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RESUMO

O acesso ao tecido testicular paraestudos sobre amorfofisiol ogiaem aves pode ser realizado por meio daeutanasia
do animal ou por bidpsiatesticular incisional. A bidpsiatesticular incisional, além de tornar desnecessario o sacrificio
do animal, é um procedimento conservativo da capacidade reprodutiva, que permite tracar parametros de grande
importanciaparaareproducédo, além de diagndsti cos de alteractes na producéo de espermatozoides, como oligospermia
ou azospermia. No entanto, em aves monomorficas essas pesquisas apresentam a dificuldade extra da diferenciacéo
externa do sexo pré-cirdrgica. O presente trabal ho objetivou averiguar a viabilidade e confianca do teste de sexagem
por meio da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) associada a técnica de biopsia testicular incisional, através de
celioscopia, em periquitdo-maracana (A. leucophthalma) com o intuito de acessar tecido testicular suficiente para o
desenvolvimento de pesguisas com morfofisologia reprodutiva com sobrevida do animal. Foram utilizados 14
periquitdes-maracands machos, previamente sexados pelatécnicade PCR. Esses animaistiveram seu sexo confirmado
cirurgicamente pelo processo de celioscopia e sofreram bidpsia testicular incisional conduzida ao longo das quatro
estacdes climéticas do ano, suprindo adequadamente a necessidade de material para verificagdo histolégica da
dinadmica da espermatogénese em A. leucophthalma.
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ABSTRACT

Testicular biopsy of white-eyed parakeet (Aratinga leucophthalma Muller, 1776) after sexing
test by PCR

Theaccessto testicular tissue for studies of morphophysiology in birds can be accomplished through the euthanasia
of theanimals or by incisional testicular biopsy. Incisional testicular biopsy makes animal sacrifice unnecessary and
isaprocedure that preserves the reproductive capacity and allows to establish parameters of great importance for the
reproduction and also to diagnose changes in sperm production, such as oligospermia or azoospermia. However in
monomorphic birds, these studies present the extra difficulty of pre-surgical sex differentiation. The present work
aimed to analyze the viability and the accuracy of sex test using the polimerase chain reaction (PCR) associated with
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incisional testicular biopsy using celioscopy, in white-eyed parakeet (A. leucophthalma) to access enough testicular
tissue for the development of researches on reproductive morphophysiology. Fourteen male white-eyed parakeets
weretested for sex determination by PCR technique and used in the experiment. These animalshad their sex confirmed
surgically by celioscopic process and underwent incisional testicular biopsy along the four seasons of the year,
providing adequate material for histological verification of spermatogenesis dynamicsin A. leucophthalma.

Key words: Aratinga leucophthalma, testicular biopsy, PCR

INTRODUCAO

As aves, em sua maioria, caracterizam-se morfo-
|ogicamente pela exuberancia de suas cores e pelo for-
mato das penas, principalmente do macho, que utiliza
esta caracteristica como um atrativo para as fémeas no
periodo reprodutivo. Porém, algumas espécies nédo apre-
sentam um marcado dimorfismo sexual, seja esse tempo-
rério, como observado durante afase jovem davida de
alguns passeriformes, ou definitivo, como namaioriados
psitacideos (Collar, 1997; Sick, 1997). A Aratinga
leucophthalma enquadra-se dentro do Ultimo grupo,
apresentando cabecaem formaoval, cor predominante-
mente verde, com algumas penas vermelhas nas faces
laterais da cabeca, do pescoco, das asas e do bico de cor
clara, caracteristicas essas comuns em ambos 0S Sexos
(Sick, 1997; Ruschi, 1979). Esta ave ndo se encontrana
lista de animais ameacados de extingdo (IBAMA, 2006;
CITES, 2006).

A reproducdo em cativeiro de aves silvestres, em es-
pecial as que se encontram em risco de extingéo, € essen-
cial para a formacg&o de um plantel que possa vir a ser
utilizado em programas de repovoamento. Dessaforma, a
determinacdo do sexo em aves monomérficas é funda-
mental para 0 sucesso reprodutivo. Varias metodologias
podem ser empregadas na diferenciac@o sexual de aves
monomorficas, dentre elas celioscopia, andlise citoge-
nética, andlise de horménios, diagnostico por imagem e
andlisede DNA.

Um dos métodos de sexagem de aves mais confiaveis
€ o de identificacdo direta da gbnada através de celios-
copia, porém limitado em avesjovens ou que apresentam
grande acimulo de gordura intracelomatica (Raso &
Werther, 2004). Essatécnicaincorre aindaem riscos, como
hemorragias, acidente anestésico, infeccoes e formacdo
de enfisema subcutaneo pés-cirdrgico (Taylor, 1994).

A analise citogenética do sexo € baseada na
cariotipagem e identificagdo do cromossomo W, que é
restrito as fémeas das aves. Nessa técnica, € necessério
identificar os cromossomos na fase metafésica, os quais
s8o contados, medidos e morfologicamente analisados
(Giannoni et al., 1986). Essaéumatécnicaprecisa, porém
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trabalhosa e demorada, podendo levar até 20 dias paraa
obtencdo dos resultados (Giannoni et al., 1986; Lucca &
Rocha, 1992).

A sexagem de aves por andlise de hormonios baseia-
se na identificacdo da relacdo estrogeno x testosterona,
presente nacirculagdo sanguineaou nas fezes. Em ambos
0s casos hé limitac&o da técnica as aves adultas em peri-
odo reprodutivo. Essa técnica apresenta ainda resulta-
dosndo totalmente confiaveis, emboraaandlisefeca apre-
sente agrande vantagem de n&o ser invasiva, ndo subme-
tendo, dessa forma, as aves ao estresse de contengéo
(Dias, 2003).

Astécnicas de sexagem por imagem em aves sdo ain-
dalimitadas e pouco precisas. O uso da ultrassonografia
transcloacal permite aidentificacéo do oviduto esquerdo
em aves de rapina e pinguins adultos (Hildebrandt et al.,
1995; Hildebrandt et al., 1996). Grando (2002) sugere a
sexagem com a utilizagdo de tomografia por ressonancia
magnéticanuclear em A. leucophthalma, emboraconclu-
indo pela eficiéncia datécnica, seus resultados foram li-
mitados somente para a observac&o de gbnadas bem de-
senvolvidas em animais adultos. Estatécnicaincorreain-
da em riscos de acidentes anestésicos e limita-se a equi-
pamentos caros e ndo portéteis.

A sexagem por meio do DNA baseia-se naReagdo em
Cadeiade Polimerase (PCR), umatécnica extremamente
confiavel e pouco invasiva. Essatécnicautilizaprimers
de dois genes conservados CHD: o CHD-W, que locali-
Za-se no cromossomo W e, portanto, é restrito as féme-
as, e 0 CHD-Z, presente em machos e fémeas. Os primers
utilizados amplificam umabandanos machos ZZ e duas
bandas nas fémeas ZW, as quais apresentam diferentes
comprimentos pela presenca de introns (Griffithset al.,
1998). Assim, essatécnicaconsiste naextragéo e ampli-
ficac&@o de segmentos especificos do DNA da amostra,
correspondentes aos genes CHD-W daFémeae CHD-Z
do macho e da fémea, estes séo entdo depositados so-
bre colunas de gel polimerizado de poliacrilamidae sub-
metidos a eletroforese de 80 v, 0 que separa especifica-
mente esses fragmentos em bandas identificaveis
(Griffithsetal., 1998).
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Segundo véarios autores, um ciclo sazonal reprodutivo
€ reportado em vérias espécies de aves, mesmo aquelas
tropicais (Immelmann, 1971; Ruschi, 1979; Sick, 1997). Em
reflexo a essa sazonalidade reprodutiva é observado um
ciclo testicular, bastante evidente em A. leucophthalma
(Peixoto, 2006). Estudos pertinentes a esse ciclo testicu-
lar so escassos, porém de grande importancia no desen-
volvimento de programas em reproducdo nesses animais.
Para os estudos basi cos sobre aanatomiaefisiologiates-
ticular, 0 acesso ao tecido testicular pode ocorrer por meio
daeutanasiado animal ou por bidpsiatesticular incisional .
A biopsiatesticular incisional, além de tornar desneces-
sario o sacrificio do animal, € um procedimento conserva-
tivo da capacidade reprodutiva. Assim, a biopsia testicu-
lar incisional permitetracar par@metros de grandeimpor-
tanciaparaareproducdo, além de diagnosticos de altera-
¢des naproducéo de espermatoz6i des, como oligospermia
ou azospermia (Crostaet al., 2002; Gui&o-L eite & Paula,
2003; Bittencourt et al., 2004; Azevedo et d ., 2006; Gui&o-
Leiteet al., 2006; Mascarenhaset al., 2006).

O presente trabalho objetivou a descri¢do da técnica
debidpsiatesticular incisional através de celioscopiaem
periquitdo-maracana (A. leucophthalma) ao longo das
estacdes climéticas do ano, com o intuito de obter tecido
testicular suficiente para o desenvolvimento de pesqui-
sas em morfofisol ogiareprodutiva com sobrevidado ani-
mal. Objetivou aindaconferir aviabilidade e confiangado
teste de sexagem por meio da reacdo em cadeia de
polimerase (PCR).

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados 36 periquitdes-maracanas (A.
leucophthalma), com diversas idades, alocados no Cen-
tro de Triagem de Animais Silvestres da Universidade
Federal deVigosa(CETAS-UFV). Osanimaisforam manti-
dos em recinto comunitério, delimitado por telade arame,
com dimensdes de 4,76 m de comprimento, 2,50 m delar-
gurae 2,50 mdealtura. Todas asavesforam identificadas
com anilhas de metal humeradas ao redor do tarsome-
tatarso direito.

Os animais receberam alimentacéo a base de mistura
de sementes como girassol, amendoim, milho elentilhas,
frutas diversas, além de dgua ad libitum. Por se tratar de
animais pertencentes afaunabrasileira, o experimento foi
conduzido com autorizaggo do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA),
licencan®447/05-NUFAS/MG, processo n° 02015.016298/
05-59. O presente projeto de pesquisa foi submetido e
aprovado pela Comissio de Etica do Departamento de
Veterindriada Universidade Federal de Vicosa (protocolo
n° 84/2005).
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Coleta de sangue e extracdo de DNA para
sexagem por PCR

Todos os animais foram sexados por meio da reacdo
em cadeiade polimerase (PCR). Paracoletade material e
amplificacdo do DNA, cada ave foi contida fisicamente
com auxilio de uma toalha, com posterior exposi¢ao do
membro pélvico direito. Apos anti-sepsialocal, foi feita
uma seccdo na extremidade distal da unha do dedo trés
para coleta de duas gotas de sangue, que foram coloca-
das em tubos ependorf contendo 500 uL de etanol abso-
luto. O material foi armazenado em freezer a-60 °C até o
momento das andlises. Apds a coletado sangue, foi reali-
zadahemostasiano local com aplicacdo topicadecristais
de nitrato de prata.

AsextracOes do DNA foram processadas utilizando-
se o detergente CTAB (brometo de cetiltrimetil ambnia)
a partir de modificac@es do protocolo de Boyce et al.
(1989) no Laboratdrio de SisteméticaMolecular do De-
partamento de BiologiaAnimal da Universidade Federal
de Vicosa. Um pequeno fragmento do sangue ja coagu-
lado foi colocado em um tubo ependorf contendo 500 L
de CTAB (cada 200 mL dasolugéo de CTAB contém 160
mL de H20; 16,36 g de NaCl; 400 mL de b-mercapto-
etanol; 20 mL de solucdo a1M de Tris-HCl em pH 8,0; 8
mL desolugdo a0,5 M de Na2EDTA em pH 8,0; e4 g de
CTAB) e macerado com auxilio de pistilo. Essamistura
foi posteriormente incubada em banho-maria Fanem a
60 °C durante uma hora, sendo a suspensdo misturada
com um vortex em intervalos de 20 minutos para uma
acdo mais eficiente do detergente na ruptura das mem-
branas celulares.

Apdsesse periodo, o material foi centrifugado a14.000
rotacBes por minuto por dois minutos em centrifuga
Eppendorf®, e o sobrenadante, cercade 450 pL, foi trans-
ferido com o auxilio de uma pipeta paraoutros tubos con-
tendo 500 pL decloroférmio:acool isoamilico (1:24). Essa
solucéo foi homogenei zada manual mente e posteriormen-
te, centrifugadaa 13.600 rotagdes por minuto, durante 15
minutos, para precipitar as proteinas nainterface entre o
CTAB eodcool isoamilico. Apds esse momento, ocorrea
formacgdo de duas fases, separadas por uma interface
esbranquicadasemel hanteaumapelicula. O sobrenadante
dessa solucéo foi transferido para um terceiro conjunto
detubos contendo 250 uL de propanol resfriado (-20°C),
homogeneizado e mantido por um periodo minimo de 30
minutosem geladeira (4 °C). Essaetapa permitiaestocagem
até o dia seguinte.

Passado esse periodo, os tubos foram centrifugados
a 13600 rotagdes por minuto, por 30 minutos, paraque o
DNA precipite no fundo do tubo, o qual se adere ao tubo
e pode ser visualizado como um “pellet” ap6s duas lava-
genscom etanol 75 e 100%.
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Finalmente, o material foi secado atemperaturaambi-
ente e depois ressuspendido em Tris-HCI- EDTA pH 8,0
(filtrado e estéril). O materia foi estocado a—20 °C até o
momento daamplificacéo.

Amplificacdo do DNA

Para cada amostra, foi preparada uma solugéo con-
tendo 14,3 pL de dgua milli-Q, 2 pL de tampéo da Taq
polimerase 10x, 0,3 uL. deMgCl., 0,2 uL dedNTPs, 0,2 L
de Taq polimerase, 1 pL de primer P8 (5°-
CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3') e de P2 (5'-
TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3')al0mM el uL de
DNA do animal a ser sexado. Asreacdes foram executa-
das num termociclador MJ Research® (PTC100), onde
passaram por 30 ciclos de desnaturac&o a 95 °C, duran-
te 30 segundos, seguido por um ciclo de anelamento a
47 °C por 30 segundos, e um ciclo de extensdo a 72 °C,
por 30 segundos.

Eletroforese e revelacdo do gel

Apodsaamplificacdo do DNA, asamostrasforam car-
regadasem géis (13 x 17 cm) de poliacrilamida6% (14,63
mL de aguaultrapura; 6,0 mL de bisacrilamida30%; 5 mL
TEB5x; 12,5i1L TEMED; e250iL PSA 10 %) feitosutili-
zando-se duas placas de vidro. Uma vez polimerizados,
osgéisforam montados em cubas verticais contendo TEB
1X. O gel foi carregado com 6 iL de amostra adicionados
de4iL detampéo deamostra(Azul de Bromofenol 0,12%
e Xileno Cianol 0,12%, dissolvidosem TEB 5x), carrega-
dos em cada canal eta e submetidos a corridas de aproxi-
madamente quatro horas, a uma voltagem de 80V, para
separacdo de bandas especificas de fragmentos de DNA
por eletroforese.

Ap0s esse periodo, o gel foi fixado em solugéo con-
tendo 10% de etanol absoluto e 0,5% de &cido acético por
um periodo de 10 minutos. Posteriormente, foi impregna-
do com solugdo abase de AgNO, 0,2%, durante 10 minu-
tos, lavado em éguadeionizada por 30 segundoserevela-
do em solucéo a 3% de NaOH e 0,6% de formol. Para
interromper arevelagdo, utilizou-se o fixador supracitado
por aproximadamente 30 segundos. Finalmentefoi reali-
zadaadesidratacéo do gel em alcool 50% efeito amonta-
gem sobre placade vidro recobertacom |aminade plasti-
co, permanecendo atemperatura ambiente até que secas-
se totalmente. Em seguida, o gel foi visualizado sob luz
ultravioleta.

Bidpsia testicular

Os procedimentos de bidpsiatesticular foram condu-
Zidos nas seguintes datas: 06/02/2006, 11/05/2006, 16/08/
2006 e07/11/2006, correspondendo ao periodo intermedi-
ario das estagdes de verdo, outono, inverno e primavera,
respectivamente.
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Quatorze dos animais sexados como machos foram
distribuidos em quatro grupos de animais adultos, de
formaal eatriaparao procedimento de bidpsia, nas épo-
cas correspondentes a primavera (n = 4), verdo (n = 4),
outono (n = 3) einverno (n = 3). Essas aves tiveram o
testiculo esquerdo biopsiado por meio de celioscopia.
Paratal, apos jejum de quatro a seis horas, os animais
foram submetidos a anestesia inalatéria com o uso de
isofluorano, através de circuito aberto de oxigénio com
0 uso de mascaras especificas. Uma vez anestesiado, 0
animal foi pesado em balancadigital e acomodado sobre
bolsatérmica (40 °C), em decUbito lateral direito. Asasas
foram imobilizadas dorsalmente, e o membro pélvico es-
querdo tracionado cranialmente, por meio defita adesi-
va. Foi feitaumaincisdo naregiéo formadapor um trian-
gulo virtual, tendo como vértices o fémur esquerdo, o
pubis e a Ultima costela.

Para preparo do campo cirdrgico foram removidas as
penas do local e procedidaanti-sepsiacomiodo polivinil
pirrolidona. Posteriormente, foi realizada uma pequena
incisdo de pele, e com umatesourade pontafinaamuscu-
laturaabdominal foi divulsionada paraacesso acavidade
celomética. Paravisualizagdo interna, foram utilizadosum
otoscépio veterinario Welch-Allyn® com lampada
halogénica produtora de luz fria e uma espécula de
polipropileno de 4 mm de didmetro, devidamente esterili-
zadaem solucdo de Germekil® e lavada com solucao fisio-
|6gica. A partir daincisdo, aespéculafoi introduzidaatra-
vés do saco aéreo abdominal caudal, visualizando a
gbnada esquerda.

A bidpsia foi realizada com uma pinca propria,
introduzida paralela a espécula, coletando um pequeno
fragmento testicular perpendicularmente ao eixo longitu-
dinal dotesticulo esquerdo e em suaextremidade cranial,
evitando possiveis lesdes em epididimo e ductos defe-
rentes. Foram realizados dois planos de sutura: ha mus-
culatura, com pontos simples separados; e na pele, com
ponto intradérmico continuo com extremidades embuti-
das, utilizando fio absorvivel sintético poliglactina 910
(Vicril®2,0—Ethicon).

O procedimento pos-cirrgico envolveu tratamento
local e aplicacéo de 15 mg/kg de Enrofloxacina2,5% via
intramuscular, como agente antibi6tico, umavez ao dia,
durantetrésdias, e de4 mg/kg de Flunixim megluminevia
intramuscular, como agente antiinflamatério, umavez ao
dia, durantetrés dias.

ApOs a coleta, os fragmentos testiculares foram
imersos imediatamente em solugéo fixadora Karnovsky
(paraformaldeido 4% e glutaraldeido 4%) em tampao
fosfato 0,1 mol L* pH 7,4 atemperaturaambiente, sendo,
posteriormente, encaminhados para 0 processamento
histol 4gi co.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Um dado importante para o estudo da dindmica
populacional é o conhecimento do nimero de pares de
aves potencialmente reprodutoras em umapopul acéo, que
pode ser avaliado pelo conhecimento da razéo macho/
fémea. 1sso € critico em aves ameagadas de extingdo e,
principalmente, naguelas que assumem comportamento
monogamico, umavez que o disparate narazdo entre se-
x0s pode afetar drasticamente o tamanho da préxima ge-
racdo. Se um sexo € maisfreqliente que outro, isso implica
gue o nimero de casais estara limitado pelo sexo com
menor nimero deindividuos (Miyaki et al., 1998).

A Unica estimativa da razdo sexual em populagéo de
psitacideos neotropicais de vida livre foi realizada por
Guedes apud Miyaki et al. (1998), ao longo de cinco anos
de coletas de amostras de sangue de filhotes de
Anodorhynchus hyacinthinus no Pantanal (BR), no peri-
odo em que ele encontrou umarazéo proximade 1:1. No
presente trabalho, com animais recebidos no Centro de
Triagem deAnimais SilvestresdaUFV, foi encontradauma
razéo macho/fémeadeA. leucophthalma de 1,25:1: ousgja,
foram sexados 20 machos e 16 fémess.

Neste trabalho foi usada a técnica de sexagem
baseada na Rea¢@o em Cadeia de Polimerase (PCR),
conforme descrito por Griffithset al. (1998), utilizan-
do primers comerciais de dois genes conservados
CHD (cromo-helicases ligantes de DNA): P8(5 -
CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3') e P2(5-
TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3'). O gene CHD-W loca
liza-se no cromossomo W e, portanto, € restrito as féme-
as, e 0 CHD-Z esta presente em machos e fémeas. Esta
técni caconsagrou-se a0 permitir asexagem do Ultimo exem-
plar de ararinha-azul (Cyanopsitta spixii) emvidalivrea
partir de penas encontradas no ambiente daave (Griffths
& Tiwari, 1995). Conforme o encontrado por Myiaki et
al. (1998) e Griffithset al. (1996), os primers utilizados
amplificaram uma banda nos machos ZZ e duas bandas
nas fémeas ZW, as quais apresentam diferente compri-
mento pela presenca de introns, conferindo reproduti-
bilidade e confiabilidade desta técnica na sexagem de A.
leucophthalma (Figura 1).

A determinacédo do sexo em aves monomorficaséain-
da fundamental para o sucesso reprodutivo de espécies
silvestres mantidas em cativeiro. A sexagem baseada no
método de PCR é de grande valia para os projetos de
reproducdo em cativeiro, umavez que é rapida, segurae
pouco invasiva, conferindo certezado correto pareamento
das aves, ja que muitas chegam aformar e se comportar
como casal, mesmo sendo do mesmo sexo.

Estatécnica é de grande importancia, ou mesmo revo-
lucionériaparaas préticas de reproducao assistidaem aves
monomorficas. Dessa forma, 14 periquitdes-maracanas
machos, previamente sexados pelatécnicade PCR, tiveram
seu sexo confirmado cirurgicamente pelo processo de
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Figura 1 - Gel de poliacrilamida demonstrando padréo de 1
banda (seta branca) para o sexo masculino (M) e 2 bandas (seta
preta) para o sexo feminino (F), seguidos do nimero de
identificacdo de parte dos individuos de A. leucophthalma
utilizados no trabalho. NEG — control e negativo da el etroforese,
POS—controle positivo daeletroforese, | —sexo ndo identificado,
devido ausénciade DNA.

celioscopiae bidpsiatesticular. A bidpsiatesticul ar, apesar
de ser excelente método de acesso amaterial para pesqui-
sa, € pouco utilizada devido ao receio de ocasionar efeitos
deletérios naproducado espermética, diretaou indiretamen-
te, pela producdo de anticorpos antiespermatozoides. No
entanto, estudos recentes dos efeitos da biopsia testicular
em mamiferos e aves demonstraram que areducdo da pro-
ducao de espermatozdides ou ndo ocorre, ou é apenastran-
sitéria, ndo interferindo na capacidade reprodutiva dos
animais (Attiaet al., 2000; Crostaet al., 2002; Crostaet al.,
2003; Mascarenhaset al., 2006). Por essarazao, esse méto-
do decoletade material poderiaser utilizado como método
de eleicdo para o estudo da fisiologia e patologias
reprodutivas em animai s domésticos e selvagens, umavez
que fornece material suficiente para andlise histolégica
(Lopateetal., 1989; Threlfall & Lopate, 1993; Attiaet al.,
2000; Crostaet al., 2002; Crostaet al., 2003; Guido-Leite &
Paula, 2003; Bittencourt et al., 2004; Azevedo et al ., 2006;
Mascarenhaset al., 2006).

A biopsiatesticular também se destacano cenério das
pesquisas que envolvem conservacdo de animais silves-
tres, umavez que ndo soO preservaavidado anima como
também a capacidade de producéo de células germinativas
viéveis. Os estudos acerca do material testicular oriundo
da biopsia possuem ainda grande potencia de informa-
¢do para 0 desenvolvimento de protocolos de reprodu-
¢30 assistida que poder&o, de maneiramuito direta, con-
tribuir decisivamente na conservagdo destas espécies.

Segundo Crostaet al. (2002), a biopsiatesticular de-
veria ser limitada ao periodo de repouso sexual, quando
ostesticul os encontram-se diminuidos de tamanho e me-
nos vascularizados. Porém, essa restri¢éo ao periodo de
quiescénciatesticular restringiria as pesquisas envolven-
do adinémicadaespermatogénese aum Unico periodo do
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ano. No presente trabalho, foi possivel realizar abidpsia
testicular ao longo das quatro estacoes climéticas.

As bidpsias testiculares efetuadas ao longo das qua-
tro estacGes climéticas do ano permitiram a verificagdo
histol6gica da dinamica da espermatogénese em A.
leucophthalma, com resultados inéditos comprovando
marcadareproducado sazonal nestaespécie. Taisinforma-
¢Oes serdo utilizadas como base para o desenvolvimento
de técnicas de reproducdo assistida em cativeiro, ndo so
nesta espécie como em outras de psitacideos, de forma
especial naguelas em risco de extingao.

CONCLUSOES

A técnica de reacéo em cadeia de polimerase (PCR)
demonstrou 100% de confiabilidade quanto aos resulta-
dos da sexagem de machos de A. leucophthalma.

A biopsia é um excelente método de coleta de tecido
testicular in vivo, podendo ser realizada nas quatro esta-
¢oes climéticas do ano, provendo material suficiente para
pesquisas sobre a morfofisiologia testicular em A.
leucophthalma.

A associagdo das duas técnicas revelou ser excelente
combinagdo para os estudos relacionados a reproducéo
assistida, principalmente aqueles envolvendo aves sem
marcado dimorfismo sexual.
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