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RESUMO

SILVA, KM. EFEITO DO CONTROLE DE LUZ SOBRE AS
CARACTERISTICAS ESPERMATICAS E PROTEOMICA DO SEMEN DE
PERDIZES (Rhynchotus rufescens). Botucatu - SP. 2020, p.89. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade
Estadual Paulista.

O estudo teve como objetivo avaliar as caracteristicas seminais e 0 comprimento da
estacdo reprodutiva de perdizes (Rhynchotus rufescens), criadas com luz natural ou
artificial, a fim de melhorar a eficiéncia reprodutiva visando a criacdo comercial (estudo
I). Foi também objetivo descrever a protedbmica dos espermatozoides e plasma seminal
de perdizes (estudo I1). No estudo |, durante a estacdo reprodutiva (setembro 2017 a
mar¢o 2018), foram selecionados 20 de 60 machos, quanto a facilidade para a colheita
do sémen e a producdo espermatica. Os machos selecionados foram divididos em 2
grupos, grupo controle (luz natural, n = 10) e grupo tratado (16 h de luz e 8 h de
escuridao, n = 10). O sémen foi colhido 2 vezes/semana e analisado quanto ao volume,
motilidade subjetiva, vigor, coloracdo, grau de contaminagdo, concentracao espermatica
e defeitos morfoldgicos. O estudo Il foi conduzido similarmente ao estudo I. O sémen
foi colhido de 28 machos, divididos em 2 grupos (luz natural e luz artificial). Apds as
colheitas, as amostras foram agrupadas em pools de cada grupo e centrifugadas para a
separacdo do plasma seminal (sobrenadante) e espermatozoides (pellet). As amostras
foram preparadas para protedmica com digestdo triptica e submetidas a espectrometria
de massas (ESI-Q-TOF MS/MS). No estudo I, a obtencéo e facilidade na colheita do
sémen foi maior nas aves mantidas com luz artificial (43 versus 11 amostras de sémen
dos grupos luz artificial e natural, respectivamente). Os parametros avaliados no sémen,
também foram superiores (P < 0,001) nas aves mantidas sob luz artificial. No estudo I,
foram encontradas 28 proteinas no plasma seminal e 58 no extrato proteico dos
espermatozoides. A keratin e isoformas e as catalytic activity e binding foi a proteina e
fungdes moleculares mais frequentes, respectivamente, nas amostras e grupos. No
extrato proteico dos espermatozoides, as proteinas alpha-enolase, serum albumin,
keratin, type 11 cytoskeletal cochleal (fragment) e ferritin (fragment) foram encontradas
em maior abundancia nas aves mantidas com luz natural. JA as proteinas olfactory
receptor (fragment), tail-anchored protein insertion receptor WRB (fragment), keratin,
type Il cytoskeletal 73 (fragment) e keratin, type Il cytoskeletal 75 (fragment) foram
mais abundantes nas aves com luz artificial. As proteinas identificadas no plasma
seminal foram keratin, type Il cytoskeletal 75 frag., keratin, type | cytoskeletal 15,
keratin, type | cytoskeletal 17, keratin, type Il cytoskeletal 73, keratin, type Il
cytoskeletal 75, keratin, type Il cytoskeletal cochleal, tubulin beta chain (Fragment),
glutathione S-transferase Mu 5. N6s concluimos que o programa de luz artificial pode
prolongar a estacdo reprodutiva e aumentar a qualidade espermatica de perdizes, sendo
indicado para a produgdo comercial. Além disso, as principais proteinas das células
espermaticas e plasma seminal de perdizes (Rhynchotus rufescens) foram descritas pela
primeira vez, as quais foram similares as encontradas em outras espécies.

Palavras-Chave: Espermatozoide; Luminosidade; Proteina; Tinamiforme.



ABSTRACT

SILVA, K.M. EFFECT OF LIGHT CONTROL ON SPERM
CHARACTERISTICS AND SEMEN PROTEOMIC OF RED-WINGED
TINAMOU (Rhynchotus rufescens). Botucatu - SP. 2020, p.89. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade
Estadual Paulista.

The study aimed to evaluate the seminal characteristics and reproductive breeding
length of the red-winged tinamou (Rhynchotus rufescens), breed with natural and
artificial light, in order to improve reproductive efficiency to commercial breeding
(study 1). Also, it was aim to describe the sperm and seminal plasma proteomic of
tinamou (estudy II). In the suty I, during breeding season (Setember 2017 to March
2018), 20 males were select from 60 males, regarding the ease of semen collection and
sperm production. The selected males were divided into 2 groups, control group (natural
light, n = 10) and treated group (16 h light and 8 h darkness, n = 10). Semen was
collected two time/week and analyzed for volume, subjective motility, vigor, color,
contamination degree, sperm concentration and the morphological defects. The study Il
was similarly conducted to study I. The semen was collected from 28 males, divided in
2 groups (artificial and natural light). After the collections, the samples was grouped in
pools of the each groups and centrifuged to separate seminal plasma (supernatant) and
spermatozoa (pellet). The samples were prepared to proteomic with triptic digestion and
submitted to mass spectrometry. In the study I, there was higher samples number and
easiness to collect the sample during in the birds maintained to the artificial light (43
versus 11 from artificial and natural light groups, respectively). The parameters
evaluated in semen were also higher (P < 0.001) in birds kept under artificial light. In
the study 11, 28 proteins were found in the seminal plasma and 58 in the protein extract
of the spermatozoa. Keratin and isoforms and catalytic activity and binding were the
most frequent proteins and molecular functions, respectively, in samples and groups. In
the protein extract of sperm, the proteins alpha-enolase, serum albumin, keratin, type 11
cytoskeletal cochleal (fragment) and ferritin (fragment) were found in greater
abundance in birds kept under natural light. The olfactory receptor proteins (fragment),
tail-anchored protein insertion receptor WRB (fragment), keratin, type 1l cytoskeletal
73 (fragment) and keratin, type Il cytoskeletal 75 (fragment) were more abundant in
birds with artificial light. The main proteins identified in the seminal plasma were
keratin, type Il cytoskeletal 75 frag., Keratin, type | cytoskeletal 15, keratin, type |
cytoskeletal 17, keratin, type Il cytoskeletal 73, keratin, type Il cytoskeletal 75, keratin,
type Il cytoskeletal cochleal , tubulin beta chain (Fragment), glutathione S-transferase
Mu 5. In conclusion, the artificial light program can prolong the reproductive season
and increase the sperm quality of red-winged tinamou, being indicated for commercial
production. Moreover, the main proteins of sperm cells and seminal plasma of red-
winged tinamou (Rhynchotus rufescens) were described for first time and were found
similar proteins to other species.

Keywords: Lightness; Protein; Spermatozoa; Tinamiform.



CAPITULO 1



1. INTRODU(;AO E JUSTIFICATIVA

No Brasil, a criagdo de aves para producdo de alimento cresceu nas ultimas trés
décadas, e o pais ocupa 0 1° e 2° lugar em exportagdo e producdo mundial,
respectivamente (ABPA, 2019). Essa evolucdo da avicultura tem ocorrido em vista das
mudancas nos indices zootécnicos, tanto para postura quanto para corte, que tiveram
como base o melhoramento genético, a nutricdo e a sanidade. Apesar dos avangos na
producdo de aves, consumidores tém exigido a producdo de outras fontes de proteina
animal, especialmente de animais de caca. Em algumas regides do mundo, a carne de
caca é considerada uma iguaria de alto valor para o consumo humano (MORO, 1996).
Neste sentido, a utilizacdo de aves silvestres para fins comerciais tornou-se uma
alternativa para obtencdo de carne e ovos, além de proporcionar fonte de material
genético e incentivar a conservacao das especies (MORO et al., 2006).

A perdiz (Rhynchotus rufescens) é considerada uma das opg¢des para producéo
de proteina com elevado potencial para exploragdo zootécnica, ja que tem caracteristicas
importantes que o mercado valoriza, como um peito grande (MORO et al., 2006) e
também ¢é bem aceita pelos consumidores (COSTA, 2005). Considerando o progresso e
0 desenvolvimento do setor, o Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento
(MAPA) na portaria n° 210 de 10 de novembro de 1998, Art. 1° aprova o Regulamento
Técnico da Inspecdo Tecnoldgica e Higiénico-Sanitaria de Carne de Aves, estando o
género Perdix, na qual a perdiz aparece dentre as aves liberadas e consideradas aves
domeésticas de criacao.

Contudo, para o desenvolvimento da criacdo comercial desta espécie é
necessario conhecer a fisiologia da reproducdo da perdiz e fatores que podem
influenciar a criacdo comercial. Um dos fatores envolvidos na criacdo das aves
domeésticas € o fornecimento de luz diaria artificial para a adequada producédo
(ARAUJO et al., 2011). A perdiz é uma espécie influenciada pela sazonalidade e a
quantidade de luz pode ter efeito direto sobre a sua reproducdo (CAVALCANTE, 2006)
e o fornecimento de luz artificial j& foi descrito, contudo ndo contribuiu para a
uniformidade da producéo de ovos (BRUNELI, 2006).

Em vista disso e da auséncia de estudos que comprovem a hipotese da influéncia
da quantidade de luz sobre a reproducdo das perdizes, este estudo tem como objetivo
avaliar os efeitos da quantidade de luz diaria sobre o inicio da estagdo reprodutiva e
sobre as caracteristicas espermaticas da espécie, incluindo uma abordagem protedmica

das células espermaticas e do plasma seminal.
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tubulin, a frequéncia do batimento flagelar diminui, interrompendo a interacdo da
cabecga da tubulin-dynein [74].

Ainda nédo se tem estudos que relatam a verdadeira funcdo da glutathione S-
transferase Mu 5, porém, [75] mostraram evidéncia de que a glutathione S-transferase
esta presente na membrana plasmatica da cauda do espermatozoide epididimario, por
meio de interagBes ndo covalentes periféricas. Recentemente, foi evidenciado que a
glutathione S-transferase Mu 3 pode atuar na capacitacdo espermatica, reacao
acrossomal e fertilizacdo [76].

Este estudo identificou e descreveu as principais proteinas das células
espermaticas e plasma seminal de perdizes (Rhynchotus rufescens), identificando a
funcdo como possivel marcador de fertilidade, e evidenciando que as proteinas
encontradas em animais mantidos em sistema de iluminagdo artificial apresentam
potencial de preservacdo das células quando comparado a luz natural. Ademais, a perdiz
(Rhynchotus rufescens) apresenta perfil de proteinas do plasma seminal e

espermatozoides similares as aves domesticas.
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Trafficking kinesin-binding protein 2 N309_05370 |X -
Transient  receptor potential  cation | N309_ 14084 X 3
channel subfamily V member 6

Triosephosphate isomerase (Fragment) N309 05815 |X -
Tropomyosin alpha-1 chain N309_02554 | X -
Tubulin alpha chain (Fragment) N309 01351 |-- X
Tubulin beta chain (Fragment) N309_10738 |-- X
Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a N309 07585 |X X
Vascular endothelial growth factor A N309_11054 |X --
V-type proton ATPase subunit a N309 08249 |X -
Zinc finger protein 488 N309 08916 |X -

CONSIDERAC}OES FINAIS

Diante dos resultados obtidos foi verificar a eficiéncia do tratamento com luz
artificial durante o periodo reprodutivo do macho de perdiz (Rynchotus rufescens). O
efeito da adicdo da luz conseguiu promover um prolongamento no periodo do
reprodutivo dos machos, e consequente mantendo a producdo espermatica até o final da
estagdo, correspondente a setembro a marco.

Ademais, no estudo da protedmico foram identificadas 28 proteinas no plasma
seminal e 58 no extrato proteico dos espermatozoides e suas isoformas. Podendo
identificar diferentes tipos de proteinas nas aves mantidas com iluminacdo artificial e
luz natural.

Desta forma, ambos os estudos foram promissores para a criacdo de perdiz
(Rynchotus rufescens), por se tratarem de estudos inovadores e até mesmo inéditos,
como o de protebmica. Servindo também, como banco de referéncia na literatura e

producdo e criacdo comercial da espécie.






