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Inseminacéo artificial em codornas através de diferentes métodos de coleta de sémen
Artificial insemination in quails through different methods of semen collection
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Resumo

Obijetivou-se avaliar diferentes métodos de coleta de sémen em codornas e a possivel
viabilidade da inseminacao artificial. Foram utilizados dois métodos de coleta: método 1:
Massagem abdominal no macho, e método 2: Massagem abdominal na fémea ap6s a cépula
do macho. Foram utilizadas 16 fémeas e 13 machos da espécie Coturnix coturnix coturnix,
com idade de 10 semanas. No primeiro método, o macho selecionado foi estimulado com a
técnica massagem abdominal, fazendo-o liberar uma secrecdo espumosa pelas glandulas para
cloacais e seu aparelho reprodutivo, a qual era coletada em uma seringa descartavel de
insulina de 1 ml, sendo posteriormente aplicada imediatamente na regido da vagina de cada
dupla de fémeas do método 1. Ja no segundo método 2, foi realizada a copula do macho
selecionado nas fémeas manequins, onde as mesmas receberam uma massagem abdominal
para a retirada do ejaculado do macho. Os ovos de cada método foram marcados e incubados
durante 18 dias. Houve um indice de fertilidade de 0% no meétodo 1, e de 4.88% no método 2.
Ap0s o insucesso nas taxas de fertilidade e viabilidade, procuraram-se os testes para detecgéo
dos espermatozoides no sistema reprodutivo do macho através de cortes histologicos.
Chegou-se a conclusdo previa os métodos de inseminacdo artificial ndo foram eficientes por
ndo exercerem a pressdo necessaria para viabilizar o espermatozoide. Dessa forma, o0s
métodos de coleta de sémen e inseminacdo artificial aplicado obtiveram indices indesejaveis,
logo ndo sdo métodos viaveis de manejo reprodutivo em codornas.

Palavras-chave: Acasalamento, Aparelho reprodutivo, Fertilidade, Massagem, Reproducéo.

Abstract
The objective of this study was to evaluate different methods of semen collection in quails
and the possible viability of artificial insemination. Two collection methods were used:
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method 1: Abdominal massage in the male, and method 2: Abdominal massage in the female
after male copulation. Were used 16 females and 13 males of the species Coturnix coturnix
coturnix, aged 10 weeks. In the first method, the selected male was stimulated with the
abdominal massage technique to release a foamy secretion through the glands for cloacal and
his reproductive apparatus, which was collected in a disposable 1 ml insulin syringe,
immediately and disposed in the vagina region of each pair of females in method 1. In the
second method 2, the copulation of the selected male was performed in the mannequin
females which received an abdominal massage for the removal of the male ejaculate. The
eggs of each method were marked and incubated for 18 days. There was a fertility index of
0% in method 1, and 4.88% in method 2. After failure in fertility and feasibility rates, tests for
sperm detection were sought in the male reproductive system through histological cuts. The
conclusion was that the methods of artificial insemination were not efficient because did not
exert the necessary pressure to enable sperm. Thus, the methods of semen collection and
artificial insemination applied obtained undesirable indices and are not viable for reproductive
management in quails.

Keywords: Mating, Reproductive appliance, Fertility, Massage, Reproduction.

Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar diferentes métodos de recoleccion de semen en
codornices y la posible viabilidad de la inseminacion artificial. Se utilizaron dos métodos de
coleccion: método 1: Masaje abdominal en el macho, y método 2: Masaje abdominal en la
hembra después de la cdpula masculina. Utilizamos 16 hembras y 13 machos de la especie
Coturnix coturnix coturnix, con 10 semanas de edad. En el primer método, el macho
seleccionado fue estimulado con la técnica de masaje abdominal, haciendo que liberara una
secrecion espumosa a traves de las glandulas para los cloacales y su aparato reproductivo, que
se recogio en una jeringa desechable de 1 ml de insulina, siendo posteriormente aplicado
inmediatamente en la region vagina de cada par de hembras en el metodo 1. En el segundo
método 2, la cépula del macho seleccionado se realizd en las hembras de maniqui, donde
recibieron un masaje abdominal para la extraccion de la eyaculacién masculina. Los huevos
de cada método fueron marcados e incubados durante 18 dias. Hubo un indice de fertilidad
del 0% en el método 1, y del 4,88% en el método 2. Después de fallas en las tasas de
fertilidad y viabilidad, se buscaron pruebas para la deteccion de espermatozoides en el sistema
reproductivo masculino a través de cortes histologicos. Se llegé a la conclusion preverque los

métodos de inseminacion artificial no eran eficientes porque no ejercian la presion necesaria
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para permitir los espermatozoides. A partir de cortes histologicos fue posible identificar y
localizar espermatozoides en todo el sistema reproductivo en el macho especificamente en el
conducto deferente. Por lo tanto, los métodos de recoleccion de semen e inseminacion
artificial aplicados obtuvieron indices indeseables, por lo que no son metodos viables de
gestion reproductiva en las codornices.

Palabras clave: apareamiento, 6rganos reproductivos, fertilidad, masaje, reproduccion.

1. Introducéo

A criacdo de codornas como fonte de carne e ovos, apresentou um crescimento
acentuado no decorrer dos Ultimos anos. O que alavancou os estudos relacionados a métodos
e tecnologias para uma melhor e maior producado, levando em consideracdo sempre reduzir
custos e valorizar cada vez mais os produtos (Pastore et al. 2012). Ao longo dos Ultimos anos
pode-se verificar em diversos trabalhos, a busca por melhores alternativas e tecnologias
voltadas para o desenvolvimento da producdo de codornas, com pesquisas Voltadas
principalmente para a genética, nutricdo e manejo das codornas, entretanto pesquisas voltadas
a parte de reproducdo destes animais ainda séo escassas.

Mas a importancia de estudos relacionados a coturnicultura ndo apresenta como base
somente o interesse na codorna como animal modelo experimental, mas, também, como fonte
alternativa e sustentavel de alimento humano (Bittencourt et al. 2019). De acordo com Araujo
Goes et al. (2011) apesar do intenso investimento da comunidade cientifica em pesquisas de
criopreservacao de sémen, na producdo avicola, esses métodos tém sido pouco utilizados, e
uma das razbes € o fato de a inseminacdo artificial ndo ser amplamente usada em muitas
espécies de aves domesticas.

Embora a inseminacao artificial com sémen fresco seja usada amplamente em algumas
espécies ou cruzamentos, esse método é pouco empregado em galos, marrecos, gansos,
codornas, avestruzes e emas (Getachew, 2016). A coturnicultura ndo possui referencias
cientificas, que demonstrem as formas adequadas de coleta do sémen dos machos da espécie.

A aplicacdo da técnica de Inseminacdo Artificial (IA) tem enorme potencial se
aplicada para aves em geral, devido ao controle sobre a reproducdo e a sua relativa
simplicidade. No entanto, a aplicacdo comercial tem uma restricdo a alguns nucleos de
reproducéo da avicultura industrial (Bongalhardo, 2013).

Se as condi¢des apresentarem 6timas instalacdes e manejo, espera-se da técnica de 1A

uma melhoria nos indices de fertilidade. Porém, a utilizacdo ou nédo da técnica esta sujeita a
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uma anélise econdmica, feita pelo balango entre suas vantagens e desvantagens em relacdo ao
acasalamento natural (Carvalho et al. 2019).

Tendo em vista a inexisténcia na literatura cientifica a respeito de coleta de sémen dos
machos de codorna de corte, o trabalho teve por objetivo verificar a eficiéncia de dois

métodos de coleta de sémen e sua viabilidade a partir da inseminacéo artificial.

2. Metodologia

O trabalho foi desenvolvimento no Nucleo Integrado de Pesquisas Avicolas (NIPA) da
Universidade Federal de Santa Maria, campus Palmeira das Miss@es, localizado no municipio
de Palmeira das MissBes — RS. O laboratdrio possui um setor de coturnicultura, com uma sala
de 16 m2, contendo gaiolas de arrame liso, com dimensdes de 100 x 30 x 16 cm (frente,
profundidade e altura), agua disponivel, por bebedouros automaético tipo nipple, temperatura e
luz controlada.

O experimento foi conduzido, com a utilizacdo de 2 métodos de coleta (metodologias
de reproducdo), sendo eles: M1 = Massagem abdominal no macho e M2 = Massagem
abdominal na fémea apds a copula do macho, com 6 repeti¢des por métodos testados.

No desenvolver do trabalho foram utilizados 13 machos da espécie Coturnix coturnix
coturnix. Os machos foram anilhados, numerados e submetidos a um teste de fertilidade. Os
machos foram testados quanto ao percentual de eclosdo dos ovos apds acasalamento por
monta natural durante o periodo de 24 horas. Os ovos foram coletados durante os 5 dias
subsequentes para incubacao por 18 dias.

Os 2 machos que apresentaram indices de fertilidade mais altos (dados observados:
100 e 75 %), foram selecionados para utilizagdo nos tratamentos, alojados em duas gaiolas
individuais. Os demais foram descartados. Os machos selecionados tiveram sua distribui¢do
de forma aleatéria entre os 2 métodos de coleta, os machos foram alojados separadamente
com o intuito de evitar que os mesmos realizem cépulas entre si, diminuindo o seu volume
espermatico.

Foram escolhidas aleatoriamente 16 codornas fémeas da linhagem Coturnix coturnix
coturnix. Para a alimentacdo das fémeas, foram fornecidas 30g/dia/animal de racdo comercial
para fase de postura, seguindo as recomendacdes nutricionais para codornas europeias em fase
de postura (PB 22%, EM de 2.900 kcal/kg), de acordo com Silva & Costa (2009). Todas as
aves foram submetidas a um programa de luz de 16 h/dia durante o experimento, alternando
entre luz natural e artificial.
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As fémeas tiveram sua divisao em 8 fémeas para cada metodologia de coleta do
sémen, e alojadas em dupla nas gaiolas (compondo oito repeticdes por metodologia,
totalizando 16 gaiolas). Quatro fémeas, anteriormente selecionadas, foram utilizadas como
manequim, para ajudar nas coletas da metodologia 2 (estas quatro fémeas foram alojadas
todas em uma Unica gaiola, recebendo a mesma ragdo e manejos basicos dos demais animais).

A composigao do estudo utilizou dois metodos, com base em informac6es da literatura

sobre reproducédo de codornas, e posterior incubacdo dos ovos coletados pelo periodo de 18
dias, em incubadora artificial (36,5° C e 70 % de umidade):
Método 1: massagem abdominal para coleta de sémen em machos - é uma técnica que leva a
contencdo do macho para que o mesmo seja massageado na regido dorsal de forma que a mao
do pesquisador fique posicionada na parte inferior das asas, realizando movimentos firmes e
rapidos em direcdo a cauda.

O macho responde com tumescéncia (erec¢do) do falo e nesse momento o pesquisador

comprime a cloaca expondo liquido espermatico excretado pela papila externa do ducto
deferente, coletando este liquido (de consisténcia espumosa) com o auxilio de um recipiente,
esta técnica é adaptada da reproducdo de galos, de acordo com Rosa et al. (1995). Com o
sémen no recipiente é efetuada em seguida a inseminacgdo das seis fémeas, alojadas em duplas
nas suas respectivas gaiolas.
Método 2: massagem abdominal na fémea - foram alojadas duas fémeas manequins na gaiola
do macho do respectivo tratamento por um periodo médio de 30 minutos ou até o macho fazer
a cépula no manequim, permitindo que a copula seja efetuada pelo método de monta natural
do macho.

Apds a observacdo da monta natural foi procedido a massagem das genitais destas
fémeas, semelhante ao processo realizado com o macho da metodologia 1, e em seguida foi
retirado o liquido depositado pelo macho. O liquido expelido através da massagem feita no
manequim foi destinado para a inseminacdo das 8 fémeas que sdo destinadas para
inseminacdo deste tratamento, (visto que estas fémeas ndo possuem contato direto com o
macho, para dar uma maior confiabilidade aos resultados).

Para verificar a eficiéncia nas coletas de sémen, o liquido seminal advindo das coletas,
foi ministrado na regido da vagina das fémeas de cada método, utilizando-se uma seringa
plastica de insulina 1 ml, diferente para cada repeticdao, dentro de um periodo maximo de 10
minutos apds a coleta, independente da metodologia.

As coletas de sémen e inseminagdes foram realizadas em um periodo total de 10 dias

(dividido em 2 incubacges, sendo uma a cada 5 dias, para manter a viabilidade embrionaria
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dos ovos). Apds os 5 dias de coletas de sémen e inseminagdes, 0s ovos produzidos foram
incubados de forma separada por metodologia aplicada.

Os ovos coletados foram armazenados em sala com ambiente controlado com 18°C de
temperatura e maximo de 70% de umidade relativa do ar. Os ovos foram introduzidos em uma
chocadeira comercial (temperatura controlada de 36,5°C e umidade relativa do ar constante
em 70%), sendo incubados por 18 dias. Ao completar o ciclo de 18 dias de incubacdo, foram
medidos os percentuais de eclosdo dos ovos (total de ovos ferteis * 100 / total de ovos
incubados por repeticdo). Ja os ovos nao eclodidos foram submetidos ao embriodiagndstico
para verificagdo da existéncia ou ndo da fecundacdo. Os resultados de cada incubacdo foram
utilizados para compor a média de cada repeticdo do percentual de ovos férteis (%).

Foi realizado o abate de 2 machos, através do deslocamento cervical, e feita a coleta
dos testiculos para a deteccdo dos espermatozoides no macho, através de cortes histoldgicos
feitos no sistema reprodutivo, com a finalidade de realizar a identificacdo e localizacdo dos
mesmos.

Os cortes foram feitos transversalmente, dos testiculos, cauda do epididimo, ducto
deferente e par de papilas dos ductos deferentes. As amostras do sistema reprodutivo foram
submetidas ao processamento histologico através da desidratacdo, e posterior clarificagéo,
incluidas em parafina e cortadas em micr6tomo com a espessura de 5 micrometros. As
laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina e analisadas em microscopio 6tico com
programa analisador de imagens Axion Vision. Os cortes foram fotografados utilizando-se o
fotomicroscopio Nikon eclipse E600.

Os dados obtidos foram transformados em frequéncias relativas através de planilhas
do programa Excel para melhor visualizacdo dos resultados. Conjugando, portanto, uma

analise descritiva das variaveis.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados das duas metodologias de coleta e inseminagédo que foram aplicadas em
codornas europeias sdo apresentados no grafico 1. O método 1, que consistia em massagem
abdominal realizada no macho e coleta do contetdo expelido pela glandula para cloacais com
posterior aplicacdo nas fémeas, ndo apresentou resultados satisfatdrios pois, dos 49 ovos
incubados, nenhum apresentou fertilidade pds periodo de incubacédo de 18 dias.
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Gréfico 1- Total de ovos ferteis e inférteis (brancos) em relacdo ao total de ovos
produzidos por diferentes métodos de IA em codornas de corte Coturnix coturnix coturnix.

100 +
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M1 = massagem abdominal no macho; M2 = massagem abdominal na fémea.

A possivel explicacdo para os resultados apresentarem 100% de ovos brancos no
método 1 é devido a ndo existéncia de tumescéncia e posterior ejaculacdo quando executada a
massagem abdominal nos machos de codornas, lembrando que os espermatozoides das aves
sdo imoveis antes da ejaculagdo. Assim, com o impulso proprio da ejaculagdo, 0s
espermatozoides se tornam um veiculo de liberacdo de DNA, conforme indicado por Orsi et
al. (2007).

Assim, a massagem abdominal n&o tem presséo suficiente como a exercida durante a
ejaculagdo ndo dando viabilidade aos espermatozoides. Outro fator decorrente que pode ser
averiguado, é a utilizacdo de apenas matrizes de primeira geracdo (F1), se deve utilizar
machos de outro criatério ou matrizeiro, de modo a evitar consanguinidade que poderia
resultar em reducdo na producdo de ovos e indices de fertilidade e eclodibilidade.

J& no método 2, que consistia de execu¢do da monta natural dos machos nas fémeas
manequins, com posterior massagem nestas fémeas para coleta do conteddo depositado pelos
machos na cloaca e aplicagdo em novas fémeas, obteve-se um total de 4,88% de fertilidade
(Gréfico 1). O resultado obtido neste método abre a possibilidade de aprimoramento desta
técnica para aplicacdo de forma comercial, pois, como foi observada fertilidade em alguns
ovos, fica claro que houve a passagem de espermatozoides para as fémeas, necessitado de
mais estudos para viabilizar a fertilidade pelo método aplicado.
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A partir do estudo que foi realizado é possivel pontuar alguns quesitos que podem ser
aprimorados na execugdo do método 2 em estudos futuros, como por exemplo: (i) maior
tempo de exposicdo dos machos com as fémeas manequins, para que seja possivel a execucéo
dos cortejos dos machos sobre as fémeas viabilizando os picos hormonais necessarios; (ii)
altura consideravel das gaiolas para que tenha espaco suficiente para execucdo da copula; (iii)
temperatura do local de execucgdo para viabilizar a transferéncia do esperma entre as fémeas,
tendo em vista que os espermatozoides tem uma melhor sobrevivéncia em temperaturas de 7,2
a 12,8°C, que quando mantidos nos estremos de muito calor ou muito frio, de modo que
devemos evitar no ato da coleta o resfriamento excessivo do sémen.

Bakst & Bauchan (2015) dao énfase de que no método de inseminacdo artificial,
devem-se inseminar galinhas no periodo da tarde, assim reduzindo as chances de encontrar
um ovo com casca ja formada na regido uterina, facilitando o resultado em fertilidade elevada,
pois se a inseminagdo ocorrer no momento que antecede a ovo posicdo nas fémeas que irdo
receber o0 esperma, a passagem do espermatozoide pode ser dificultada.

Em codornas, assim como nas demais aves, o aparelho reprodutivo dos machos é
composto por testiculos, epididimos e ductos deferentes. Nas Figuras 1, 2 e 3 é possivel
observar os cortes histolégicos realizados nos machos com a finalidade de proceder a
identificacédo e localizagdo dos mesmos.

Segundo Lanna et al. (2013) entre machos de mesma espécie e linhagem, € similar a
producéo diéria de espermatozoides por grama de testiculo, sendo que o tamanho testicular é
altamente variavel entre individuos, proporcionando diferenca na producdo espermatica
diaria.

Na Figura 1 é possivel visualizar a identificacdo e localizacdo de espermatozoides no
testiculo de codornas europeias. Amoroso et al. (2008), avaliando aspectos reprodutivos em
codornas japonesas, verificou que o pico de atividade espermatogénica ocorreu entre 152 e 182

semanas.
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Figura 1 - ldentificacdo e localizagdo de espermatozoides nos testiculos de codornas

europeias (Coturnix coturnix coturnix).

2

Ap0s o0 espermatozoide ser formado nos testiculos, de acordo com Melo et al. (2018),
0 sémen, antes da sua ejaculacdo, € estocado no ducto deferente. Na figura 2 é possivel
visualizar a identificacdo e localizacdo de espermatozoides no ducto deferente de codornas
europeias. Em galinhas, mais de 90% da reserva de espermatozoides extra gonadais é contida
dentro do ducto deferente (Melo et al. 2018).

Franzo et al. (2008) discorrem que o epididimo em aves é uma estrutura de
importancia no transporte e estagios do metabolismo de espermatozoides, O epididimo de
galos (Gallus gallus domesticus) € funcionalmente importante no transporte dos
espermatozéides, na secrecdo e reabsorcdo dos fluidos e na remocdo de espermatozoides

degenerados (Franzo & Vulcani, 2010).

10




Research, Society and Development, v. 9, n. 4, e88942789, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i4.2789

Figura 2 - ldentificagdo e localizagdo de espermatozoides no ducto deferente de

codornas europeias (Coturnix coturnix coturnix).

Os ductos deferentes terminam dentro da cloaca como papilas, sendo estas, pequenas
projecOes originadas da parede lateral da cloaca. De acordo com Du et al. (2017), as papilas
correspondem ao oOrgdo copulador do macho. A identificacdo e localizacdo de
espermatozoides nas papilas dos ductos deferentes de codornas europeias podem ser

visualizadas na Figura 3.
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Figura 3 - Identificacdo e localizacdo de espermatozoide nas papilas dos ductos

deferentes de codornas europeias (Coturnix coturnix coturnix).

Amoroso et al. (2008) relata que a organizagdo anatdmica e histoldgica do testiculo da
codorna é semelhante a do galo doméstico e do pombo, ainda que a forma dos testiculos seja
analoga, o testiculo esquerdo é maior que o direito. Burrows & Quinn (1973) demonstraram
um método ndo invasivo, 0 método da massagem abdominal para fazer a coleta de sémen dos
machos de galinaceos. Esta técnica envolve em conter o macho e gentilmente massageé-lo na
altura do dorso da ave, movimentos leves direcionados da parte de tras das asas até a cauda
com massagens firmes e rapidas. Porém na producdo de codornas, esta técnica nao foi eficaz.

12
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A aplicacdo da técnica de IA tem enorme potencial se aplicada para aves em geral,
devido ao controle sobre a reproducdo e a sua relativa simplicidade. No entanto, a aplicacdo
comercial tem uma restricdo a alguns ndcleos de reproducdo da avicultura industrial. Se as
condicdes apresentarem Otimas instalacfes e manejo, espera-se da técnica de 1A uma melhoria
nos indices de fertilidade. Porém, a utilizacdo ou ndo da técnica estd sujeita a uma analise
econdmica, feita pelo balanco entre suas vantagens e desvantagens em relacdo ao
acasalamento natural (Kang et al. 2016).

Sasanami et al. (2015) relatam que a aplicacdo da 1A, quando comparada a monta
natural, apresenta algumas vantagens como eliminacdo de acasalamento preferencial, a
reproducdo de linhagens comerciais de monta dificil ou impossivel, diminuigdo do nimero de
machos pelo mesmo de fémeas (reducdo de 7- 10% para 2- 3%), maior descendéncia dos
machos de alto valor genético levando a um maior progresso de selecéo, elevacao os niveis de

fertilidade garantindo que todas as fémeas foram inseminadas.

CONCLUSOES

Os métodos utilizados na coleta de sémen e inseminacdes artificiais aplicados
obtiveram indices indesejaveis, logo apresentando-se métodos ndo viaveis, como forma de
manejo reprodutivo em codornas. Em estudos futuros e com o aperfeicoamento da técnica
utilizada no método 2, acredita-se que apresentara resultados desejaveis. A realizacdo dos
cortes histologicos mostrou-se eficiente na identificagéo e localizacdo dos espermatozoides no

aparelho reprodutor masculino de codornas europeias.
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