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ESTUDO DA MATURIDADE SEXUAL COM BASE NAS CARACTERISTICAS
HISTOMORFOLOGICAS DOS TESTICULOS E QUALIDADE ESPERMATICA EM
PERDIZES (Rhynchotus rufescens)

RESUMO - O objetivo do presente estudo foi determinar, por meio da analise das
caracteristicas histomorfolégicas dos testiculos, a idade em que ocorre a maturidade
sexual, bem como analisar a qualidade do sémen coletado por meio de
eletroestimulacdo em perdizes (Rhynchotus rufescens) jovens. Um total de 44
perdizes machos foram utilizadas na pesquisa, divididas em dois grupos. O primeiro
grupo, conformado por 34 perdizes, documentou as alteragdes no desenvolvimento
do peso corporal (PC), morfometria e histomorfometria dos testiculos do primeiro ao
decimo segundo més de idade, no periodo de novembro de 2022 a novembro de 2023.
A coleta dos testiculos foi realizada apds a eutanasia dos animais, utilizando a técnica
de deslocamento cervical. A morfometria testicular incluiu os seguintes parametros:
peso testicular (PT), comprimento e largura testicular. Os parametros de
histomorfometria testicular (propor¢cdo tubular, diametro tubular e altura do epitélio
seminifero) foram determinados por meio do software ImageJ. O segundo grupo foi
composto por 10 animais, com idades entre nove e doze meses, em outubro e
novembro de 2023, utilizados para coleta de sémen por meio de eletroestimulacdo e
analisado quanto ao grau de contaminacdo, volume, motilidade subjetiva, vigor,
concentracdo espermatica, viabilidade e defeitos morfolégicos. A partir do quinto més
de idade os individuos alcancaram PC semelhante com o observado em perdizes
macho na fase adulta. A maturidade sexual foi evidenciada pela espermatogénese
completa na histologia dos testiculos de animais com dez meses de idade em estacédo
nao reprodutiva, bem como em animais que atingiram a idade de nove meses em
estacao reprodutiva. A média do PT, comprimento testicular, largura testicular, indice
gonadossomatico (IGS), propor¢ao tubular, volume tubular, didametro tubular e altura
do epitélio seminifero para individuos com dez meses em estacao ndo reprodutiva foi
de 0,20g, 10,52mm, 5,59mm, 0,05%, 77,16%, 0,31cm?3, 160,04um e 57,36um,
respectivamente. Para os individuos com nove meses em estacdo reprodutiva, os
valores médios foram de 1,92g, 24,45mm, 13,86mm, 0,55%, 84,82%, 3,26cm?3,
343,49um, 99,17um, respectivamente. A taxa de sucesso na coleta por meio de
eletroestimulacao alcancou 75%. Na avaliacdo do sémen, os valores médios do
volume, motilidade, vigor, concentracdo espermatica, viabilidade e defeitos
morfolégicos foram: 14,94pl, 65,97%, 3,45, 1,49 x 10° espermatozoides/ml, 85,96% e
45,91%, respectivamente. Concluimos que a morfometria e histomorfometria testicular
das perdizes sofrem mudancas significativas com o0 avanco da idade e séao
influenciadas pelo fotoperiodo, e que a técnica de eletroestimulacdo para coleta de
sémen em perdizes jovens e nao condicionadas demostrou ser segura e altamente
eficaz. Ademais, a confirmacdo da producdo de gametas funcionais em perdizes
jovens reforca o potencial uso desses animais em programas de reproducao assistida,
ampliando as oportunidades para os criatérios com fins comerciais e de conservacao.

Palavras-chave: Tinamiformes, desenvolvimento reprodutivo, tibulos seminiferos,
eletroestimulacéo, espermatozoide.



STUDY OF SEXUAL MATURITY BASED ON HISTOMORPHOLOGICAL
CHARACTERISTICS OF THE TESTES AND SPERM QUALITY IN PARTRIDGES
(Rhynchotus rufescens)

ABSTRACT - The aim of this study was to determine, through the analysis of the
histomorphological characteristics of the testes, the age at which sexual maturity
occurs, as well as to analyze the quality of semen collected by means of
electrostimulation in young partridges (Rhynchotus rufescens). A total of 44 male
partridges were used in the research, divided into two groups. The first group,
consisting of 34 partridges, documented the changes in the development of body
weight (BW), morphometry and histomorphometry of the testes from the first to the
twelfth month of age, in the period from November 2022 to November 2023. The
collection of the testes was performed after euthanasia of the animals, using the
cervical dislocation technique. Testicular morphometry included the following
parameters: testicular weight (TW), testicular length and width. The testicular
histomorphometry parameters (tubular proportion, tubular diameter and height of the
seminiferous epithelium) were determined using the ImageJ software. The second
group consisted of 10 animals, aged between nine and twelve months, in October and
November 2023, used for semen collection through electrostimulation and analyzed
for the degree of contamination, volume, subjective motility, vigor, sperm
concentration, viability and morphological defects. From the fifth month of age, the
individuals reached PC like that observed in male partridges in the adult phase. Sexual
maturity was evidenced by complete spermatogenesis in the histology of the testes of
animals at ten months of age in the non-reproductive season, as well as in animals
that reached the age of nine months in the reproductive season. The mean PT,
testicular length, testicular width, gonadosomatic index (GSI), tubular proportion,
tubular volume, tubular diameter and seminiferous epithelium height for individuals
with ten months in the non-reproductive season were 0.20 g, 10.52 mm, 5.59 mm,
0.05%, 77.16%, 0.31 cm3, 160.04 um and 57.36 um, respectively. For individuals with
nine months in the reproductive season, the mean values were 1.92 g, 24.45 mm,
13.86 mm, 0.55%, 84.82%, 3.26 cm3, 343.49 um, 99.17 um, respectively. The success
rate in collection by electrostimulation reached 75%. In the semen evaluation, the
mean values of volume, motility, vigor, sperm concentration, viability and
morphological defects were: 14.94 ul, 65.97%, 3.45, 1.49 x 109 sperm/ml, 85.96% and
45.91%, respectively. We conclude that the testicular morphometry and
histomorphometry of partridges undergo significant changes with advancing age and
are influenced by the photoperiod, and that the electrostimulation technique for semen
collection in young and unconditioned partridges proved to be safe and highly effective.
Furthermore, confirmation of the production of functional gametes in young partridges
reinforces the potential use of these animals in assisted reproduction programs,
expanding opportunities for commercial and conservation breeding farms.

Keywords: Tinamiformes, reproductive development, seminiferous tubules,
electrostimulation, spermatozoa.
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1. INTRODUCAO

Um dos aspectos de maior importancia no processo de conservacao dos
animais de vida silvestre é a reproducdo. Para estar apto a reproduc¢éo o animal passa
por processos distintos atingindo as fases de desenvolvimento, iniciando com a
formacdo do trato reprodutivo, producdo de gametas, manifestacdo de
comportamentos sexuais e a capacidade da concepcéo. Nas aves, a formacéo do
trato reprodutivo acontece antes da ecloséo, e a producao de gametas estéd associado
a idade, bem como as caracteristicas de crescimento corporal, concentracdo de
horménios e efeitos ambientais (Garamszegi et al., 2005).

A perdiz (Rhynchotus rufescens), pertencente a familia Tinamidae, € uma
espécie silvestre com distribuicdo restrita a América do Sul, sendo considerado o
maior tinamideo do Brasil. Seu papel ecoldgico envolve a dispersao de sementes e 0
controle das populacdes de insetos devido a sua alimentagdo (Sick, 1997). Além
disso, a perdiz € uma espécie classificada como cinegética, frequentemente utilizada
pelas populagdes rurais como fonte de alimento e alvo comum de cacadores (Correia,
2017). Esta pressao cinegética tem contribuido para a diminui¢cdo de suas populacoes,
como indicado pela Red List da Uniéo Internacional para a Conservacgao da Natureza
(IUCN, 2023). A conservacao dessa espécie €, portanto, de grande importancia tanto
ecolégica quanto cultural.

Uma opcdao sustentavel, capaz de gerar renda € a implantacdo de criatérios
comerciais de animais silvestres, alternativa apropriada para manter populacdes de
diversas espécies (Albuquerque et al., 2008). No entanto, para se tornar opcao viavel,
o conhecimento dos diferentes mecanismos das caracteristicas reprodutivas €
necessario para preceder a viabilidade e eficiéncia reprodutiva da espécie alvo
(Comizzoli et al., 2009). Na maioria das espécies de aves, tanto domésticas quanto
silvestres, a reproducdo é afetada pela sazonalidade e fotoperiodo, ou seja, a luz
estimula fotorreceptores que acionam o hipotédlamo, gerando ativacdo do sistema
enddcrino que controla a maturidade sexual, a fungéo testicular e consequentemente
as funcdes reprodutivas (Bruneli et al., 2005).

Devido a caréncia de informacdes sobre a biologia reprodutiva das aves
silvestres, torna-se essencial contribuir com estudos sobre caracteristicas estruturais

da gbnada masculina e a qualidade na producdo de espermatozoides. Diferentes



estudos abordando a histologia testicular foram desenvolvidos em diversas espécies
de aves domeésticas e silvestres (Abdul-Rahman et al., 2018; Vogas, 2010; Revorédo,
2021; Baraldi-Artoni et al., 2007).

O método de coleta de sémen por eletroestimulacdo se apresenta como uma
ferramenta util, uma vez que ndo requer treinamento ou condicionamento prévio. Seu
objetivo € contribuir para a conservagédo de espécies de aves silvestres, por meio de
programas de reproducao que envolvem a inseminacéo artificial (Frediani et al., 2019).

A conservacao da espécie Rhynchotus rufescens € necessaria, desta forma &
importante compreender as caracteristicas reprodutivas dos machos e criar diretrizes
na identificacdo dos melhores reprodutores. Portanto, o objetivo deste estudo foi
determinar a maturidade sexual em perdizes Rhynchotus rufescens com base nas
mudancas de desenvolvimento na histologia dos testiculos, assim como a
variabilidade desde o primeiro até o décimo segundo més de idade e a qualidade

espermética dos animais.

2. OBJETIVOS

2.1. Geral
Estudar a maturidade sexual com base nas caracteristicas histologicas dos

testiculos e qualidade espermética em perdizes (Rhynchotus rufescens).

2.2. Especificos

- Analisar os tecidos histolégicos dos testiculos das perdizes, avaliando o
desenvolvimento do primeiro até o décimo segundo més de idade.

- Caracterizar a variabilidade histolégica dos testiculos em diferentes idades
nas perdizes.

- Estabelecer a idade da maturidade sexual de perdizes machos.

- Avaliar a eficacia da eletroestimulacdo para coleta de sémen em perdizes
jovens néo condicionadas em estacgao reprodutiva.

- Analisar a qualidade espermatica por meio de exame andrologico das

perdizes com até doze meses de idade.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Perdiz (Rhynchotus rufescens)

A perdiz brasileira da espécie Rhynchotus rufescens pertence a classe das
aves, familia Tinamidae e género Rhynchotus. A distribuicdo geografica da perdiz se
estende desde o nordeste brasileiro até o norte da Argentina e Uruguai. Além disso,
sua presenca também pode ser observada desde o sudeste de Peru até a Bolivia e
leste do Paraguai (Silva, 2020). Vivem em diferentes tipos de ambientes, desde
desérticos até umidos. Sua alimentac&o na vida livre € a partir de sementes, raizes,
frutos e invertebrados. O peso médio dos machos adultos varia entre 600 e 900 g,
sendo menor comparado com o peso médio das fémeas, 815 a 1.040 ¢
aproximadamente (Sick, 1997). Sao apreciadas por seu valor cinegético e maior
rendimento da carcaca em relacdo ao frango e as caracteristicas fisico-quimicas da
carne (Silva, 2020).

As perdizes possuem caracteristicas morfolégicas que se assemelham as
galinhas. Sua cor castanho claro facilita a camuflagem entre os arbustos, se tornando
menos visivel na presenca de predadores. As perdizes possuem capacidade de voo
limitada, caracterizada por voos curtos, devido a sua pouca irrigacao das asas, 0 que
€ explicado por apresentar o menor tamanho do coracdo dentre todas as aves, sendo
esse bom indicador da poténcia aerdbica (Sick, 1997; Hillman e Hedrick, 2015).

Um de seus comportamentos associados ao medo é a imobilidade toénica,
estado fisico que a espécie finge de morta, permitindo sua protecédo (Alves, 2012).
Além disto, demostra habilidade de adaptacéo ao cativeiro, o que favorece seu uso
para fins cientificos e de conservacdo (Moro et al., 2006), evitando que seja
classificada como ameacada de extingdo, tendo em conta que a diminuicdo
populacional é sua atual situacdo, conforme o indicado pela Red List da Unido

Internacional de Conservacéo de Recursos Naturais (IUCN, 2023).

3.2. Reproducéao
A reprodugéo nas perdizes (Rhynchotus rufescens) é sazonal, ocorrendo entre
setembro e margo, quando os dias sdo mais longos no hemisfério sul. Durante esse
intervalo de tempo, ocorre estimulo a secrecdo de gonadotrofinas, hormonios

essenciais para o processo reprodutivo. Este periodo é caracterizado pela vocalizagcao
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dos machos, os quais também s&o responsaveis pela confeccéo de ninhos, incubacao
dos ovos e criacao de filhotes (Correia, 2021).

O peso médio dos filhotes ao nascer é de 38 g (Carnio et al., 1999; Bruneli et
al., 2005; Correia, 2017). De acordo com Correia (2017), o peso do ovo influencia no
peso dos filhotes ao nascer, apresentando correlacdo de 0,42 (p<0,01). Essa
correlacdo por sua vez, tem relacdo direta com o ganho de peso até a idade adulta,
bem com a maturidade sexual (Moro et al., 2002).

Nas aves, observam-se diversos sistemas de acasalamento. O mais comum é
a monogamia, no qual um individuo se relaciona unicamente com um parceiro e
permanece durante uma estacao reprodutiva ou por toda vida (Peixoto, 2002). Na
familia dos Tinamidae, mudancas relacionadas ao comportamento reprodutivo e a
idade foram observadas, onde os machos sdo mondgamos quando jovens, mas
tornam-se poligamos ao envelhecer (Sick, 1997).

A poligamia refere-se ao comportamento reprodutivo em que um individuo tem
multiplos parceiros sexuais na temporada reprodutiva ou ao longo de sua vida, é
exibido poliginia, um macho se acasala com mais de uma fémea e, poliandria, uma
fémea se acasala com mais de um macho (Peixoto, 2002).

A evolucdo destes sistemas levou ao sistema de acasalamento com maior
frequéncia nas aves, a promiscuidade, sistema onde ocorre mistura entre a poliginia
e poliandria (Pough et al., 1999). Nesse caso, tanto machos quanto fémeas acasalam-
se com multiplos parceiros diferentes. Segundo o descrito em Tinamidae, enquanto
as fémeas exibem comportamento poliandrico, 0s machos podem atrasar a incubacao
e manter sua atividade sexual, atraindo uma segunda companheira e exibindo
comportamento poliginico (Orians, 1969). Estratégias de acasalamento consideradas
adaptativas, favorecendo o aumento da eficiéncia reprodutiva e a variabilidade

geneética.

3.3. Anatomia e histologia reprodutiva masculina das aves
Poucos estudos abordam detalhes sobre a anatomia macroscopica e
microscopica dos oOrgaos reprodutores da perdiz (Rhynchotus rufescens). Sendo
assim, os aspectos morfoldgicos aqui abordados referem-se a diferentes espécies de

aves, tanto domésticas quanto silvestres.
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O sistema reprodutor das aves € semelhante entre espécies domeésticas e
silvestres, a diferenciacdo sexual ocorre durante a fertilizacdo por heranca de
cromossomas distintos. Dois cromossomos sexuais nas aves, Z e W, formam dois
genotipos sexuais com padrdo inverso ao observado em mamiferos, o macho com
duas copias do cromossomo Z (ZZ) e as fémeas com uma copia de cada cromossomo
sexual (ZW) (Teixeira et al., 2012; Grosso et al., 2024). Durante aproximadamente o
terceiro e quarto dia embrionario, ocorre o desenvolvimento gonadal e sua
diferenciacdo a partir do sexto e sétimo dia. Nas aves, o sistema reprodutor dos
machos é mais simples que dos mamiferos, composto pelos testiculos, epididimo,
ductos deferentes e 6rgao copulador. (McGeady et al., 2006; Sousa, 2007).

Os testiculos ocorrem em pares, anatomicamente estdo localizados na
cavidade abdominal dorsal, paralelos da linha média. Possuem capsula para sua
protecdo formada por trés capas de tecido, tlnica serosa externa derivada do
peritdnio, tanica albuginea formada por tecido conjuntivo e tlnica vascular formada
por tecido conjuntivo frouxo e vasos sanguineos (Samuelson, 2007; Deviche et al.,
2021).

Na maioria das espécies de aves, € observada assimetria bilateral, geralmente
sendo a gbnada esquerda maior do que a direita (Lake et al., 1982). Pesquisa
realizada em diferentes linhagens de frangos descreve relacdo entre assimetria
testicular e a idade, indicando que machos jovens possuem testiculos esquerdos
maiores (Hocking, 1992). No entanto, em aves com reprodugdo sazonal, o tamanho
do testiculo é susceptivel as mudancas ambientais ao longo do ano, tornando-se
maiores no periodo reprodutivo (Friedmann, 1927; Lake et al., 1982; Paranzini et al.,
2018).

Histologicamente as gbnadas masculinas das aves sdo compostas por tubulos
seminiferos (TS) e tecido intersticial (INT). No interior dos TS é possivel observar
células germinativas em diferentes estagios de desenvolvimento, bem como células
de Sertoli responsaveis pela nutricao e sustentacéo dessas células. Segundo Froman
et al. (2004), em machos imaturos de codornas, os TS sdo revestidos por Unica
camada de células de Sertoli. No entanto, nos adultos, essas células adotam formato

irregular e se alinham ao epitélio germinativo de multiplas camadas.



Conforme estabelecido por Baraldi et al. (2007), nas perdizes por serem de
reproducdo sazonal, ocorrem mudancas na estrutura dos TS ao longo do ano,
divididas em quatro fases distintas. A fase reprodutiva € caracterizada pelo processo
de espermatogénese completo, seguida pela fase de regressdo, na qual ocorre a
involucéo do epitélio seminifero; apds a fase de repouso, identificada pela presenca
de espermatogbnias e espermatocitos em inicio de meiose, segue-se a fase de
recrudescéncia, onde se recupera 0 epitélio seminifero, mas nao apresenta
espermatozoides. No tecido intersticial sGo observados vasos sanguineos e células
de Leydig responsaveis pela producdo e secrecdo de horménios esteroides como a
testosterona (Teixeira et al., 2012).

Segundo Pollock et al. (2002) os ductos deferentes sao estruturas bilaterais,
simétricas, com aspecto tubular, com funcdo de armazenar e transportar 0s
espermatozoides. Localizados ventralmente aos rins, estendendo-se desde a porcéo
caudal dos testiculos com direcéo a cloaca, até o urodeo, onde termina em uma curta
papila. De acordo com o estudo realizado por Marvan (1969), o comprimento do ducto
deferente em galos varia em funcdo a idade, sendo que os galos jovens apresentam
menor comprimento do ducto deferente.

O falo das perdizes € estrutura copuladora analoga ao pénis dos mamiferos.
Sua funcao principal € transportar o sémen ejaculado pelos ductos deferentes da
cloaca do macho até a cloaca da fémea. No entanto, quando comparado com
mamiferos, o falo das aves nao tem fun¢&o no sistema urinario, pois nao contém uretra
para a excrecdo da urina. Em vez disso, o ureter ejeta a urina diretamente na cloaca
(Sousa, 2007).

3.4. Fisiologia reprodutiva masculina das aves
O inicio da maturidade sexual em aves varia de acordo com a espécie e sexo.
A maturidade sexual é mais tardia em machos do que em fémeas (Branson et al.,
1994). Os machos da codorna japonesa (Coturnix conturnix) e tentilhdo-zebra
(Taeniopygia guttata), atingem maturidade sexual com idade de dois meses.
Enquanto, espécies como o galo doméstico (Gallus gallus), o periquito (Melopsittacus
undulatus) e a calopsita (Nymphicus hollandicus), sua maturidade sexual € atingida

em periodo mais amplo, aproximadamente entre 0s seis meses e um ano de idade



(Pollock et al., 2002). Com base nas diferencas encontradas entre espécies de aves
silvestres, toma relevancia determinar a idade em que a perdiz (Rhynchotus
rufescens) torna-se madura sexualmente com a finalidade de compreender melhor
esta espécie.

O sistema reprodutivo de espécies de aves sazonais como a perdiz, é ativado
apos atingirem o peso e a idade adequados devido aos longos periodos com luz
(fotoperiodos), que regulam a dindmica do ciclo sexual das aves (Pollock et al., 2002).
No entanto, quando essas aves sao mantidas sob longos periodos de luz apés a
eclosdo, sua maturidade sexual & atrasada devido a tornarem-se foto refratéarias,
fenbmeno em que alguns animais reprodutores sazonais apresentam incapacidade
de responder ao fotoperiodo e de se reproduzir no primeiro ano apos a ecloséo (Tyler
et al., 2011).

A foto estimulacdo permite aumento da producdo do horménio liberador de
gonadotrofina (GnRH) pelo hipotalamo, horménio responsavel por estimular a
adenohipofise para producédo e secrecdo de hormdnio luteinizante (LH) e horménio
foliculo-estimulante (FSH). A LH exerce seu efeito diretamente em receptores
especificos das células de Leydig, estimulando a producdo de testosterona e o
subsequente crescimento e desenvolvimento dos testiculos (Bruneli et al., 2005).
Enquanto a FSH tem papel fundamental nas células germinativas dos TS, atuando no
processo da espermatogénese até a fase dos espermatocitos secundarios. As etapas
finais desse processo sdo apoiadas pela testosterona produzida pelas células de
Leydig (Hafez et al., 2004).

3.5. Coletade sémen

Diversas técnicas de coleta de sémen foram desenvolvidas desde a década de
1930, envolvendo métodos como a massagem dorsoabdominal descrito por Burrow e
Quinn (1935) em galos, lavagem cloacal, cloaca artificial, coleta cooperativa utilizando
dispositivos de montagem simulada, coleta direta do conduto deferente e
eletroestimulacéo (Paranzini et al., 2018; Frediani et al., 2019).

O uso da eletroestimulacédo em espécies de aves domesticas foi descrito pela
primeira vez em criagbes comerciais de patos, visando aumentar a contribuicao

reprodutiva de machos superiores fenotipicamente por meio da inseminacgao artificial
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(Serebrovski et al., 1934). No contexto de espécies de aves silvestres, o primeiro relato
sobre eletroestimulacdo foi documentado em papagaios, conforme registrado por
Harrison et al. (1984).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Declaracao de ética
A Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Botucatu, Brasil. Avaliou e aprovou o presente

projeto de pesquisa sob Protocolo n° 083/2020.

4.2. Animais

Foram estudados 44 perdizes macho (Rhynchotus rufescens), nascidos
durante o periodo reprodutivo de outubro de 2022 a marco de 2023, proveniente do
criatério de perdizes do Setor de Animais Silvestres, localizado na Fazenda
Experimental do Lageado da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ),
Unesp, Botucatu, SP.

A alocacdo dos animais foi conduzida da seguinte maneira: 34 individuos
distribuidos em 12 grupos etarios, cada um com 2 a 4 animais, foram submetidos a
eutanasia para coleta dos testiculos e posterior andlise histolégica no intervalo de
novembro de 2022 a novembro de 2023. Adicionalmente, 10 animais, com idade entre
nove e doze meses foram utilizados para coleta de sémen e analise espermatica em
outubro e novembro de 2023 (Figura 1). No entanto, em funcdo do padrdo de
reproducao sazonal desta espécie, o niumero de animais utilizado por grupo etario nao
foi mais amplo.

Todos os animais deste estudo foram obtidos por meio de incubagéo artificial e
alojados inicialmente em boxes de concreto nas primeiras trés semanas, com
temperatura mantida a 32° Celsius. Posteriormente, foram transferidos para boxes de
6 m2, com piso concretado e baias cobertas com cama de feno de graminea e
iluminacao natural. O sexo foi determinado por meio da técnica de reverséo da cloaca
e exposicado do falo. Durante todo o periodo de alojamento, os animais receberam
racdo a base de milho e farelo de soja e agua ad libitum. As caracteristicas do alimento

de iniciacdo oferecido foi (21 % de proteina bruta e 3000 Kcal EM/kg de dieta) e o



alimento de crescimento (18 % de proteina bruta e 2800 Kcal EM/kg de dieta) obtidos

de fornecedor comercial.

é n=44

| e

éé—) dé-

Coleta de testiculosa Coleta de sémen e

analise histolégico andlise espermdtica

Figura 1. Desenho experimental

4.3. Coleta dos testiculos

Os machos foram submetidos a eutanasia por meio da técnica de
deslocamento cervical, para a remocdo dos testiculos, entretanto, anterior ao
procedimento foi registrado o peso corporal (PC) de cada animal com o propésito de
avaliar o indice gonadossomatico (IGS). Este indice foi calculado usando a formula
descrita por Orlu e Egbunike (2010), a qual consiste na somatoria do peso dos
testiculos, dividido pelo PC, e multiplicado por 100.

ApoOs a coleta dos testiculos, foram pesados individualmente por meio de
balanca analitica com precisdo de 0,001g, e mensurado com paquimetro digital,
registrando dimensfes comprimento e largura. Em seguida foi realizado corte
transversal, dividindo cada testiculo em duas metades e posteriormente imersos em
solucdo formalina tamponada a 10%. Apos da fixagdo em formalina, as amostras
foram desidratadas em etanol com graus de concentracdes crescentes (70%, 80%,

95%) durante uma hora em cada grau e embebida em parafina. Os cortes histoldgicos
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foram obtidos com micrétomo rotativo com espessura de 5 um. Logo, foram corados

em eosina e hematoxilina para observacdes microscopicas.

4.4. Anédlise de histomorfometria testicular
As proporcdes volumétricas do tubulo seminifero (TS), tecido intersticial (INT),
o diametro do TS e a altura do epitélio seminifero foram determinadas usando o
software ImageJ v1.54d (ImageJ, NIH, Bethesda, MD, USA).

4.4.1. Proporcao volumétrica de tubulo seminifero e tecido intersticial

As propor¢cdes volumétricas do TS e INT, foram quantificadas utilizando
fotografias digitais de 20 campos transversais aleatdrios do parénquima testicular de
cada animal, com um aumento de 100X. A contagem envolveu 100 pontos de
intersecdo em cada campo, projetados por meio da funcdo Grid do software ImageJ
v1.54d, totalizando 2000 pontos por animal, sendo a contabilizacdo dos pontos
realizada de acordo com a estrutura na qual incidiam.

Considerando que a densidade volumétrica testicular em aves € bastante
proxima de 1,0 g/cm? (Calhim e Birkhead, 2009), determinou-se o volume especifico
para o compartimento tubular a partir do peso testicular (PT) e a propor¢ao de tubulo

seminifero (Vogas, 2010).

4.4.2. Diametro tubular e espessura do epitélio seminifero

O didmetro médio e a espessura do epitélio dos TS foram determinados pela
média das medicdes realizadas em 20 campos transversais com um aumento de
100X. O formato dos TS mensurados foram o mais circular possivel em cada

individuo.

4.5. Coletado sémen
A metodologia empregada para coleta de sémen foi adaptada a partir dos
estudos conduzidos por Fischer et al. (2014) em ararinhas azuis (Cyanopsitta spixii) e
por Frediani et al. (2019) em 18 espécies de aves, 0s quais envolveram a coleta de
sémen por meio de eletroestimulacdo. No presente estudo, a coleta de sémen foi

realizada trés vezes em cada um dos 10 animais durante o periodo de outubro e
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novembro de 2023, periodo reprodutivo na espécie em questdo, com intervalo de 10
dias entre cada coleta, no horario entre as 10:00 e as 16:00 horas.

No procedimento de coleta, as aves ndo necessitaram de condicionamento
prévio. Foram capturados com rede de varredura e imobilizados para o corte das
penas da regiao pericloacal, seguido de limpeza utilizando gaze embebida em solucéo
salina (Frediani et al., 2019). Durante o procedimento, as aves nao foram submetidas
a sedacao ou anestesia, conforme descrito nos estudos realizados por Fischer et al.
(2014) e Frediani et al. (2019). A hip6tese de que a técnica de massagem seria
suficiente para coleta de sémen foi descartada ao aplicar o método descrito por
Paranzini et al. (2018) em perdizes (Rhynchotus rufescens). A massagem foi realizada
durante dois minutos antes da execucdo da eletroestimulacdo, periodo em que se
observa maior probabilidade de ejaculacdo em aves (Lukaszewicz et al., 2021).

Para a eletroestimulacao, utilizou-se uma sonda bipolar com dois eletrodos
longitudinais de cobre (Figura 2B). O diametro da sonda utilizada foi de 6 mm e 50
mm de comprimento. Apos ser desinfectada com etanol 70% e umedecida com
solugdo salina, a sonda foi conectada ao comando do equipamento comercial
(Eletrojet®, Eletrovet, Sdo Paulo, Brasil), comando que possibilitou o controle da
voltagem dos estimulos elétricos com faixa entre 0 e 12 V (Figura 2A). As aves foram
posicionadas fisicamente em decubito esternal com o objetivo de everter o falo,
seguido da introducdo da sonda posicionada com os eletrodos dorsalmente (Figura
2C), de forma que os estimulos alcancassem a superficie dorsal cloacal (Frediani et
al., 2019).

Foram administradas uma série de estimulos utilizando 1, 2, 3 e 4 V (com trés
estimulacdes para cada voltagem), de forma pulséatil com dois segundos de estimulo
elétrico seguido de dois segundos de intervalo. Ao concluir a série de estimulos,
visando melhor visualizacdo do falo e regido cloacal, o animal foi posicionado de
cabeca para baixo, entre as pernas do técnico como o descrito por Paranzini et al.
(2018). Apos esse procedimento, realizou-se leve pressao na cloaca com os dedos
polegar e indicador para coletar o sémen das papilas do ducto deferente (Figura 2D).
O sémen ejaculado foi coletado diretamente da cloaca por meio de tubos capilares de

micro hematdcrito ndo heparinizados e pré-aquecidos em placa a 37°C (Figura 2E).
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4.1. Analise do sémen

As amostras de sémen coletadas foram mantidas a uma temperatura de 37°C
até a conclusdo de todas as analises. Os parametros avaliados incluiram,
contaminacao (pontuacao de 1 a 5), volume (ul), motilidade (%), vigor (pontuacéo de
0 a 5), concentracdo espermatica (x10° espermatozoide/ml), viabilidade (%) e
morfologia espermatica (%).

O grau de contaminacao da amostra foi avaliado subjetivamente imediatamente
apos cada coleta, mediante observacdo direta dos ejaculados puros enquanto
estavam ainda em tubos de micro hematdcrito, utilizando escala de pontuacédo de 1 a
5. Foi atribuido a pontuacdo 1 para indicar aparente auséncia de fezes e urina,
enquanto a pontuacao 5 foi associado a um grau de contaminacdo aparentemente
alta por fezes e urina (Silva, 2020).

O volume de sémen coletado foi mensurado mediante a marcacao na superficie
externa dos tubos de micro hematdcrito, previamente ajustados utilizando pipeta
automética, com precisdao de 1 em 1 microlitro (ul). Para avaliacdo da motilidade
espermatica (porcentagem de espermatozoides com movimento, expressa em escala
de 0 a 100%) e vigor espermatico (intensidade do movimento, expressa em escala de
0 a ), as amostras foram diluidas devido a alta concentracdo do ejaculado em solucdo
salina a 0,9% pré-aquecida (37°C), na proporcdo de 1 parte de sémen para 10 do
diluidor. Posteriormente foram depositados 5 ul do sémen diluido entre uma lamina e
laminula pré-aquecidas (37°C), seguido da analise por meio de microscopio optico

com aumento de 10X e 40X.
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Figura 2. Técnica de coleta de sémen por meio de ao em perdizes
(Rhynchotus rufescens). (A) preparacdo da mesa para andlise; (B) sonda para
eletroestimulacéo; (C) Insercdo da sonda para eletroestimulacéo; (D) coleta do
ejaculado; (E) ejaculado em tubo capilar.
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A concentragao espermatica foi determinada ao diluir 1 pl de sémen puro em
499 ul de solucéo salina de formol tamponada (1:500), A partir dessa diluicdo, os
espermatozoides foram contados em camara de Neubauer. A analise de viabilidade
foi realizada por meio de esfregaco obtido da diluicdo de uma aliquota da amostra de
sémen puro em aliguota de corante contendo eosina-negrosina (BotuVital®,
Botupharma®, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil). Foram examinadas 200 células em
microscopio 6ptico com aumento de 1000X e 6leo de imerséo, sendo classificados em
espermatozoides viaveis na auséncia de coloragéo e inviaveis corados de rosa.

A morfologia espermatica foi avaliada por meio do esfregaco utilizado para
avaliar integridade da membrana plasmatica, em microscopio optico com aumento de
1000X e d6leo de imersdo. A classificagdo adotada incluiu, espermatozoides
aparentemente normais, bem como defeitos no acrossomo, cabeca, peca

intermediaria e cauda.

4.2. Anélise estatistica

As analises estatisticas dos dados foram realizadas no programa R (R, 2023).
As diferencas nas medidas das caracteristicas entre o testiculo esquerdo e direito,
bem como dos testiculos coletados em estacdo reprodutiva e em estacdo nao
reprodutiva, foram comparadas por meio do teste t. O teste de Shapiro-Wilk e Levene
foi realizado para avaliar normalidade da variancia e homogeneidade,
respectivamente. As alteraces na morfometria e histomorfometria dos testiculos
relacionadas com a idade, foram analisadas por meio de ANOVA unidirecional e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey. Quando as variancias ndo eram
homogéneas, empregou-se o0 teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de
comparac¢des multiplas de Dunn. Correlacdo simples de Pearson foi estimada para
caracteristicas de morfometria e histomorfometria dos testiculos. Os dados foram
apresentados como média = desvio padrdo, e considerados significativos quando
(p<0,05).

5. RESULTADOS
O PC registrado dos individuos avaliados em estacdo ndo reprodutiva
apresentou aumento (p<0,001) entre o primeiro e quinto més de idade. A partir do
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quinto més os individuos alcancaram PC semelhante com o observado em perdizes
macho na fase adulta. Conforme descrito por Tholon et al. (2008) e Correia et al.
(2017), animais adultos possuem PC variando entre 600g e 800g, valores
semelhantes ao observado no presente estudo. No entanto, no sexto e sétimo més
houve diminuicdo (p<0,05) do PC. Posteriormente, observou-se aumento (p<0,05)
entre o oitavo e nono més, mantendo-se constante no nono e décimo més de idade
(Figura 3A).

O PC observado em estacédo n&o reprodutiva mostrou-se maior (p<0,01) em
comparacao com o PC registrado em estacao reprodutiva para individuos com idade
de nove e dez meses. Esta observacao difere do que foi observado em adultos de
galo de angola (Numida meleagris) por Abdul-Rahman et al. (2016) e em fais&o
comum (Phasianus colchicus) por Tae et al. (2005), em que o PC na época sem
reproducdo ndo apresentou diferencas significativas em relacao a época reprodutiva.
O PC registrado dos individuos avaliados em estacdo reprodutiva apresentou
diminuic&o (p<0,05) entre o décimo e décimo primeiro més de idade. Entretanto, ndo
houve diferenca significativa entre os individuos que nasceram no final da estagao
reprodutiva e atingiram nove meses de idade na estacao reprodutiva seguinte, em
comparacdo com aqueles que nasceram no inicio da estacdo reprodutiva e

completaram doze meses na estacao reprodutiva seguinte.

5.1. Morfometria testicular

Diferentemente da maioria dos mamiferos, os testiculos das distintas espécies
de aves, incluindo as perdizes, estdo localizados na cavidade abdominal,
ventralmente a coluna vertebral e aos rins. As diferencas observadas entre o testiculo
direito e esquerdo, com relacdo as caracteristicas de morfometria dos testiculos (peso,
comprimento e largura do testiculo) e histomorfometria (propor¢édo, diametro,
espessura do epitélio e volume dos TS) ndo foram significativas. Portanto, para a
analise, essas medidas foram consideradas como uma unica variavel, e ndo como
duas separadas, (testiculo esquerdo e direito).

Observou-se aumento (p<0,001) no PT, comprimento e largura dos testiculos
nos individuos avaliados em estag&o ndo reprodutiva entre o primeiro e quinto més de

idade. No entanto, houve diminuicéo (p<0,05) entre 0 sexto e sétimo més. No oitavo
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més, tanto o PT quanto o comprimento e a largura testicular ndo apresentaram
diferenca significativa em relacdo ao quinto més de idade. Isso foi seguido por
aumento (p<0,05) entre o nono e décimo més (Figura 3B, 4A e 4B). Os valores
méaximos alcangados em esta¢do nao reprodutiva foram de 0,20g para o PT, 10,52mm
para o comprimento testicular e 5,59mm para a largura testicular.

No décimo més, momento em que a maturidade sexual foi atingida em estacao
nao reprodutiva no presente estudo, o PT foi superior ao relatado por Abdul-Rahman
et al. (2018) em galo de angola (Numida meleagris) com 16 semanas de idade, quando
a maturidade sexual foi alcancada (0,094g). No entanto, o PT e comprimento testicular
dos individuos avaliados em estacdo reprodutiva ndo apresentou diferencas
significativas entre os grupos de idade. Estudos anteriores, relataram maior PT em
patos (Cairina moschata) e galo doméstico (Gallus domesticus) de 2,159 e 6,19g,
respectivamente, ao atingirem a maturidade sexual (Gerzilov et al., 2016; Lawson et
al., 2022).

O PT, o comprimento e a largura testicular, assim como o IGS, registrados na
estacdo reprodutiva em individuos de nove e dez meses de idade, mostraram-se
maior (p<0,01) quando comparados com o registrado em estacdo nao reprodutiva
para individuos com a mesma idade. (Figura 3 e 4).

O IGS calculado apresentou aumento (p<0,001) nos individuos avaliados em
estacdo nao reprodutiva entre o primeiro e terceiro més. Posteriormente, o IGS
permaneceu relativamente constante entre o terceiro e oitavo més de idade, com
excecdo do sexto e sétimo més, nos quais foi observada diminuicdo (p<0,05). Além
disso, a diferenca no IGS do nono e décimo més em estacéo nao reprodutiva foi maior
(p<0,05) em comparag¢do com 0s meses anteriores.

No décimo més apresentou-se o maior valor para o IGS em estacdo ndo
reprodutiva, com 0,05%, correspondendo a maturidade sexual dos individuos
avaliados. Este valor foi semelhante ao relatado por Gerzilov et al. (2016) em patos
(Cairina moschata) com cinco meses de idade em que foi atingida a maturidade sexual
(0,05%). Na estacao reprodutiva, o IGS calculado ndo apresentou diferencas
significativas entre os grupos de idade (Figura 3C). Esses resultados foram superiores
aos obtidos em estudos anteriores, que relataram IGS de 0,37% para galo doméstico

ao atingirem a maturidade sexual (Lawson et al., 2022).
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Figura 3. Evolugdo do peso corporal, peso testicular e indice gonadossomatico em
perdizes (Rhynchotus rufescens) durante o crescimento. (A) peso corporal; (B) peso
testicular médio; (C) indice gonadossomatico. Diferencas significativas em estacao
nao reprodutiva sdo indicadas por diferentes letras minusculas (p<0,05). Diferencas
significativas em estacao reprodutiva sdo indicadas por diferentes letras maidsculas
(p<0,05).

Diferenca estatisticamente significante: **p < 0,01; *p<0,05; teste t.
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Figura 4. Evolucdo do comprimento e largura testicular em perdizes (Rhynchotus
rufescens) durante o crescimento. (A) comprimento testicular; (B) largura testicular.
Diferencas significativas em estacdo nao reprodutiva sao indicadas por diferentes
letras mindsculas (p<0,05). Diferencas significativas em estacdo reprodutiva sao
indicadas por diferentes letras maiusculas (p<0,05).

Diferenca estatisticamente significante: **p < 0,01; *p<0,05; teste t.

5.2. Histomorfometria testicular

Durante o primeiro e sétimo més de idade observou-se células de Sertoli e
espermatogobnias, proximas a membrana interna dos TS, de forma ordenada em uma
Gnica camada (Figura 2A). A partir do oitavo e nono més foi observado aumento na
prevaléncia de espermatog6nias e células de Sertoli, estas Ultimas caracterizadas por
um citoplasma claro e nucleo escuro (Figura 7). A diferenciacado celular caracteristica
da espermatogénese foi evidente a partir do décimo més de idade em estagédo ndo
reprodutiva, momento em que foram observados espermatécitos, espermatides e
espermatozoides histologicamente pela primeira vez nos TS, indicando o inicio da
atividade sexual (Figura 7).

Observacgdes semelhantes foram descritas por Sousa (2007) em emas (Rhea

americana americana), com dez meses de idade. No entanto, a diferenciagao celular
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e presenca de espermatozoides observada nos machos com nove meses de idade
em estacao reprodutiva no presente estudo, sugere que os filhotes nascidos no final
da estacao reprodutiva atingem a maturidade sexual mais precocemente do que os
nascidos no inicio da estacao reprodutiva.

Nos testiculos dos machos com um més de idade, observou-se maior area
coberta por tecido intertubular em comparacdo com o compartimento tubular.
Aumentos (p<0,001) foram registrados na propor¢cao e volume dos TS dos machos
analisados em estacédo néo reprodutiva entre o primeiro e quinto més de idade. No
entanto, diminuiram (p<0,05) no sexto e sétimo més de idade. Adicionalmente, tanto
na proporcao tubular quanto no volume tubular foram observados aumentos (p<0,05)
entre o oitavo e décimo més de idade.

No décimo més, quando atingida a maturidade sexual, a propor¢céo e o volume
tubular foram de 77,16 * 3,42% e 0,31 cm3, respectivamente (Figura 5A e 5D). Este
valor foi semelhante ao relatado em codorna japonesa aos 30 dias, quando foram
observados espermatozoides no Iumen tubular pela primeira vez (Lanna, 2012) e ao
relatado por Tae et al. (2005) em faisdes adultos em estacéo nao reprodutiva.

Os individuos avaliados em estacdo reprodutiva, apresentaram diminuicdo
(p<0,001) tanto na proporcédo tubular quanto no volume tubular entre o décimo e
décimo primeiro més de idade em relacdo ao nono més. No décimo segundo més,
observou-se aumento (p<0,05) em comparacéo ao décimo primeiro més. No entanto,
esse aumento nao foi significativo quando comparado ao décimo més. Contudo, no
nono més de idade em estacdo reprodutiva, foram observados os maiores valores
para a proporcéo tubular (84,82 + 2,96%) e o volume tubular (3,26 + 0,11cm?). Esses
valores sdo semelhantes aos descritos por Noirault et al. (2006) em perus adultos
(Meleagris gallopavo) e Tae et al. (2005) em faisdes (Phasianus colchicus) adultos em
estacao reprodutiva. Entretanto, maiores valores na proporc¢éao tubular foram descritos
em aves adultas de outras ordens, como codorna japonesa (Lanna, 2012),
reprodutores da linhagem Cobb (Carvalho, 2016), reprodutores de raca local nigeriana
(Chidozie et al., 2010) e periquitos australianos (Vogas, 2010).

A proporgéo, diametro, volume tubular e a espessura do epitélio dos TS,

registrados em estacao reprodutiva de individuos com nove e dez meses de idade,
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mostraram-se maiores (p<0,01) quando comparados com o registrado em estacao
nao reprodutiva para individuos com a mesma idade.

Entre o primeiro e quinto més de idade, foram observados incrementos
(p<0,001) tanto nos diametros dos TS quanto na espessura do epitélio seminifero
(Figura 5B e 5C). Com excecao do quarto més, em que a diminuicao foi significativa
com relacdo ao terceiro més. No sexto e sétimo més apresentaram diminuicdo
(p<0,05) em comparacao ao quinto més. Tanto o didmetro tubular quanto a espessura
do epitélio seminifero no oitavo més de idade ndo apresentaram diferenca significativa
em comparacao ao quinto més.

No décimo més, as duas caracteristicas apresentaram diferenca (p<0,05) em
relacéo ao oitavo e nono més de idade. Os valores observados no décimo més foram
menores aos didmetros tubulares e a espessura do epitélio seminifero relatados por
Baraldi-Artoni et al. (2007) em perdizes (Rhynchotus rufescens) adultas em estacéo
nao reprodutiva, e maiores ao reportado por Gerzilov et al. (2016) e Lanna (2012) para
patos (Cairina moschata) e codorna japonesa quando atingida a maturidade sexual.

O diametro tubular dos Individuos avaliados em estacdo reprodutiva
apresentou diminuicao (p<0,001), entre o décimo e o décimo primeiro més de idade.
No entanto, o décimo segundo més ndo apresentou diferenca significativa em relacéo
ao nono més de idade. Quanto a espessura do epitélio seminifero em animais
avaliados em estacdo reprodutiva, foi observada diminuicdo (p<0,001) no décimo
primeiro més de idade em relagdo aos meses anteriores (nono e décimo). Seguida de
aumento (p<0,05) no décimo segundo més de idade, em que apresentou o maior valor
registrado em estacao reprodutiva.

Valores semelhantes de diametro tubular foram relatados por Baraldi-Artoni et
al. (2007) em perdizes (Rhynchotus rufescens) e por Abdul-Rahman et al. (2016) em
galo de angola (Numida meleagris) adultos em estacéo reprodutiva. Valores menores
tanto para o diametro tubular quanto para a espessura do epitélio seminifero em
adultos foram descritos em peru, codorna japonesa, faisdo comum e galo doméstico
(Noirault et al., 2006; Santos, 2012; Castillo, 2012; Carvalho, 2016).

No presente estudo, observou-se correlagéo forte e positiva entre o PC e a
proporcao tubular. Além disso, as correlagdes entre o PC e as varidveis comprimento

testicular, largura testicular, diametro tubular e espessura do epitélio seminifero foram
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positivas, moderadas e significativas. Quanto as correlacdes entre as caracteristicas

de morfometria e histomorfometria dos testiculos foram todas altamente significativas

(Tabela 1). Resultados semelhantes foram descritos por Abdul-Rahman et al. (2016)

e Ahmed et al. (2022) para caracteristicas morfoldgicas dos testiculos em galo de

angola (Numida meleagris).

Tabela 1. Correlagbes entre peso corporal,
histomorfometria dos testiculos da perdiz Rhynchotus

crescimento.

parametros de morfometria e

rufescens durante o

1 2 3 4 5 6 7 8
1. Peso corporal 1
2. Peso testicular 0,32 1
3. Comprimento testicular 0,46* 0,97** 1
4. Largura testicular 0,41* 0,98*** 0,98** 1
5. indice gonadossomatico (IGS) 0,30 0,99*** 0,97** 0,97 1
6. Proporgdo tubulo seminifero 0,75*** 0,70** 0,80** 0,78** 0,70*** 1
7. Diametro tubulo seminifero 0,40* 0,97** 0,98** 0,99*** 0,97*** 0,79** 1
8. Espessura epitélio seminifero  0,44* 0,95** (Q,97*** (,99***  (,95**  (,82*** (,99*** 1
9. Volume tubulo seminifero 0,31 0,99** 0,96*** 0,97** 0,99**  0,70** 0,97** 0,94***

N =30

* Correlagao é significativa em p<0,05; ** Correlagao é significativa em p<0,01; *** Correlagao é significativa em p<0,001
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Figura 5. Variacdo histomorfométrica dos testiculos de perdizes (Rhynchotus
rufescens) durante o crescimento. (A) proporcao tubular; (B) didametro tubular; (C)
espessura epitélio seminifero; (D) volume tubular. Diferencas significativas em
estacdo ndo reprodutiva séo indicadas por diferentes letras minusculas (p<0,05).
Diferencas significativas em estacao reprodutiva sdo indicadas por diferentes letras
maiusculas (p<0,05).

Diferenca estatisticamente significante: **p < 0,01; *p<0,05; teste t.
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5.3. Coletado sémen

A metodologia de coleta de sémen com eletroestimulacdo, adaptada a partir
dos estudos realizados por Fischer et al. (2014) e Frediani et al. (2019), demostrou
eficacia em perdizes Rhynchotus rufescens de nove a doze meses de idade durante
a estacado reprodutiva. Foram necessarias 40 tentativas de coleta de sémen em 10
aves utilizando eletroestimulagdo para avaliar 3 amostras por animal. A taxa de
sucesso na coleta por eletroestimulacdo alcancou 75%. Este valor supera os
resultados obtidos por Paranzini et al. (2018) em perdizes Rhynchotus rufescens
(63%) e por Dogliero et al. (2016) em papagaios Nestor notabilis (58,8%) utilizando
massagem dorsoabdominal durante a estacédo reprodutiva. No entanto, em estudos
anteriores foram observados menores valores de eficacia na coleta de sémen por
meio de eletroestimulacdo em diferentes espécies de aves. Lierz et al. (2013)
registraram eficacia na coleta de 66,9% em 151 espécies de psitacideos, Fischer et
al. (2014) relatou 44,3% em ararinhas azuis e Frediani (2016) obteve 54% em patos
coscoroba, 31% em Urubu rei e 22% em gavido pega macaco. Contudo, maiores taxas
de sucesso na coleta com eletroestimulacdo também foram relatadas por Lierz et al.
(2013) em cacatuas, com 93,6% e Schneider et al. (2019) em perdiz de cauda afiada
(Tympanuchus phasianellus columbianus), com 100%.

Durante o estudo, apenas uma tentativa de coleta (2,5%) foi associada a
manipulacdo pré-estimulacdo que incluiu a massagem dorso-abdominal, e a
proximidade da fémea ndo atuou como fator estimulante. Nenhum dos animais

utilizados para a coleta de sémen veio a 6bito durante o periodo de estudo.

5.4. Anélise do sémen

Das amostras analisadas, nenhuma foi classificada como grau 5, uma vez que
nao apresentaram grau alto de contaminacao por fezes e urina. Apenas 6 (20%) foram
classificadas como grau 4, 10 (33,3%) como grau 3, 11 (36,6%) como grau 2 e 3 (10%)
como grau 1.

No presente estudo, o volume de sémen coletado oscilou entre 8 pl e 32 pl,
com média de 14,94 + 5,96 pl (Tabela 2). Este valor foi semelhante ao descrito por
Cavalcante (2006) em perdizes (Rhynchotus rufescens) com idade entre um e dois
anos de idade (14,13 £ 2,33 ul) coletados com estimulacdo manual em estacéo
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reprodutiva. Goes et al. (2011) reportaram maiores valores para volume do ejaculado
em perdizes de trés e quatro anos de idade em estacéo reprodutiva (24,66 + 2,58 ul),
Paranzini et al. (2018) registraram 58,4 + 44,5 yl em estacdo reprodutiva para
individuos com cinco e oito anos e Correia (2017) relatou 64,8 + 44,9 pl em individuos
entre seis e oito anos.

Maior volume do ejaculado também foi relatado por Brien et al. (2023) em perdiz
vermelha (Alectoris rufa), com idade entre trés e quatro anos de idade (22,52 + 3,97
gl). Entretanto, volumes variaveis foram descritos em diferentes espécies quando
coletados por meio da técnica de eletroestimulacéo. Frediani (2016) reportou valores
médios de 11,55 pl em jacutinga, 4,98 yl em gavido real e 118,21 ul em pato
coscoroba, Schneider et al. (2019) registraram volume de 17,7 + 12,4 yl em perdiz de
cauda afiada.

A motilidade espermatica foi semelhante aos valores reportados por
Cavalcante (2006) para perdizes entre um e dois anos de idade (66%). Entretanto,
ligeiramente inferior aos valores relatados para perdizes maiores a trés anos de idade,
variando entre 71,2 £ 11,8% e 77,16 £ 2,02% (Goes et al., 2011; Paranzini et al., 2018;
Correia, 2017).

Menores valores para motilidade espermatica foram relatados por Schneider et
al. (2019) em perdiz de cauda afiada (33,2 + 24%), e por Frediani (2016) em cisne do
pescoco preto (20 + 20%), pato coscoroba (24,62 + 7,13) e aracari banana (45 = 15%).
Com relagéo ao vigor espermatico observou-se similaridade em relagédo a idades mais
avancadas descritas na literatura em perdizes da mesma espécie

A concentracdo espermatica média obtida neste estudo (Tabela 2), foi superior
ao relatado por Cavalcante (2006) para perdizes entre um e dois anos de idade (0,93
+ 0,14 x10° espermatozoides/ml). ConcentracGes espermaticas semelhantes foram
descritas por Paranzini et al. (2018) e Correia (2017) em perdizes com idade entre
cinco e oito anos, com valores de 1,62 + 0,73 x10° espermatozoides/ml e 1,6 + 0,8
x10° espermatozoide/ml, respectivamente. Ao comparar com outras espécies de aves,
as perdizes avaliadas apresentaram valores de concentracao espermatica superiores
aos relatados para adultos em urubu rei, suindara, gavido real, galo selvagem
vermelho indiana e perdiz de cauda afiada. (Frediani, 2016; Rakha et al., 2017;
Schneider et al., 2019).
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A viabilidade, apresentou taxa semelhante do reportado por Cavalcante (2006)
em perdizes com dois anos de idade (82%). Entretanto, maior do descrito por Goes et
al. (2011) em perdizes entre dois e quatro anos de idade (67,17%). Os resultados de
viabilidade espermética deste estudo (Tabela 2 e Figura 6), quando comparados com
idades maiores descritas na literatura para a mesma espécie, diferem do relatado por
Schneider et al., 2019 para perdiz de cauda afiada (Tympanuchus phasianellus
columbianus), em que menores valores foram apresentados em animais jovens em
comparacao aos adultos.

A avaliacdo da morfologia espermatica revelou média de 45,91% de defeitos
totais observados nos individuos analisados. Dentro desses resultados, os defeitos
mais comuns foram: Acrossomo intumescido, macrocefalia, peca intermediaria
dobrada e intumescida, cauda dobrada e enrolada (Tabela 3 e Figura 7). A média dos
defeitos totais observados, foi semelhante com o observado por Cavalcante (2006)
em perdizes com dois anos de idade. No entanto, menor do descrito para perdizes por
Goes et al. (2011) entre trés e quatro anos (58,56%) e Paranzini et al. (2018) entre

cinco e oito anos (70%).

Tabela 2. Analise espermatico de perdizes (Rhynchotus rufescens) de 9 a 12 meses
de idade, coletados por meio de eletroestimulacdo na estacao reprodutiva

Parametros Média + desvio padrao Min Max
Volume (ul) 14,94 + 5,96 8,0 320
Motilidade espermatica (%) 65,97 + 15,67 30,0 90,0
Vigor espermatico (0-5) 3,45+ 0,89 20 5,0
Concentracéo (x10° espermatozoides/ml) 1,49 + 0,66 04 3.3

Viabilidade espermatica (%) 85,96 + 6,48 70,5 96,4
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Tabela 3. Avaliacdo da morfologia espermatica de perdizes (Rhynchotus rufescens)
de 9 a 12 meses de idade, coletados por meio de eletroestimulacdo na estacéo
reprodutiva

Variaveis (%) Média + desvio padrao

Normais 54,11 + 15,87
Acrossomo Intumescido 3,70+ 2,70
8,57% Destacado 0,24 + 0,39
Macrocefalia 7,33+ 3,59
Cabeca Microcefalia 1,10+ 1,17
24,63% Dobrada 2,09 + 3,52
Destacada 0,80 + 1,08
Intumescida 2,06 + 3,08
Peca intermediaria Dobrada 5,76 + 3,22
17,37% Destacada 0,15+0,61
Gota proximal 0,82 +1,59
Dobrada 9,20 + 4,63
Cauda Destacada 2,24 + 2,09
43,37% Enrolada 7,25+ 4,95
Gota distal 0,41 +0,76
Outros - 6,04% Teratolbgicos 2,77 £5,32
Defeitos totais 45,91 + 15,89

Figura 6. Teste de colorac&o supravital em espermatozoides de perdizes (Rhynchotus
rufescens). 1000X. (Setas pretas) espermatozoides viaveis. (Seta branca)
espermatozoide inviavel.
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Figura 7. Defeitos morfolégicos de espermatozoides de perdizes (Rhynchotus
rufescens) entre 9 e 12 meses de idade em estacdo reprodutiva. 1000X. (A)
espermatozoide normal; (B) microcefalia; (C) macrocefalia; (D) cabeca dobrada; (E)
peca intermediaria intumescida; (F) cauda enrolada; (G) peca intermediaria dobrada;
(H) cauda dobrada; (I-J) teratolégicos.

6. DISCUSSAO

A selecdo de individuos aptos para reproducdo € fundamental tanto para
programas de conservagdo quanto para criatorios comerciais. Neste estudo, foi
determinada a idade da maturidade sexual em machos e relatada pela primeira vez a
gualidade espermatica em perdizes (Rhynchotus rufescens) com menos de um ano
de idade, obtida por meio de eletroestimulacao.

O PC, conforme evidenciado neste estudo, assim como em outras espécies de
aves, ndo pode ser o Unico critério considerado na sele¢do de individuos com fins de
reproducao. Isso devido a que o PC ndo é o unico determinante da maturidade sexual
(Williams, 2018; Klein et al. 2018). O fotoperiodo de criagdo desempenha papel crucial
tanto para a dissipacdo do estado fotorefratario quanto na determinagcéo da idade da
maturidade sexual das aves (Lewis, 2006). Por sua vez, a maturidade sexual pode ser
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determinante do PC maximo, uma vez que o gasto energético € maior em fotoperiodos
longos e no comportamento reprodutivo (Lewis, 2006). Estudo em Abetarda-comum
(Otis tarda), relataram aumento do PC até os cinco anos, periodo de imaturidade
sexual (Alonso et al., 2010). Resultados semelhantes foram observados por Santos et
al. (2012) em codorna japonesa (Coturnix coturnix japonica) e cordona européia
(Coturnix coturnix coturnix), em que o PC ndo apresentou aumentos significativos
entre os 60 (maturidade sexual) e 360 dias de idade.

Diferentes variacfes foram relatadas para caracteristicas morfologicas entre os
testiculos direito e esquerdo em diversas espécies de aves (Friedmann, 1927; Lawson
et al., 2022). Porém, ndo existe padrao definitivo. No presente estudo, ndo foram
observadas diferencas significativas nas caracteristicas analisadas entre os testiculos
direito e esquerdo. Resultados semelhantes aos descritos por Olea et al. (2018) em
Columba livia e Lawson et al. (2022) em Gallus domesticus durante o
desenvolvimento.

O solsticio de inverno no hemisfério sul ocorre em junho, caracterizado por ser
o dia mais curto do ano, influéncia nas caracteristicas dos testiculos em aves sensiveis
aos estimulos luminicos (Campos, 2000). Esse fenbmeno pode explicar os valores
obtidos nas caracteristicas de morfometria e histomorfometria dos testiculos entre o
sexto e sétimo més de idade, uma vez que a data da coleta dos testiculos foi entre
maio e junho. De forma semelhante foi observado por Madekurozwa et al. (2002), em
avestruzes imaturas, com diametro tubular e espessura do epitélio seminifero
menores durante os meses de maio e junho, o que foi relacionado pelos autores com
o curto fotoperiodo.

Pelo contrério, o fotoperiodo prolongado durante a primavera, desencadeia o
mecanismo neuro-hormonal por meio da luz percebida pelos fotorreceptores, que
ativa o hipotalamo, e aumenta a secre¢cdo do GnRH, controlando a secrecao de
gonadotrofinas pela hipéfise. Isso, por sua vez, estimula o desenvolvimento dos
testiculos e a maturidade sexual (Bruneli et al., 2005). Essa observacéo explica o
maior desenvolvimento observado em caracteristicas de morfometria e
histomorfometria testicular, bem como o alcance da maturidade sexual mais precoce

nos individuos avaliados em estacao reprodutiva.
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Os parametros de morfometria e histomorfometria dos testiculos coletados em
estacdo nao reprodutiva, ndo apresentaram estabilidade antes de atingir a maturidade
sexual. Isso ocorre possivelmente porque a maturidade sexual dessas aves coincidiu
com a época ndo reprodutiva e, portanto, maiores aumentos sdo esperados durante
a estacao reprodutiva.

Diferentemente do observado em estacdo nao reprodutiva, os parametros de
morfometria dos testiculos e o IGS dos animais avaliados em estacdo reprodutiva,
foram estéveis a partir do nono més de idade. Esse achado indica que animais que
nasceram em fevereiro e marco e atingiram nove e dez meses em estacao reprodutiva
subsequente apresentam parametros morfométricos dos testiculos semelhantes aos
obtidos nos animais nascidos em outubro e novembro que atingiram onze e doze
meses na estacédo reprodutiva seguinte.

Esse padrao pode ser explicado pela dissipacdo da refratariedade com curtos
fotoperiodos de criacdo, o que permite responder ao estimulo luminico com menor
idade (Lewis, 2006). A estabilizac@o das caracteristicas de morfometria dos testiculos
foi observada com menor idade em galo da espécie angola (Numida meleagris) e em
patos (Cairina moschata) com cinco e oito meses, respectivamente (Gerzilov et al.,
2016; Abdul-Rahman et al., 2018).

O maior desenvolvimento dos tubulos seminiferos em animais fotoestimulados
com nove meses de idade em comparacdo com o décimo e décimo primeiro més em
estacdo reprodutiva, € possivelmente devido a maior fotosensibilidade. Resultados
semelhantes foram descritos por Lawson et al. (2022) em que maiores valores para
caracteristicas testiculares em Gallus domesticus foram observados no terceiro més,
gquando a maturidade sexual foi alcancada, em comparagdo com o quarto més de
idade. Estudo em galos da linhagem White Leghorn e Beijing You Chicken, reportou
maiores valores de caracteristicas testiculares em animais fotoestimulados na semana
16 em comparagao com machos fotoestimulados na semana 22 (Shi et al., 2021).
Portanto, machos  fotoestimulados  precocemente,  apresentam maior
fotosensibilidade, atingindo a maturidade sexual mais cedo (Santos et al., 2012).

Com base na literatura revisada, parametros de morfometria testicular nao
foram reportados em perdizes (Rhynchotus rufescens), impossibilitando a

comparacao dos resultados obtidos neste estudo durante a maturidade sexual com
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outros estudos na espécie em questao. Entretanto, quando comparados com espécies
de aves como patos (Cairina moschata), galo de angola (Numida meleagris) e galo
domeéstico (Gallus domesticus), os resultados dos parametros morfométricos e do IGS
mostraram-se consistentes e em conformidade com a variagcdo normal observada
guando alcancada a maturidade sexual nas diferentes espécies de aves. (Gerzilov et
al., 2016; Abdul-Rahman et al., 2018; Lawson et al., 2022).

Os resultados deste estudo, revelaram que individuos avaliados em estacao
reprodutiva, exibiram semelhancas em caracteristicas histoldgicas com o descrito por
Baraldi-Artoni et al. (2007) em adultos da mesma espécie em estacao reprodutiva.
Essa observacao indica que os individuos que atingem a maturidade sexual a partir
dos nove meses em estacao reprodutiva, apresentam condi¢des para a reproducao.
Por outro lado, os animais com dez meses de idade em estagdo n&o reprodutiva,
apesar de terem alcancado a maturidade sexual, necessitam da fotoestimulacéo para
um maior desenvolvimento testicular.

A eficacia da coleta por meio de massagem manual realizado previamente a
eletroestimulacdo em perdizes de nove a doze meses de idade, mostrou-se inferior
em comparacao ao relatado por Paranzini et al. (2018) em perdizes (Rhynchotus
rufescens) adultas. Sugerindo menor resposta a técnica nessa fase inicial da vida
reprodutiva. No entanto, a eletroestimulacao foi uma alternativa viavel, ndo exigindo
aves condicionadas ou trenadas, mesmo ap0s iniciada a maturidade sexual. Apesar
da eficacia demonstrada no presente estudo na obtencdo do sémen por meio de
eletroestimulacéo, é importante considerar que as tentativas foram realizadas apenas
durante a estacdo reprodutiva. Porém, pesquisas explorando a aplicacdo dessa
técnica em estacdo nao reprodutiva e em aves adultas sdo necessarias para melhor
compreensao de sua eficacia.

Um fator que contribui ao abandono do uso da eletroestimulacdo em aves, € a
elevada contaminacdo das amostras por fezes (Frediani, 2016). A reacao das aves
sob pressado depredatoria é a defecacéo, pois isso as torna mais leves e aumenta a
possibilidade de escapar (Tillmann, 2009). A manifestacdo desse comportamento
pode se tornar evidente na manipulacdo do técnico durante a eletroestimulagéo. No
entanto, além da resposta fisiolégica, a insercdo inadequada da sonda para a

estimulacdo pode ser outra causa. Conforme observado por Lierz et al. (2016) é
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necessario garantir que a sonda seja inserida no urodeo para reduzir o risco de obter
amostras contaminadas. No presente estudo, ndo foram registradas amostras
descartadas por elevada contaminagéo, possivelmente devido a aplicacdo adequada
e resposta favoravel das perdizes a técnica.

Diferencas na qualidade do sémen foram descritas em relacdo ao método de
coleta em mamiferos, considerando o uso da vagina artificial, a massagem manual e
a eletroestimulacédo (Leon et al.,1991; Marco-Jiménez et al., 2005; Giuliano et al.,
2008). Essas variagbes foram atribuidas principalmente & composicdo do fluido
seminal secretado pelas glandulas sexuais acessérias. No entanto, em aves, a origem
do liquido seminal é diretamente das células de Sertoli, o epididimo e pregas linfaticas
da cloaca (Moraes, 2004).

De acordo com Kanatiyanont et al. (2012) diferencas na qualidade do sémen
com relacdo a técnica de coleta (massagem manual e eletroestimulacdo) ndo foram
observadas em Galo lutador siamés (Gallus gallus). Nao se sabe se alteracdes na
qualidade do sémen podem ser influenciadas pela eletroestimulacdo em perdizes.
Entretanto, neste estudo, os resultados obtidos na analise espermética, foram
semelhantes aos descritos por Cavalcante (2006) em perdizes entre um e dois anos
de idade por meio de massagem manual.

A qualidade do sémen ¢é influenciada por fatores individuais, nutricionais e
ambientais. Parametros como o volume do ejaculado, concentracdo e viabilidade
esperméatica sdo componentes fundamentais na avaliacdo do sémen em programas
de reproducdo com fins comerciais ou de conservacdo. O volume de sémen e
viabilidade espermatica nas perdizes avaliadas, demostrou semelhanca com estudos
realizados em individuos da mesma espécie entre um e dois anos de idade, porém
nao com machos com mais de trés anos. Entretanto, apesar do menor volume
ejaculado, a concentracdo espermatica mostrou-se similar quando comparada com
estudos realizados em perdizes de maior idade (Goées et al., 2011; Paranzini et al.,
2018). Isso sugere que o volume ejaculado provavelmente aumenta com a idade em
perdizes.

Assim como observado por Rakha et al. (2017) em galo selvagem vermelho
indiana (Gallus gallus murghi) e por Schneider et al. (2019) em perdiz de cauda afiada,

associado com maior adaptacao da espécie ao ambiente. Este padréo contrasta com
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0 observado em mamiferos, em que o volume ejaculado diminui com a idade,
associado a disfuncdo das glandulas assessoérias (Abah et al., 2023), e em aves
domésticas, relacionado com mau funcionamento dos testiculos e deposicdo de
gordura nos tubulos seminiferos (Jiménez, 2013; Shaheen, 2023).

A viabilidade espermatica € frequentemente associada a integridade da
membrana plasmatica. Em animais jovens, a alta concentracdo de fosfolipideos e
colesterol na membrana plasmética resulta em uma membrana de alta qualidade
(Trevisan, 2013). Além disso, a alta viabilidade espermatica pode ser influenciada pela
elevada concentracdo de antioxidantes no plasma seminal, que protegem as
membranas espermaticas da peroxidacdao lipidica (Goes et al., 2011).

Entre os fatores essenciais para a fertilizacao, destacam-se a motilidade e vigor
espermética (Bonato et al. 2012). Neste estudo, foi constatado que perdizes menores
de um ano apresentam caracteristicas de motilidade levemente inferiores ao reportado
em perdizes maiores de trés anos de idade. No entanto, esse achado pode estar
relacionado a elevada taxa de defeitos na peca intermediaria e na cauda observada
neste estudo. Defeitos na morfologia tanto da peca intermediaria quanto da cauda
estdo relacionados a baixa motilidade dos espermatozoides, uma vez que o trifosfato
de adenosina (ATP), necesséario para o deslocamento dos espermatozoides, é
produzido nas mitocéndrias da peca intermediaria (Froman e Feltmann, 1998).

A avaliacdo da morfologia é fundamental para determinar a porcentagem de
espermatozoides normais com capacidade de fertilizagcdo (Schneider et al., 2019).
Defeitos na morfologia estdo fortemente associados tanto a espermatogénese
defeituosa por imaturidade sexual quanto a degeneracédo testicular e epididimaria
causada por fatores como altas temperaturas e o avanco da idade dos animais
(Mandal et al., 2009).

A média de defeitos totais obtida neste estudo, foi menor do relatado na
literatura em perdizes de maior idade. Isso sugere a possibilidade de que os testiculos
das perdizes possam sofrer algum grau de degeneracdo a medida que 0s animais
envelhecam. Padrdo semelhante foi relatado por Tabatabaei et al. (2010) em galo
indiano, em que os defeitos morfoldégicos dos espermatozoides aumentaram com a

idade. Isso contrasta com o observado em Houbara bustard (Chlamydotis undulata),
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onde a morfologia espermatica nao diferiu entre animais jovens e adultos (Meunier et
al., 2024).

7. CONCLUSOES

A morfometria e histomorfometria testicular das perdizes (Rhynchotus
rufescens) sofrem mudancas significativas com o avanco da idade e séo influenciadas
pelo fotoperiodo. A maturidade sexual foi evidenciada pela presenca de todos os tipos
celulares da espermatogénese aos dez meses em perdizes nascidas no inicio da
estacdo reprodutiva, ressaltando a importancia da fotoestimulacdo para
desenvolvimento testicular completo. Enquanto aos animais nascidos no final da
estacdo reprodutiva, todos os tipos celulares foram observados aos nove meses de
idade, com desenvolvimento testicular semelhante ao reportado em adultos.

A coleta de sémen em perdizes (Rhynchotus rufescens) com idades entre nove
e doze meses foi realizada com sucesso utilizando a técnica de eletroestimulacéo,
demostrando ser método seguro e altamente eficaz. A confirmacgéo da producéo de
gametas funcionais em perdizes jovens refor¢ca o potencial uso desses animais em
programas de reproducdo assistida, ampliando as oportunidades para os criatérios

com fins comerciais e de conservacao.
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diferentes fases de crescimento. (A) 1 més de idade; (B) 6 meses de idade; (C) 10
meses de idade em estacdo reprodutiva. Testiculo esquerdo (TE), testiculo direito
(TD), rin (R), pulméo (P); ducto deferente (DD).
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Figura 2A. Fotografias histologicas dos testiculos da perdiz (Rhynchotus rufescens)
durante o crescimento entre 1 e 6 meses de idade em estacéo néo reprodutiva. (A-F)
aumento de 40x. (A) 1 més; (B) 2 meses; (C) 3 meses; (D) 4 meses; (E) 5 meses; (F)
6 meses. Células de Sertoli (1); espermatogobnias (2); tibulo seminifero (Ts); limen
seminifero (Lm); espaco intertubular (Ei); vaso sanguineo (Vs).



Figura 3A. Fotografias histolégicas dos testiculos da perdiz (Rhynchotus rufescens)
durante o crescimento entre 7 e 10 meses de idade em estag&o nao reprodutiva. (A-
D) aumento de 40x. (A) 7 meses; (B) 8 meses; (C) 9 meses; (D) 10 meses. Células
de Sertoli (1); espermatogbnias (2); Células de Leydig (3); espermatécitos (4);
espermatides redondas (5); esperméatides alongadas (6); espermatozoides; tubulo
seminifero; (Ts); lumen seminifero (Lm); espaco intertubular (Ei); vaso sanguineo (Vs).
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Figura 4A. Fotografias histolégicas dos testiculos da perdiz (Rhynchotus rufescens)
durante o crescimento entre 9 e 12 meses de idade em estagéo reprodutiva. (A-D)
aumento de 40x. (A) 9 meses; (B) 10 meses; (C) 11 meses; (D) 12 meses. Células de
Sertoli (1); espermatogbdnias (2); Células de Leydig (3); espermatécitos (4);
espermatides redondas (5); espermatides alongadas (6); espermatozoides; tubulo
seminifero; (Ts); lumen seminifero (Lm); espaco intertubular (Ei); células mioepiteliais

(Cm); vaso sanguineo (Vs).
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Tabela 1B. Média e Desvio Padréo (DP) do peso corporal, peso testicular e indices
gonadossomatico (IGS) de perdizes (Rhynchotus rufescens) durante o crescimento.

Estac8o néo reprodutiva

Idade (meses) N Peso corporal Peso médio Peso de ambos IGS

(9) testicular (g) testiculos (g) (%)
Més 1 4 82.75+12.01f 0.0016 + 0.0004¢ 0.0033 + 0.0008 ¢ 0.0041 ©
Més 2 4  189.00+28.95°  0.0058 +0.0013%  0.0116 + 0.0027 € 0.0061 Pc
Més 3 4  387.50+36.74 9 0.0148 + 0.0021°¢ 0.0296 + 0.0041 %€ 0.0076 @
Més 4 4  459.75+97.22°  0.0184 + 0.0058° 0.0367 + 0.0113 P¢ 0.0080 2P
Més 5 4  650.75+90.14P 0.0304 +0.0110°  0.0608 +0.0237 2% 0.0092 @
Més 6 2 567.50+112.58 ¢  0.0173 +0.0047° 0.0346 + 0.0092 ¢ 0.0061 Pe
Més 7 2 560.00 +0.00 ¢ 0.0147 + 0.0004°4  0.0294 + 0.0000 P¢d  0.0052 ¢
Més 8 2  667.50+66.393  0.0350+0.0098%°  0.0701+0.02363  0.0108 &
Més 9 1 770.00 +0.00 2 0.0895 + 0.00773°  0.1791 + 0.0000 2P 0.0233 @
Més 10 1  782.50+37.522 0.2007 + 0.09812 0.4015 + 0.23822 0.0523 2

Estacdo reprodutiva

Més 9 1 690.00+0.004 1.92 + 0.38" 3.84 £ 0.00" 0.5577 A
Més 10 1 665.00 + 0.00 B 1.37 £ 0.10° 2.75+0.00 A 0.4132 A
Més 11 2 637.50 + 20.2 B 1.17 + 0.247 2.33+0.21A 0.3666 A
Més 12 2 687.50 + 2.88 A 1.54 + 0.47° 3.08+0.64 A 0.4479 A

Diferengas significativas em estacdo nao reprodutiva séo indicadas por diferentes letras minidsculas
(p<0,05). Diferencas significativas em estacdo reprodutiva sdo indicadas por diferentes letras

maiusculas (p<0,05).

*Média + desvio padréo.
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Tabela 2B. Variacao histomorfométrica dos testiculos da perdiz Rhynchotus rufescens
durante o crescimento.

Estac8o néo reprodutiva

Idade Proporcéo de Didmetro de Espessura do Volume de
(meses) N tdbulo seminifero tubulo seminifero epitélio seminifero Tubulo
(%) (um) (um) Seminifero (mL)
Més1l 8 3542 +11.11°F 48.89 + 6.99 9 6.29+1.37N 0.0011 + 0.0002
Més?2 8 50.38 + 7.59 © 56.75+5.42 19.00 +1.98 9 0.0062 + 0.0020 9
Més3 8 56.60 + 5.23 68.08 +5.78 23.64 £2.09 ¢ 0.0168 + 0.0029 '
Més 4 8 57.31+6.61 9 65.05 + 11.61 9 2217 +3.41°¢ 0.0214 + 0.0070 ©
Més5 8 61.71+5.11°¢ 71.85+259b 25.44 +2.48 C 0.0376 + 0.0138 ¢
Més 6 4 52.12 +5.47 © 64.67 + 5.33 de 21.23+1.75f 0.0178 + 0.0022
Més7 4 58.75 + 5.21 ©d 62.02 + 1.97 ©f 21.09+1.24f 0.0173 +0.0015
Més8 4 67.70+5.51 P 72.85+255b 25.43 +1.53°¢ 0.0468 + 0.0093 ©
Més9 2 65.92 + 4.63P 85.52 +5.70 P 28.93+0.53P 0.1181 + 0.0083 P
Més 10 2 77.16 +3.422 160.04 + 33.47 2 57.36 +12.19 2 0.3119 + 0.1376 @
Estac8o reprodutiva
Més9 2 84.82+296A 343.49 +19.57 A 99.17+6.81 B 3.26+0.11A
Més 10 2 82.10+3.05B 318.11+18.01 B 99.43+8.15B 2.25+0.08B
Més 11 4 77.70+3.42°C 276.22 +20.62 € 90.62 +6.80 © 1.80+0.13 ¢
Més 12 4 81.86+2.52 B 342.07 +38.75 A 107.08 £+ 9.56 A 252+0.488

Diferencas significativas em estacdo ndo reprodutiva sédo indicadas por diferentes letras mindsculas
(p<0,05). Diferencas significativas em esta¢cdo reprodutiva sdo indicadas por diferentes letras
mailsculas (p<0,05).

*Média + desvio padréo.



