ao microscépio Optico. A idade da ave
influenciou negativamente o nimero de perfurac@psrenaticas na membrana perivitelinica
externa, bem como a taxa de fertilidade e de emlodauve correlacdo positiva entre o
numero de perfuracbes espermaticas na membranatgigrica e a taxa de fertilidade (r=
0,885; P<0,05), assim como com a taxa de eclosa,§00; P<0,05). E possivel inferir que a
contagem de perfuracdes espermaticas pode semadéilicomo ferramenta de avaliacdo da
fertilidade de ovos incubéveis.

Termos para indexacdo: Reprodutoras pesadasidiaiil, perfuracdo espermatica
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Sperm penetration in germinal disc region of hatchg eggs - pratical use

Abstract - In this study we correlated the results of coughsperm penetration in the outer
perivitelline layer of hatching eggs to the fetyiland hatching rates, aiming to examine the
possibility of using this technique as an alten®tio traditional methods of fertility
evaluation, performed in the hatchery. The evatuastiwere performed every three weeks
throughout the reproductive period of a flock ofreoercial broiler strain Cobb Avian 48,
submitted to natural mating from the 25th week gé.aWere performed 10 evaluations, 30
eggs were used in each assessment. Was extragttiahd stained outer perivitelline layer
to enable viewing of holes in an optical microscopee bird's age negatively influenced the
number of sperm holes in the outer perivitellingelaand the fertility rate and hatching. A
positive correlation between the number of sperrfeshdn the perivitelline layer and the
fertility rate (r = 0.885, P <0.05), as well as traching rate (r = 0.800, P <0.05). It can infer

that the sperm count of holes can be used as &oassessing the fertility of eggs hatching.

Index terms: Broiler breeders, fertility, sperm etation
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Introducgé&o

A intensa selecdo genética realizada na aviculindustrial, aliada as Ootimas
condi¢cbes ambientais oferecidas as aves, tem dna@ddduos com alto potencial reprodutivo
traduzindo-se em quantidades de ovos cada vez esaiBaralelamente, esse melhoramento
vem aumentando o peso e a eficiéncia alimentar alees, com intuito de se obter
descendentes com altos indices de transformacaliniEnto em carne. Estas questdes tornam
dificil a tarefa de manter este grande nimero @ows altas taxas de fertilidade por longo

periodo de tempo.

Em plantéis industriais, a avaliagdo da fertilidédbaseada em indices reprodutivos
coletados no incubatério, como a taxa de fertikjadxa de eclosdo e os dados gerados
através do embriodiagnostico. Porém, os resultagsses indicadores sdo, muitas vezes,
subjetivos, como é o caso dos dados gerados par deeiembriodiagnéstico, o qual esta
sujeito a interpretacdes do executante. Em adigdo,caso de uma falha reprodutiva, os
resultados desses testes ndo apresentam evidgoeig®ssibilitem distinguir se a origem do

problema é a fémea ou o macho.

Métodos eficazes no diagnostico de problemas repxad, com capacidade de
deteccdo de pequenas mudancas na capacidade tefaodanto de fémeas quanto de
machos, necessitam ser desenvolvidos. Estudegro utilizando o principio da interagcéo
entre o espermatozoide e a membrana perivitelieitarna e interna da gema revelaram
correlagcéo positiva entre niumero de perfuracdesresticas na membrana perivitelinica e a
fertiidade do ovo (Robertson, 1997; Wishart, 199%taines, 1998). Esses estudos
evidenciaram a possibilidade da utilizacdo praeanetodologias que utilizem o principio da

contagem de espermatozéides ou de perfuracfesregpas nas membranas perivitelinicas.
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Porém, para que estas metodologias sejam utilizades ferramenta de avaliacdo da

fertilidade € necessario a comprovacéao da eficédas mesmas.

No presente estudo foram correlacionados os reeglitdas contagem de perfuracfes
espermaticas na membrana perivitelinica externdfH de ovos incubaveis com as taxas
de ecloséo e fertilidade, objetivando-se analigaossibilidade do uso da técnica de contagem
de PEMPE em ovos incubaveis como alternativa adsdog tradicionais de avaliacdo da

fertilidade, executados no incubatério.

Material e Métodos
Animais , instalagdes, manejo e nutricdo

A coleta de dados foi realizada em um lote comkecomposto por 2915 reprodutoras
e 306 reprodutores do tipo cort&gllus gallu3 da linhagem Avian Cobb 48, durante o
periodo de marco a dezembro de 2010. As aves falajaxdas em piso, em aviario do tipo
aberto, com cortinas laterais brancas.

O sistema de iluminacdo foi composto por lampadasvapor de sodio, as quais
proporcionavam, aproximadamente, 100 lux de intled&® luminosa. O programa de
luminosidade foi ajustado a fim de fornecer 17 bhata luz por dia (17L:7D). A ambiéncia
das aves foi controlada de acordo com os padré&sis no manual da linhagem Avian
Cobb 48 (COBB Vantress Brasil, 2008), utilizandojsga isso ventiladores de presséo
positiva e nebulizador. As aves foram submetidassticdo alimentar diaria com volumes
descritos no manual da linhagem (COBB VantressiB308). As racdes, tanto de machos
como de fémeas, foram compostas, basicamente, ifts enfarelo de soja, com 15,5% de

proteina bruta e 2800 kcal de energia metabolizavel
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A fertilizacdo das fémeas foi realizada pelo sistel®@ monta natural, sendo o primeiro
acasalamento realizado as 25 semanas de idadercénfpal de machos em relacdo ao
numero de fémeas do lote foi, nas respectivas sasnae 10,3% (27s), 10,1% (30s), 9,9%
(33s), 9,6% (36s), 9,4% (39s), 9,5% (42s), 9,496) 40,2 % (48s, 51s e 54 semanas). O peso
das aves foi mensurado semanalmente, sendo quapessentou um desvio padrao de =50 g
do preconizado pelo manual da linhagem durantedaddae experimental.

O protocolo experimental foi analisado pela CandgaEtica em Experimentacio
Animal da Universidade Estadual Paulista “Julio et Filho”, Campus de Botucatu e
recebeu a aprovacao para a execucao sob o n° Q86CHEEA.

Coleta de ovos

As coletas dos ovos foram realizadas nas seguuhdss do lote: 27, 30, 33, 36, 39,
42, 45, 48, 51 e 54 semanas. Para cada idade admdivram utilizados 30 ovos coletados no
primeiro dia da semana experimental, no horariolde80 horasApos a coleta, as andlises
eram iniciadas em um periodo ndo superior a duasho
Retirada, fixacdo e coloracdo da membrana perivitghica externa e contagem das
perfuracdes espermaticas

Para execucdo desses procedimentos tomou-se ca@aaabi@&cnica preconizada por
Branwell et al. (1995).

Realizou-se a quebra do ovo e extracdo inicial dbunae seguida do
acondicionamento da gema em uma placa de Petnsolugéo salina 1%. Apos a localizacéo
do disco germinativo da gema, a regido foi subraeidsucessivas lavagens com solucéo
salina 1% e posterior secagem, com papel filtroa patirada total do albume. Apds esse
procedimento foi retirada, com auxilio de tesoufdlmica, uma por¢cdo de 2 cm? de

membrana perivitelinica tendo ao centro o discangeativo. Essa por¢cdo de membrana foi
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lavada em solucéo salina a 1% e distendida, cusdadente, em uma lamina de microscopia
optica. Em sequéncia, procedeu-se a fixagdo da anpsmmeio de uma gota de solucdo de
formaldeido a 20%, seguido da coloracdo com reagenchiff (S3952016, Sigma).

A leitura das laminas foi realizada com auxilioutie microscopio éptico (L-1000-AC,
Bioval, Sédo Paulo, Brasil) em aumento de 100 vekefintagem das perfuracdes foi feita em
trés campos de 0,27 mm?2 ao redor do disco germmabtalizando uma area de 0,81 mmz2.
Foram consideradas perfuracdes espermaticas, fagosride coloracdo branca, gerados pela
hidrolise da membrana perivitelica pelo acrossomaspermatozéide, conforme mostra a

Figura 1.

Jaskulski, 2010

Figura 1. Perfuracdes espermaticas na membranat@inica externa de ovos incubaveis de

reprodutoras tipo corte. A seta branca apontayaeperfuracdo espermatica.

Dados de incubatério
Apoés a coleta, os ovos foram fumigados (paraforgidll) e armazenados por um

periodo maximo de quatro dias, em sala climatiZzadl a 20°C de temperatura. A incubacéo
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foi realizada em incubatério comercial, o qualizdilincubadoras de estagio multiplo marca
CASP ( Mod. M62) (bulbo seco=37,4°C e bulbo umid&52C).

Antes da incubagéo, os ovos foram submetidos aguéeimento por um periodo
guatro horas. Aos 14 dias de incubacéo, foi reddizaovoscopia em uma amostragem de 344
ovos, sendo 0s ovos translicidos retirados e sudmser embriodiagndstico. A taxa de
fertilidade foi calculada com base no numero desovansiderados inférteis neste teste, ou
seja, sem modificacdes macroscopicas no disco gativio. Aos 19 dias de incubacéo, foi
realizada a transferéncia dos ovos para nascedouswsa CASP (Mod. 21 1) (bulbo
sec0=36,9°C e bulbo Umido=30°C). Ao nascimentoad&s, foi obtida a taxa de ecloséo,
resultante do niumero de aves nascidas dividido m&heero de ovos incubados nas semanas
experimentais.

Analise estatistica

Os resultados das contagens de perfuracdes espasnfiiram transformados para
x*° a fim de viabilizar a analise de variancia (ANOyYA&endo a diferenca entre as médias
comparadas pelo Teste de Scott Knott (5%). A cacéel entre as taxas de fertilidade e
eclosdo dos ovos, nas respectivas semanas de coletaaimero de perfuracbes espermaticas
foi determinada através do teste de correlacacedesén. Todas as analises foram realizadas

com o auxilio do programa estatistico SAEG (1999).

Resultados e Discusséo
As metodologias de contagem das perfuracbes espeamana membrana
perivitelinica externa (PEMPE) e interna (PEMPI) au mensuracdo do numero de
espermatozoides na membrana perivitelinica extpodem ser utilizadas para estimar a

fertilidade de um lote comercial de aves (Stairt38). Nesse estudo, optou-se pela técnica de
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contagem de PEMPE por esta ser de facil execug@m eecessitar de estrutura laboratorial
especifica, a despeito das outras técnicas memtzena

Na Tabela 1 podem ser visualizadas as taxas delfate e eclosédo obtidas no estudo,
as taxas sugeridas como padrédo pelo manual dagénhae reprodutoras tipo corte Avian

Cobb 48 e 0 nimero médio de PEMPE/0,279mm

Tabela 1.indices de incubacdo médios do lote estudado,dadie inbubac&o sugeridos pelo

manual da linhagem Avian Cobb 48 e nimero médieENPE.

Caracteristicas

Idade (semanas)  Eclosdototal  Padréo da Padréo da N médio de
Fertilidade (%) PEMPE
(%) eclosao (%) fertilidade (%) (0.27mr)
27 66,9 75,00 54,50b 60,00 22b
3C 77,70 78,00 92,30a 93,00 86a
33 79,50 79,00 92,20a 96,00 86a
36 84,40 80,00 95,90a 96,00 105a
39 80,40 81,00 94,80a 96,00 89a
42 82,00 81,00 95,60a 96,00 107a
45 85,40 80,00 95,10a 96,00 83a
48 83,60 80,00 95,30a 96,00 70ab
51 82,20 80,00 90,20a 96,00 75ab
54 76,60 79,00 85,60a 96,00 58b
Média 79,87 79,30 89,15 92,10 78,10

~ Médias seguidas por letras diferentes na colureaatif, significativamente, pelo teste Scott Kno)5

Na primeira semana do estudo, as taxas de eclo&tilidade foram inferiores aos
indices sugeridos pelo manual da linhagem AvianbCé®. O nimero médio de PEMPE
também foi baixo, 22 PEMPE/0,27rfmquando comparado com os resultados obtidos na

segunda semana do estudo, na qual foram encon8&desSMPE/0,27mfn
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Nas aves, parte dos espermatozoides que transaigna € armazenada em pregas na
mucosa, localizadas na jungéo Utero vaginal, demastas de tibulos de estocagem seminal
(TES) (Bobr et al., 1964). Bakst (1988) demonstjog, em peruas, 0 volume e concentracao
do sémen inoculado, sob forma de inseminacaocaatifipossuem influéncia direta sobre o
numero de espermatozoides armazenados nos TESebenfe estudo, a fertilizagdo ocorreu
por monta natural, portanto, os valores de PEMRE&gmrados na primeira semana do estudo,
podem indicar que os TES ainda ndo estavam repllstasspermatozoéides. Este fato pode
estar relacionado a uma série de fatores, ligadds fios machos quanto as fémeas.

Sabe-se que reprodutores machos atingem a fade adtrie 24 e 30 semanas de vida,
periodo no qual a producédo de espermatozéides aarderforma exponencial até atingir o
maximo, entre 30 e 35 semanas de vida da ave (Aldpam, 1994). Além disso, quando
fémeas e machos sdo colocados no mesmo aviageedsario um periodo de adaptagéo entre
0S mesmos e entre 0s proprios reprodutores maphms que seja definida a hierarquia entre
eles. Durante esse periodo de adaptacéo, os anas&da ndo ocorrem com tanta frequéncia,
guando comparado com reprodutores j4 adaptadosp@am994). Porém, ndo € possivel
afirmar que os resultados encontrados sédo devid®dgadores mencionados, pois esses nao
foram contemplados nesse estudo.

Ainda, segundo Wishart (1997), a possibilidade neavo de galinha ser infértil é
maior quando o numero de PEMPE estiver abaixo #énf2. Essa afirmacdo reforca os
resultados de fertilidade e eclosdo encontraddd7fg@emana, visto que o nimero medio de
PEMPE foi baixo e o niumero de ovos em que néo feraeontradas PEMPE foi alto, 13% do
total amostrado.

Baixos valores médios de PEMPE (<50/0,27nde um individuo, de um lote ou de

uma linha genética de galinhas podem ser consioerach forte indicativo de reducdo da
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fertilidade. Embora apenas um espermatozoéide sgjassario para fertilizar um ovo, baixos
valores de perfuracbes espermaticas nos ovos ddotemde matrizes estdo altamente
correlacionados com baixas taxas de fertilidadelt@s @ndices mortalidade embrionaria
precoce (Wishart, 1997; Fairchild & CristhenserQ20Matgorzata et al.,2005).

O valor médio de PEMPE encontrado nesse estuddefdi8,1/0,27mm similar aos
encontrados por Branwell et al. (1996) que, acathey com duas linhagens de reprodutoras
tipo corte, encontrou valores médios de PEMPE ¢& 805,6/0,27mfn

O numero minimo, médio e maximo de PEMPE em ovosghiaveis de reprodutoras

tipo corte, nas idades estudadas, estdo apresemad@bela 2.

Tabela 2 —Resultados da contagem de PEMPE em ovos de repraduipo corte em fungéo
da idade.

Idade (semanas
27 30 33 36 39 42 45 48 51 54

Caracteristica

N° médio de PEMPE
22b 86a 86a 105a 89a 107a 83a 70ab 75ab 58b

(0,27mnA)

N° minimo de PEMPE 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0
N° maximo de PEMPE 106 387 339 317 323 358 351 400 235 182
N° de ovos sem PEMPE 4 1 1 0 0 0 6 3 2 7
Erro Padrédo Médio 56 14,8 16 16,4 23 19,8 16,8 17,2 10,8 9,0

" Médias seguidas por letras diferentes na linhaetifie significativamente, pelo teste Scott Knott (5%
Na Figura 2 sdo apresentadas as médias de PEMPBvdesde reprodutoras tipo
corte, durante o periodo experimental e, na Fi§uestdo demonstradas as taxas de fertilidade

e eclosdo dos ovos incubados nas semanas em guerealizadas as contagens de PEMPE.
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Neste estudo, observa-se que a idade das avesnicithw negativamente o numero de
PEMPE, concordando com os achados de Branwell [18@2ary et al. (2001) e Fairchild e
Cristhensen (2005), os quais encontraram resultseoelhantes em suas pesquisas. Assim
como a producédo de ovos, a fertilidade e a eclogée, possuem um comportamento de
ascensao, estabilizacdo e decréscimo com o decaridade das aves, o nimero de PEMPE
também demonstrou acompanhar esta tendéncia, codeoser observado nas Figuras 2 e 3.
Em adicdo, estudos anteriores comprovaram que wnek a concentracdo espermatica de
sémen de galos diminuem com a idade, o que podeéuzibnao declinio do niamero de
PEMPE e, consequentemente, da taxa de fertilidSeat¢n, 1986; Sexton et al., 1989).
Embora os efeitos da fémea sobre a infertilidaderddote ndo possam ser desprezados, a
reducéo na taxa de fertilidade, em um lote de crpovas tipo corte, pode estar relacionado a
alteracbes hormonais e comportamentais dos macbogrometimento fisico da copula ou
uma combinacao de todos esses fatores (McGary, 20aP).

A taxa de fertilidade teve correlacdo positiva (r885; P<0,05) com o numero de
perfuracbes na membrana perivitelinica externau(giga), assim como a taxa de ecloséo (r=
0,800; P<0,05) (Figura 4b). Esses resultados sawlkentes aos encontrados por Staines
(1998), o qual demonstra em diversos estudos, queniagem de PEMP possui correlacdo
positiva significativa com a taxa de fertilidadedoséo. Baseado nisso, 0 autor considera a
técnica de contagem de PEMP uma alternativa vigaral determinacdo da fertilidade de ovos

de galinha.
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Figura 4. Correlacéo entre a média de perfuracbes espeandia fertilidade (a) e a média
de perfuracdes espermaticas e a ecloséao (b).

O célculo da taxa de fertilidade, realizado no batario, é feito através da analise, por
meio do embriodiagndstico, de uma amostragem de tovoada, preferencialmente, apds o
12° dia de incubagédo. Este teste além de condoztraso de varios dias no diagnéstico de
possiveis problemas reprodutivos, ainda possuconwveniente de ser altamente dependente
da avaliacdo do executante, principalmente na ai#gde deste de diferenciar mortalidade
embrionaria inicial de infertilidade (Etches, 1998¢sse mesmo sentido, a deteccao de falhas
reprodutivas com base na taxa de ecloséo, calcalaaeés da diferenca entre o niUmero de
ovos eclodidos e o numero de ovos incubados, temmo cprincipal problema o tempo
decorrido entre a postura dos ovos e 0 nascimas@idtinhos.

J4, a predicao da fertilidade em ovos frescos méabados, pode antecipar a deteccéo
de problemas reprodutivos, gerando informacfes empad real, antes do diagndstico
tradicional, realizado no incubatério. Portantagomtagem de PEMPE pode ser superior as
avaliacles realizadas no incubatério, pois alénmvdatagens mencionadas, esta ainda fornece
valores em escala quantitativa da fertilidade dealote. Isto €, problemas reprodutivos que

conduzem a queda nos valores de PEMPE podem seificd@los antes que ocorra declinio
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nas taxas de fertilidade e eclosdo, as quais, anwnstrado nesse estudo, possuem alta

correlagdo com o numero de PEMPE.

Conclusao
1- A técnica de contagem de PEMPE pode ser utilizadeoderramenta de avaliacao

da fertilidade em ovos incubaveis de reprodutapasdorte.
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