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RESUMO

A ema e uma ratita silvestre com importancia cientifica e grande potencial zootécnico,
especialmente se considerado o atual estado de desenvolvimento do setor avicola brasileiro
onde pesquisas voltadas ao incremento da produtividade da agropecuaria brasileira assumem
grande relevancia. Estudos com anexos fetais e desenvolvimento embrionario sao
importantes, pois podem evidenciar informagdes imprescindiveis ao manejo reprodutivo e
nutricional dos animais. O presente estudo foi desenvolvido levando em consideracdo a
auséncia de informacGes sobre a morfologia dos anexos fetais em emas, objetivando-se
estabelecer um modelo padréo para os anexos nesta espécie. Ovos de emas foram incubados de
zero a 36 dias (3, 6, 9, 12, 15, 21, 24, 27, 30, 33, 36) e foram realizadas as caracterizagdes
macroscopicas e microscopicas dos seus anexos embrionarios. Ao término do experimento
constatou-se que o padrdo de desenvolvimento observado em emas é similar ao de outras
aves. Histologicamente observou- se que todos 0s anexos embrionarios possuem camadas de
folhetos germinativos: ectoderme, mesoderme e endoderme em sua constituig&o.

Palavras-chave: Desenvolvimento embriondrio e fetal. Avicola. Ratitas silvestres.
Microscopia.



ABSTRACT

The greater rhea is a wild ratite with scientific importance and great potential and
zootechnical value, especially considering the current state of development of the Brazilian
poultry sector, where research aimed at increasing the productivity of Brazilian agriculture is
relevant. Studies on fetal attachments and embryonic development are important, as they can
provide essential information concerning reproductive and nutritional animal management.
The present study was developed considering the lack of information on the morphology of
fetal attachments in rheas and aiming to establish a standard model for fetal attachments in
this species. Rhea eggs were incubated from zero to 36 days (3, 6, 9, 12, 15, 21, 24, 27, 30,
33, 36) and macroscopic and microscopic characterizations of their embryonic attachments
were performed. At the end of the experiment, the findings indicate that the development
pattern observed in rheas is similar to other birds. Histologically, all embryonic annexes
exhibit germ layers, namely the ectoderm, mesoderm and endoderm.

Keywords: Embryonic and fetal develompment. Poultry. Wild ratites. Microscopy.



LISTA DE FIGURA

Figura 1 - Os anexos embrionarios de aves, a disposicdo desses e o inicio do desenvolvimento
T 010 T AT ] =TT F PR 19
Figura 2 - Exemplares de Rhea americana Linnaeus, (1758)........ccccvcvrirnieniininiinnesieeseeniens 28

Figura 3 -Incubadora utilizada na para chocagem d0S OVOS..........cccuevveieiieeresie s 29



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CEMAS Centro de Multiplicagdo de Animais Silvestres

CEUA Comisséo de Etica no Uso de Animais

CFMV Conselho Federal de Medicina Veterinaria

CPVSA Centro de Pesquisas Vegetais do Semi-Arido

IBAMA Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
ICMBIo Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade

IUCN International Union for Conservation of Nature

MET Microscopia Eletrénica de Varredura

MEV Microscopia Eletronica de Transmisséo

UFERSA Universidade Federal Rural do Semi-Arido



SUMARIO

L INTRODUGAOD ..ottt sttt ettt n sttt 11
2 OBIETIVOS ...ttt sttt ettt b et bbbt n ettt ne et 13
2.1 ODJEUIVO GEIAL.....ciiiieiee e 13
2.2 ODjJEtiVOS ESPECITICOS ... .euieeiieiieiiite et 13
3 FUNDAMENTAGAO TEORICA ..ottt sssessesesas 14
3.1 Rhea Cultura NO BrasSil ..........ccoiiiiiiiiei s 14
3.2 Morfologia dos Orgaos reprodULIVOS ...........cuieieiiirieiee e 15
3.3 Desenvolvimento embrionario e anexos eMbriONArIiOS. ........ccocviereiieieieninieseeeeen 17
3.3.1 . SACO VITEITNICO ..ottt enes 19
3.3.2 AMNIO 1.ttt 21
KT O B0 N -T2 ] o [ S PPR 23
KT 20 o 1 o TSP 25
4 METODOLOGIA. ...ttt sttt re et st se ettt enearenrens 27
I I ot | o (o= g [0 TSy =T =T o OSSPSR 27
4.2 Animais, bioética e protocolo @aNESESICO.........cvueierierierere e 27
A 114 USSR 27
A =T o= oF: WSO PRR 28
4.2.3 Procediment0 @NESLESICO.......cuuieieieieiie ittt ee ettt sttt e et bbb reeneenes 28
O 0] 1] - SRR 29
4.4 Caracterizacdo macroscopica dos anexos fetais..........ocoovverriiieieinc e 30
4.5 Caracterizacdo microscopica dos anexos fetais..........ccocvvvvverviiiieeieresesese e 30
4.5.1 MICrOSCOPIA UE TUZ....c.viieeiieeee ettt sae e 30
4.5.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV) ........ccooooiiiiiiiie e 31
4.5.3 Microscopia eletronica de transSmisSE0 (MET) ......cooiiiiiiiiiiniiiseeeiee s 32
REFERENCIAS ..ottt 34
APENDICE A = ARTIGO L ..o eees s sttt n s enaaneens 42
APENDICE B = ARTIGO 2 ...ooeeeeeeeeeeeeee e enes s st nen s 58
ANEXO A-SISTEMA DE AUTORIZAQAO E INFORI\/IA(;AO EM
BIODIVERSIDADE (ICMBIO) ....uveiiiiiiiest ettt snaesnaenee s 72

ANEXO B — PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUAIUFERSA) ..ovccooeeeeeveeeoesseesseesseseesessessessessssesseessssssesseessesssssssesssssssssssoessesssesseessesseees 75



ANEXO C - COMPROVANTE DE SUBMICAO: ARTIGO DE REVISAO
ANEXO D - COMPROVANTE DE SUBMICAO: ARTIGO PRINCIPAL ..

ANEXO E - COMPROVANTE DE SUBMICAO: ARTIGO COMPLEMENTAR .......



11

1 INTRODUCAO

A ema, Rhea americana Linnaeus, 1758 pertence ao Filo Chordata, Classe Aves,
Ordem Rheiformes, Familia Rheidae e Género Rhea, nativas geograficamente da Argentina,
Bolivia, Brasil, Paraguai, Uruguai (IUCN, 2016), sdo consideradas aves de grande porte, e
quando adultas podem pesar até 36 kg (SANTQOS, 1990).

As emas pertencem ao grupo das Ratitas por isso possuem algumas peculiaridades,tais
como, os musculos peitorais pouco desenvolvidos, auséncia de quilha no 0sso esterno,
incapacidade de voar, capacidade de separar urina e fezes e auséncia da glandula uropigiana.
Essas caracteristicas diferenciam esses animais de outras aves, inserindo-as no grupo das
Ratitas (FOWLER, 1991). Por pertencerem ao grupo das Ratitas e apresentarem as
caracteristicas descritas anteriormente, elas também se aplicam aos avestruzes e emus.
Santos et al. (2011) justificam a semelhanca morfologica desses animais a proximidade
evolutiva dessas espécies.

Segundo Thierry et al. (2013) o estudo do desenvolvimento embrionario animal
possibilita acesso a informagbes muito importantes sobre as espécies, tornando possivel
identificar possiveis problemas no manejo alimentar e alteragdes comportamentais do animal
durante o periodo de incubagdo dos ovos, como também, identificar problemas associados a
condi¢des ambientais e alteragcbes hormonais ou problemas oriundos de estresse (OUYANG
etal., 2012).

Nessa mesma linha de estudo, Almeida et al. (2015) relataram que estudos
caracterizando o desenvolvimento embrionario em aves facilitam a aplicacdo de técnicas de
reproducdo como a incubacdo artificial, além de contribuir para o conhecimento da
mortalidade embrionaria. Considerando ainda o acentuado desenvolvimento do setor avicola
nos ultimos anos se faz importante a realizacdo de pesquisas que busquem aproveitar de
maneira eficiente o periodo produtivo e reprodutivo das aves, determinando as melhores
condi¢cdes de manejo afim de evitar prejuizos ao longo do desenvolvimento embrionario
(GROFF et al., 2017).

Apesar da relevancia das pesquisas feitas desde o desenvolvimento embrionéario que
sdo especificadas pelos autores citados, ainda sdo escassos 0s estudos sobre 0S anexos
embrionarios de emas com idades entre zero a 36 dias de desenvolvimento embrionério e,
sobretudo, néo se tem registros de estudos sobre as modificagcbes que ocorrem em seus anexos
embrionarios ao longo do processo de incubacéo.

Portanto, a finalidade do projeto foi caracterizar os anexos embrionarios (amnio, corio,
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alantoide e saco vitelinico) de emas em diferentes dias de incubacdo natural, mas
considerando a faixa entre zero a 36 dias de desenvolvimento embrionario, disponibilizando
a comunidade cientifica informacdes importantes para incubacéo artificial eaté mesmo para a

producdo em cativeiro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Descrever a morfologia dos anexos embrionarios e fetais de emas, Rhea americana

Linnaeus, 1758 nos 36 primeiros dias do desenvolvimento embrionario.

2.2 Objetivos especificos

v" Descrever macroscopicamente os anexos embrionarios e fetais de emas, considerando
a faixa entre 0 e 36 dias de incubacé&o.

v Descrever com base em técnicas de microscopia de luz convencional, microscopia
eletrobnica de varredura e microscopia eletrdnica de transmissdo 0S anexos
embrionarios e fetais de emas, considerando a faixa entre zero a 24 dias de incubacéo.

v" Descrever morfometricamente os ovos e 0s embrides de emas.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 Rhea Cultura no Brasil

Segundo Carrer (2000) no ano de seu estudo, a producdo de emas era direcionada a
producdo de carne no continente europeu, sendo esse um mercado focado na qualidade e
sanidade desse produto. O autor também descreveu algumas caracteristicas dessa carne, tais
como: bom perfil lipidico, valor caldrico inferior ao encontrado na carne bovina, suina ou de
frango, elevado teor protéico, baixo teor de gordura intramuscular, como também o beneficio
de ndo transmitir zoonoses parasitarias e boa aceitacdo do consumidor. Todas as
caracteristicas ressaltadas neste estudo possibilitaram a divulgacdo da carne de emas também
para produtores brasileiros, sendo visto como um produto saudavel e como uma nova opc¢ao
de consumo da carne vermelha.

Em um manual pratico denominado Rheacultura - criacdo de emas, Silva (2001)
descreveu praticas de nutricdo, reproducdo, manejo e enfermidades para com esses animais.
Foi relatado que no ano de 2001 a criacdo de emas em cativeiro despertou interesse dos
empreendedores no Brasil, tendo em vista o alto valor comercial de seus subprodutos, tais
como, carne, couro, pena, gordura e ovos, pois esses geraram perspectiva de bom lucro.

Conrado et al. (2007) em um estudo de eletroforese das proteinas plasmaticas de emas
afirmaram em sua pesquisa que a rheacultura (criacdo de emas) estava aumentando no Brasil,
mas que ainda ndo existiam informacdes suficientes sobre a espécie e nem um numero
satisfatorio de médicos veterinarios especializados na area. Apesar dessa afirmacdo, ainda nao
ha estudos recentes que demonstram ou citem informacfes mais atuais sobre a rheacultura e
namero de médicos especializados na area no Brasil.

No mesmo ano, Machado et al. (2007) publicaram informacdes sobre a fauna silvestre
no Brasil e seu potencial zootécnico, nessa publicacdo afirmou-se que animais como a ema,
capivara, paca, cutia, cateto e queixada, ttm uma excelente aptiddo de corte e também

possibilidade de oferecer uma pele diferenciada e de alto valor. Além disso, foi citado
que areas de pesquisa, tais como, nutricdo, genética, reproducdo e manejo de animais
silvestres contribuem para uma melhor qualidade de criagdo e multiplicacdo da fauna em
cativeiro.

Pereira (2008) em um estudo feito com emas em criatorios da regido sul do Brasil

alegou que as emas possuem subprodutos de boa qualidade e que a producdo das mesmas
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acontece em um curto periodo de tempo, utilizando uma menor area de criacdo em relagdo a
outras atividades, como por exemplo, a bovinocultura. Devido a necessidade de menos espago
e da rapidez na producdo, a criacdo desses animais pode ser uma alternativa para 0S
produtores rurais que ndo possuem grandes hectares de terra e que desejam diversificar a
producdo de sua fazenda.

Em trabalho de revisdo Cervi et al. (2016) descreveram as caracteristicas fisicas,
quimicas e microbioldgicas de ovos de ratitas e afirmam que o desenvolvimento comercial da
criagdo desses animais estimulou pesquisadores e criadores a estudarem maneiras mais
apropriadas para criacdo e elevacdo dos indices zootécnicos desses animais, para assim elevar
a qualidade de seus subprodutos, como: ovos, carne, 6leos corporais e plumas.

De acordo com Cervi (2018) o Brasil é o pais que possui a maior quantidade de emas e
a producdo de ovos destas pode diversificar atividades agropecuérias, isto quando em
concordancia com o estipulado pela FAO, a organizacdo institui que a atividade seja
executada agro ecologicamente para a sustentabilidade social e ambiental.

Devido a escassez de pesquisas voltadas a rheacultura, nao foi possivel obter uma

atualizacdo maior sobre o tema.

3.2 Morfologia dos érgaos reprodutivos

Em sua tese Goes (2004) descreveu caracteristicas reprodutivas de emas (Rhea
americana) criadas em cativeiro no estado de S&o Paulo, dos 69 animais analisados em
estacdo reprodutiva 44 apresentaram falos grandes e desses apenas 26 em forma de espiral.
Foram encontradas diferencas significativas de niveis plasmaticos de testosterona em animais
(53,28+18,41ng/ml dentro da estacdo reprodutiva e 5,57+3,81lng/ml fora da estacdo
reprodutiva) e varios tamanhos de falos, dentro e fora da estacdo reprodutiva, 0s animais com
maiores niveis de testosterona foram descritos como dominantes por meio de observagédo
comportamental.

Parizzi et al. (2007) descreveram a morfologia do ovario de emas e observaram que as
caracteristicas morfologicas do ovéario de emas sdo resultado do tamanho do ovo produzido
por esses animais. Esses observaram que 0 ovario esquerdo desses animais € bem
desenvolvido e sustentado pelo mesovario, ja os foliculos se apresentaram unidos a superficie
ovariana pelo pedunculo foliar. Histologicamente foi visualizado que a medula é constituida
por tecido conjuntivo frouxo e vasos sanguineos, que o cOrtex possui células da teca externa e

interna. Sob a superficie do ovario observaram epitélio cubico baixo e sob o tecido conjuntivo
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da tunica albuginea epitélio germinativo.

Carvalho (2009) estudou a morfologia macroscOpica, microscopica testicular e
epididimaria em emas e encontrou em seus resultados que a organizacgdo e estrutura celular
luminal do tubulo seminifero e epididimario da ema mostravam-se semelhantes ao do
avestruz, galo doméstico, peru, pato e codorna, porém com algumas diferencas que
caracterizaram a espécie. Também notou-se assimetria nas medidas do testiculo e epididimo
na qual o direito foi superior ao esquerdo. Os testiculos desses animais apresentaram como
caracteristicas o formato cilindrico, tdnica albuginea fina, densa e transparente. O autor
também visualizou a influéncia do ambiente nas caracteristicas de biometria testicular e
epididiméria, com magnitude superior no periodo de esta¢do sexual.

Santos et al. (2011) afirmaram que as emas apresentam semelhanca morfoldgica ao
avestruz e aos emus e que isso se da devido a proximidade evolutiva das espécies.
Ressaltando o encontrado por os autores anteriormente citados, esses observaram semelhanca
morfoldgica desses animais com outras espécies de aves, também descreveram a morfologia
dos 6rgdos genitais masculinos e da cloaca da ema, os autores observaram que a cloaca possui
trés regides distintas: o coprodeu, o urodeo e o proctodeo e um falo intromitante. A
morfologia apresentada se assemelha ao emu e se diferencia do avestruz, ja que esse nao
possui a porgdo intromitante.

Em relagéo ao aparelho reprodutivo masculino, Santos et al. (2011) observaram que
este € composto por testiculo, epididimo e ductos deferentes com semelhancas anatdmicas
com as demais aves. O testiculo foi descrito como sendo de formato alongado e localizados na
regido intra-abdominal dorsal, as células desses diferiram em adultos e em animais jovens, ja
o0 epididimo descrito como alongado e fusiforme e o ducto que apresentam-se diferentes com
trajeto sinuoso nos adultos e retilineo nos jovens.

Morais et al. (2012) destacam que o estudo da morfofisiologia sobre a reproducdo das
aves é relevante, pois permite conhecer a dinamica reprodutiva dos orgaos genitais de aves
domeésticas e silvestres. Freneau et al. (2016) realizaram pesquisa sobre 0s aspectos da
espermatogénese e morfologia testicular de emas e observaram que a capsula testicular é
dividida em regido epididimal e regido testicular, sendo histologicamente a capsula testicular
descrita por ter trés camadas de tecido fino: uma de tanica serosa, outra de tanica albuginea e
a Ultima de tunica vasculosa, sendo estas descritas da mais externa para a mais interna,
respectivamente.

Oliveira et al. (2018) descreveram a morfologia da bolsa cloacal de emas jovens

através de microscopia de luz, eletrénica de transmissdo e de varredura, diante disso foi
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encontrado em seus resultados que o padrdo morfolégico da bolsa cloacal das emas diferem
do de outras aves anteriormente estudadas, como: pato selvagem, galinha da angola, ganso
nativo, peru, codorna japonesa e falcdo, pois nessas aves foram observadas pregas em toda a
superficie da mucosa interna e em cada prega um aglomerado de l6bulos ou foliculos linfoides
separados por trabéculas de tecido conjuntivo, ja nas emas observou-se a mucosa pregueada
composta por lébulos linfoides, de diversos tamanhos que estdo distribuidos isoladamente na
lamina prépria como estrutura alveolar. Outra divergéncia observada foi em relagdo ao
epitélio associado ao lébulo bursal. nas emas esse foi do tipo pavimentoso simples e nas
demais aves ndo foi observado.

Em um estudo recente Freneau et al. (2021) discorreram a respeito dos aspectos
morfolégicos da microscopia do epitélio do epididimo das emas e Rete testis, pode-se
observar que ambos se assemelham as de galo, avestruz e codornas japonesas em alguns
aspectos. Em relacdo ao epitélio do Rete testis, os autores relataram ser do tipo cuboidal,
pseudoestratificado com celulas ndo ciliadas em emas, patos e na maioria dos passaros, porém
diferente do encontrado em avestruz na qual foi verificado um epitélio simples. Em se
tratando dos ductos eferentes observou-se uma grande quantidade de cilios o que se
assemelhou a avestruzes e codornas, também foi averiguado uma substancia amorfa presente
em células ndo ciliadas também descrita em outros estudos com galinhas, codornas e perus.
Outros dados que também se assemelham aos encontrados em avestruz foi em relacdo a

proporcao volumétrica do tecido conjuntivo e vasos sanguineos durante a atividade sexual.

3.3 Desenvolvimento embrionario e anexos embrionarios

Riveros et al. (2010) em um estudo na qual analisaram a relacdo bioldgica entre o saco
vitelinico e o embrido, citam que apesar da maioria das espécies de animais possuirem
particularidades quanto ao desenvolvimento inicial, todas desenvolvem uma sequéncia
semelhante: segmentacdo, clivagem, gastrulacdo, neurulacdo e organogénese. Esses tambem
afirmam que para que o desenvolvimento de um individuo aconteca sdo necessarias algumas
condi¢Bes, como: flutuabilidade, condi¢cBes térmicas, quimicas e osmoticas que sejam
constantes e adequadas de acordo com a espécie.

Bjorkman (1982) por sua vez relatou que os vertebrados viviparos s6 conseguem obter
as condigdes mencionados no pardgrafo anterior se desenvolverem as membranas extra

embrionarias (cério, @amnio, alantdide e saco vitelinico).
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Hincke et al. (2019) ressaltaram a importancia dessas membranas em um estudo
denominado dinamica de barreiras estruturais e componentes imunes inatos durante a
incubacdo do ovo aviario, foi percebido que durante o desenvolvimento do embrido as
membranas extra embrionarias sao elaborados para apoiar as fungdes vitais do mesmo, como
circulacdo, digestdo e respiracdo. Relataram também que o aparecimento de membranas extra
embrionérias no inicio da incubacdo adicionam um maior nivel de defesa ao ovo e ao embrido,
pois apesar de ndo existir uma avaliacdo abrangente do papel dessas estruturas na defesa por
estarem envolta no embrido e absorverem compostos da casca, gema e albumen, possibilitam
realocacdo de defesas moleculares presentes no ovo e a execucao de novos sistemas de defesa
pelo embrido.

Na mesma linha de pesquisa, Neto et al. (2009) realizaram uma importante colocacao
na qual ponderam que as informacbes embrionarias e fetais, descricbes morfométricas e
macroscopicas das membranas extra embrionérias sdo tratadas de forma ineficiente e, as
vezes, confusa na literatura por isso sdo necessarias mais investigagdes sobre o tema.

Até que os anexos embrionarios sejam formados uma série de processos ocorrem, 0O
primeiro deles € a fertilizacdo ou fecundacdo. De acordo com Garcia e Fernandez (2012) a
fertilizacdo possui diferentes etapas: ativagdo e encontro de gametas, reacdo acrossomica,
reconhecimento espécie-especifica, bloqueio da polispermia, fusdo das membranas
plasméticas dos gametas, ativacdo do metabolismo adormecido, fusdo de pré-nicleos e
controle da divisdo celular. Apés a fecundacdo em aves, mamiferos e répteis, o ovo estaciona-
se em metafase 11, porém com a entrada do espermatozoide conclui-se a divisdo meiotica, essa
é controlada por MPF (complexo formado pela proteina cinase e ciclina que regulam sua
atividade catalitica).

Apds fecundados, Everaert e Decuypere (2013) discorreram que quando inseridos a
incubacdo em temperaturas entre 37,5 a 37.8°C, umidade relativa de 55 %, viragem e
ventilacdo, os ovos das aves conseguem desenvolver todo o periodo embrionario. Em frangos,
Ceséario (2013) pesquisou sobre o desenvolvimento embrionario pré e pos-postura, esse
constatou que apos o inicio da gastrulagdo que ocorre ap0os as primeiras horas de incubagéo, a
linha primitiva é formada. Essa linha cresce e da origem a mesoderme localizada entre o
hipoblasto e o epiblasto, e entdo os folhetos embrionarios se tornam aparentes que séo:
ectoderme, mesoderme e endoderme, posteriormente os prolongamentos dos mesmos folhetos
dao inicio a formagdo dos anexos embrionarios.

A figura 1 demonstra os anexos embrionarios de aves, a disposi¢éo desses e o iniciodo

desenvolvimento embrionario. Estes anexos sdo descritos nos seguintes itens.
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Figura 1 - Os anexos embrionarios de aves, a disposicao desses e o0 inicio do desenvolvimento
embrionario.

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

3.3.1 Saco vitelinico

Nas aves a primeira membrana a se formar é a do saco vitelino, essa tem a funcéo de
estabelecer trocas entre 0 embrido e a mae (MOSSMAN, 1987). Monteiro (2017) descreve 0
mesmo como sendo de origem endodérmica com funcdo principal de reserva nutricional para
o embrido. Evolutivamente, a membrana vitelina estd presente no ovdcito de peixes
(GODINHO, 2003), na casca e ganga dos répteis (MENEGHEL, 2008), em aves e em
mamiferos (GARCIA e FERNANDES, 2012).

Quando se tratando de comparacdo da morfologia funcional entre o saco vitelinico de
répteis e aves estes que sdo mais proximos evolutivamente, Blackburn (2020) afirmou que a
evolugdo para o padrdo aviario de saco vitelinico envolveu uma dependéncia maior da
digestdo extracelular da gema, por isso o desenvolvimento embrionario ocorre de maneira
mais rapida do que em répteis.

Segundo Riveros et al. (2010) o saco vitelino do embrido € um anexo presente em
todas as espécies de vertebrados e a funcdo de reserva nutricional ocorre devido ao
armazenamento e transferéncia do vitelo, que é o liquido armazenado pelo saco vitelinico

designado para atender as exigéncias nutricionais do embrido até que esse possua outros
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mecanismos responsaveis por nutri-los, como por exemplo, corddo umbilical ou placenta
verdadeira, em mamiferos. Em aves, o saco vitelinico é a Gnica membrana responsével pela
nutricdo do pintinho até que este ecloda, outras funcdes do anexo séo: sintese de proteinas,
atividade fagocitaria, transferéncia de materiais e hematopoese (formacdo das primeiras
células sanguineas).

Alguns outros autores também exploraram outras fun¢des do saco vitelinico em aves,
tais como, Sugimoto et al. (1999) que visualizaram que as proteinas do albimen se movem na
gema e depois no embrido através da membrana do saco vitelino em frangos, Fairchild et al.
(2006) relataram que o saco vitelinico s6 é completamente absorvido ap6s 14 dias da eclosao,
servindo para nutrir o animal mesmo apos eclodido o que ocorre ndo s6 em frangos, mas
também em outras as aves, exceto em aves na qual os filhotes ndo absorvem todo o saco
vitelinico e esse persiste ao longo de toda a vida, como € o exemplo de alguns péassaros.
Yadgary et al. (2011) ressaltam a relevancia do saco vitelinico em ser o local de producéo de
celulas sanguineas primitivas e sintese de proteinas especificas.

Sophie Réhault-Godbert e Nicolas Guyot (2018) que por sua vez, relataram ser 0 saco
vitelinico incorporado como parte do intestino delgado dos pintos em formacao e representa
uma estrutura que fornece nutriente e protecdo aos pintinhos recém-eclodidos, até que esses
possuam seu trato digestivo completo e sistema imunoldgico funcional.

Hincke et al. (2019) ao utilizarem ovos de galinhas descreveram que a membrana
vitelinica forma uma matriz proteica extracelular em torno da gema e do od6cito, essa por sua
vez fornece uma separacdo fisica do albumen. Segundo os mesmos, a membrana possui
camada interna e externa. Na camada interna eles observaram proteinas da zona pellcida que
permitem a adesdo de espermatozoides durante a fertilizagdo. Ja a membrana externa forma-se
apos a ovulacdo no local da fertilizacdo, essa membrana fornece beneficios fisicos e protecao
molecular para impedir que patdgenos atinjam a gema do ovo.

Relatando o processo de incubacao de pintinhos de galinha, Kasielk (2020) relatou que
esse serve como primeiro 6rgéo respiratorio para o embrido, isto devido estar em contato com
a superficie interna da membrana da casca. Afirmou também que mesmo apds a eclosdo o
saco vitelinico contém anticorpos maternos e fornece alguma imunidade ao embrido enquanto
0 sistema imunologico ainda ndo estad completo, ja que o mesmo nao tem fungdo imunologica
ativa.

Apesar de ser considerado um 6rgdo de absor¢do, Starck (2020) comentou que em
aves ele ndo faz parte nem morfoldgica e nem funcional do intestino embrionério, e que a

absorcdo da gema acontece na verdade através do endoderma extra embrionéario a partir da
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atividade fagocitica do mesmo.

Por ser uma membrana com indmeras funcbes vem sendo objeto de estudo em
pesquisas, Gadelha et al. (2021) em uma revisdo de literatura reafirmaram o uso desse por
diversos autores em pesquisas relacionadas a eventos hematopoiéticos, como ontogenia do
sistema hematopoiético em vertebrados (GUEDES et al., 2014), células tronco, estudos
protedmicos e terapia celular (RIVEROS et al., 2010).

3.3.2 Amnio

Segundo Vanderley e Santana (2015) os animais do filo chordata podem ser
encontrados em duas classes: anamniotas (inferiores), compostos pela superclasse Pisces e
pela classe Amphibia (superclasse Tetrapoda) e amniotas (superiores), compostos por
mamiferos, aves, répteis e anfibios (superclasse Tetrapoda).

O amnio compreende a membrana extraembrionaria que mantém maior relacdo com o
embrido. Segundo Gris et al. (2002) a membrana amniética consiste de uma membrana basal
densa e matriz estromal avascular. Vanderley e Santana (2015) o definem como um saco
membranoso completo pelo liquido amniotico que é formado pelo dobramento da ectoderme e
acompanhado pela mesoderme somatica. Monteiro (2017) descreve-o como sendo de origem
ectodérmica, na qual envolve o embrido e acumula o liquido amniédtico, sendo esse o
responsavel por proteger o embrido contra chogques mecanicos e contra micro-organismos.

Vanderley e Santana (2015) também afirmaram que essa classificacdo é fundamentada
devido a necessidade das espécies, pois 0s animais anamniotas possuem uma reproducdo mais
simples, j& que a postura de ovos ocorre na agua, isto quando comparada com 0s amniotas,
como répteis e as aves que possuem postura na terra e por isso necessitam de envoltorios
embrionarios mais complexos.

Garcia e Fernandez (2012) reafirmaram que para a evolucgéo a presenca do amnio foi
relevante, esses comentam que problemas reprodutivos anteriormente manifestados por
anfibios foram solucionados com répteis, pois esses sdo completamente terrestres e isso foi
possivel devido ao ovo amniético, o desenvolvimento desse tipo de ovo foi também
importante para aves e mamiferos, descendentes deles.

Em galinhas, algumas funcionalidades do &mnio foram descritas por diversos autores,
tais como regulacdo da concentragdo de aminoacidos e outras substadncias por meio de

mensageiros humorais (PIECHOTTA et al., 1998), absor¢do de proteinas do albumen por



22

meio do liquido amnidtico para posterior absor¢do embrionaria (SUGIMOTO et al., 1999).
Sugimoto et al. (1999) também afirmaram que o liquido amniotico pode entrar em contato
diretamente com o embrido através de um canal aberto na regido da cabeca, onde o sistema
neural é formado.

Na mesma linha de pesquisa, porém em codornas Yoshizaki et al. (2002) em testes de
imunotransferéncia no &mnio observaram a proteina ovalbumina e presumiram assim que,
provavelmente, a principal via de transporte de proteinas do albumen deve ser albumen,
cavidade extraembrionaria, cavidade amnidtica, sistema celular intestinal e por fim a gema.

Posteriormente, Dertkigil et al. (2005) relataram que o liquido amniético é
fundamental no desenvolvimento dos sistemas musculo esquelético, gastrointestinal e
respiratorio fetal das aves. Goncalves et al. (2013) constatou em galinhas outra importante
funcdo do fluido amniotico durante a incubacdo, segundo os mesmos esse fluido prepara o
trato gastrointestinal para receber os nutrientes externos apds a eclosdo, pois esse €
responsavel pela primeira refeicdo do embrido, sendo consumido anteriormente a bicagem
interna da casca do ovo e iniciando do 13° dia de incubacéo ao 18° dia de incubacéo.

Ainda em relacdo ao liquido amniotico, Shbailat e Abuassaf (2018) em pesquisa com
patos (Anasplatyrhynchos) observaram que ap6s o vigésimo quarto dia de incubacdo, esse é
completamente absorvido pelo embri&o.

Em frangos, segundo Hincke et al. (2019) o fluido amnidtico é também reabsorvido
direta ou indiretamente pelo embrido para apoiar a aceleracdo do metabolismo do mesmo
durante a fase de crescimento. A explicacdo dada para tal acontecimento € que o amnio de
frangos ndo coleta produtos excretores, como ocorre em mamiferos, isto devido ao influxo de
proteinas do albimen que séo, posteriormente, absorvidas pelo embrido para apoiar o seu
crescimento. Essas proteinas do albimen sdo importantes, pois estdo associadas ao
metabolismo de nutrientes, a resposta imune e ao processo de desenvolvimento das aves.
Ressaltando assim, ainda mais a relevancia do &mnio e do fluido amniotico as aves.

Hinckie et al. (2019) relataram também que a membrana amnidtica representa a ultima
barreira fisica antes de atingir o embrido, e que a plasticidade dessa membrana é essencial
para apoiar a entrada de adgua desde o inicio do desenvolvimento e no albdmen durante a
segunda metade da incubacao.

Outra funcionalidade do &mnio foi dada por Kasielk (2020) que é a de amortecimento
enguanto o embrido se desenvolve, esses descreveram que o amnio possui fibras musculares
gue evitam que o embrido grude nele até que os musculos embrionarios se desenvolvam e

desempenhem essa funcéo.
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Além do que foi anteriormente citado, quando ocorre a necessidade de vacinacdo na
fase incubatoria, Rufino et al. (2018) discorreram que o &mnio é o lugar adequado para a
realizacdo das mesmas, isso devido a possibilidade de que essa seja aspirada e digerida para
uma assimilacdo sistémica mais completa pelo embrido.

O amnio é uma membrana com potencial em utilizacdo para pesquisas, Gadelha et al.
(2021) comentaram em uma revisdao de literatura que essa pode ser usada para estimular a
cicatrizacao de lesdes epiteliais e oculares, cirurgias vaginais reconstrutivas, reparo de hérnias
abdominais, fechamento de pericardio e prevencdo de aderéncia cirurgicas (TURNER et al.,
2011), como também pode ser utilizada em estudos de engenharias de tecido por possuirem
células tronco pluripotentes e mesenquimais (LANGE-CONSIGLIO et al., 2012; FAVARON
etal., 2015; CARDOSO et al., 2014).

Os achados corroboram com o relatado por Gao et al. (2012) que testaram em galinhas
a potencialidade da diferenciacdo de células tronco epiteliais amnidticas e visualizaram que
essas exibem caracteristicas de células-tronco multipotentes. Conseguindo entéo se diferenciar
em células semelhantes a ilhotas pancreaticas, osteoblastos, adipocitos e células semelhantes a
neurdnios, sendo considerados bons candidatos a terapia de transplante celular e engenharia

de tecidos.

3.3.3 Alantdide

O alantéide é a membrana extraembrionaria que na maioria dos vertebrados vai
interagir com o corio para formacdo de uma placenta. No caso das aves a mesma possui
funcdo basicamente de depoésito de produtos de excrecdo. Vanderley e Santana (2015)
descrevem que as duas principais funcdes do alant6ide sdo respiratdrias e de armazenamento
de produtos de excrecao do embrido. Os autores também afirmam que esse é formado a partir
de um diverticulo da parede ventral do intestino posterior, como um resultado do dobramento
caudal e que se apresenta primariamente como um saco e depois se espalha entre as paredes
do &mnio e envolve a cavidade amnidtica e saco vitelinico.

Ja Monteiro (2017) em um livro com o mesmo fim, afirmou que o alantoide é formado
a partir do endoderma e que esse em répteis e aves tém funcao respiratoria, pois para executar
as trocas gasosas entre o0 embrido e 0 meio ele cresce até chegar na casca do ovo. Outra funcéo
também descrita para oviparos € de excre¢do, devido ao alantoide ser o lugar onde o embrido

excretar o &cido urico, uma ultima funcéo descrita pelo autor € o auxilio que o alantdide presta
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na formagdo Ossea a partir do transporte de calcio até a casca do ovo. Deeming (2002)
estudando a incubacgdo de avestruz descreveu que o liquido alantdide € um residuo dos rins
gue em desenvolvimento aumentam a amdnia, ureia e acido Urico.

Outros autores ressaltaram a importancia do alantéide, Baggott (2009) o define como
um repositorio para excrecdes renais que entram via ducto alantoico da regido cloacal do
intestino grosso, segundo o autor o alantdide também se expande e preenche o celoma
extraembrionario, de modo que sua vascularizacdo mesodérmica é fundida com o cério para
formar o corioalantdide e com o mesoderma avascular do &mnio.

Silva et al. (2017) afirmaram que a capacidade de se expandir do alantoide possibilita
0 aumento da absor¢do de nutrientes pelas aves. Corroborando com o estudo anterior, Hincke
et al. (2019) observaram que os aminoacidos, peptideos e proteinas resultantes do
metabolismo embrionario sdo secretadas no saco alantdico de onde podem ser reabsorvidos
pela membrana corioalantdica. Essa membrana cobre todas as estruturas do ovo, sendo vista
como uma segunda barreira fisica apds a casca do ovo durante o desenvolvimento. Também
comentaram a respeito da transferéncia de proteinas intestinais para o saco alantoico,
sugerindo que pode acontecer de forma direta por essa via.

Para a evolucdo do modelo de reproducdo ovipara para 0 modelo viviparo, Hincke et
al. (2019) discorrem sobre a importancia do alantdide e sobre distingdes importantes entre as
estruturas extra embrionarias das aves e dos seres humanos, na qual em seres humanos o saco
alantoico faz parte do corddo umbilical, por isso a urina é secretada no saco amniotico; ja nas
aves, 0 saco alantdide é uma estrutura independente, entdo os residuos metabdlicos sao
excretados nesse saco. Também em aves, Kasielke (2020) relatou que os residuos urinarios
contidos no fluido alantdico sdo mantidos em suspensdo até perto da eclosdo quando a
concentracdo faz com que eles precipitem na forma de filamentos de uratos brancos e opacos.

Em relacdo a utilizacdo em pesquisas, o alantdide pode ser usado como modelo para
isolamento e identificacdo de virus pela inoculacdo de ovos de aves embrionarias livres de
patogenos especificos (SPF) (JOSLING, 1998, MARTINS, 2001 e ABOLNIK et al., 2004),
como um modelo in vivo de sintese de estrogénio (GILL et al., 1983), além de ser utilizado

em conjunto com o cario, descrita no préximo tépico.
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3.3.4 Cbrio

O corio ¢ uma membrana extraembrionaria que forma a parede externa dos
blastocistos em répteis, aves e mamiferos. Ele é formado pela mesoderme extra embrionéria e
duas camadas de trofoblasto que envolvem o embrido e as outras membranas, unindo-se com
o alantdide para desempenhar funcéo respiratoria e se localiza logo abaixo da casca.

Baggott (2009) discorreu em um estudo realizado com frangos que o corio desenvolve-
se a partir de tecido continuo com o @mnio e longe do embrido. Vanderley e Santana (2015)
afirmaram que a membrana do cério possui um grande contato com as membranas da casca e
por isso mobilizam minerais da casca para a constru¢do do esqueleto e ajudam também na
respiracdo. Essa membrana em um ovo em processo de incubacdo interage com o alantdide
formando a membrana corioalantdide.

De acordo com Woodruff et al. (1931) a membrana corioalantdide é formada pela
fusdo do cdrio com a parede externa do saco alantdide e tem sido utilizada em aves por varios
pesquisadores num estudo do crescimento de tecidos implantados. Narbaitz (1995) comentou
gue o interesse da pesquisa sobre a membrana corioalantdide comecou, principalmente,
devido a necessidade de relacionar as diferentes funcGes e identificar os componentes
moleculares e mecanismos dessa membrana.

Ribatti et al. (2001) em relacdo ao processo de fusdo entre o corio e o alantdide
relataram que esse processo é dirigido pelo aumento rapido da vesicula alantdica que ocorre a
partir do 4° até o 10° dia de incubagdo (em frangos), promovendo a fusdo dessas estruturas.
Em se tratando da funcionalidade da membrana corioalantoide, Baldavira (2017) mencionou
gue a membrana corioalantdide € crucial para o desenvolvimento do embrido, pois alem do
transporte de calcio a partir da casca do ovo, realiza trocas gasosas, equilibrio acido-base e
reabsorcao de eletrélitos a partir da cavidade alantdica, onde se encontram os residuos
urinarios.

Kasielk (2020) corroborando com o estudo anterior, afirma ser o corioalantdide o
principal 6rgdo respiratorio do embrido durante a maior parte da incubagdo, permitindo a
transpiragdo de oxigénio, dioxido de carbono e vapor de agua de sua densa rede vascular
através da casca, também relata que o corioalantdide forma a bolsa de albumina que permite o
consumo de albumina pelo embrido através do amnio e facilita o final do crescimento do
mesmo, outra importancia do corioalantdide citada pelo autor é o transporte de célcio,

minerais e oligoelementos da casca do embrido para o embrido em desenvolvimento.
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Proximo a eclosdo, Kasielk (2020) relata que o embrido ja ocupa quase todo o
tamanho do ovo, exceto da cdmara de ar tornando a capacidade de troca gasosa insuficiente
aparecendo hipoxia e hipercapnia, 0 embrido consome os fluidos restantes, a célula de ar
comega a ser rebaixada e as membranas internas e externas comecgam a se separar, o animal
comeca a bicar quando ocorre a contragdo dos musculos que fazem com que esse perfure a
membrana interna com o bico e a respiragdo pulmonar se inicia. O que estimula essa bicagem
¢ 0 aumento de co2 e diminuicdo de 02, as contracdes diminuem a medida que as trocas
gasosas melhoram e entdo a exposicao ao ar e 0 momento de friccdo do embrido, a vasculatura
do corioalantdide comeca a retroceder em torno da cadmara de ar e entdo no selo umbilical
pouco antes da ecloséo.

A membrana corioalantdide tem sido utilizada em diversas pesquisas e estudos
recentes como o de Abd El Hafez et al. (2021) que utilizaram a membrana corioalantéide de
ovos de galinha embrionados livres de patdgenos especificos para detec¢do molecular do virus
da variola de pombos, através de diferentes técnicas soroldgicas e moleculares para
isolamento e deteccdo do virus os autores detectaram anticorpos neutralizantes em seis das
oito amostras e possibilitaram a partir desse isolamento que a cepa egipcia local isolada possa
ser utilizada na producdo de vacinas para uma estratégia de vacinacao.

Gadelha et al. (2021) também citou sua importancia em Vvarias pesquisas como em
ensaios para a avaliacdo toxicol6gica de produtos com baixo potencial de irritacdo ocular
(OLIVEIRA et al., 2012), para avaliacdo de efeitos toxicoldgicos de complexos de ruténio e
para avaliar a viabilidade celular das linhagens de células LLC-MK2 (células de tdbulo
proximal renal de macaca mulata) por meio de teste de viabilidade celular (LIMA, 2019).
Outras utilizacBes também mensuradas na literatura sdo indugdo de formacéao 6ssea a partir da
utilizacdo da membrana corioalantoide de embrides de pinto de galinha de 7 a 8 dias de idade
(EKANAYAKE, 1990). Yuha et al. (2014) comentou gque por ser uma membrana altamente
vascularizada e de facil acesso tem sido utilizada em estudos das mais diversas areas,
incluindo biologia, oncologia, farmécia e estudos utilizando pesquisas de regeneracdo de

tecido.
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4 METODOLOGIA

4.1 Local de amostragem

O material de estudo coletado que sdo as membranas extra embrionarias de emas
(Rhea americana), foram obtidos no Centro de Multiplicacdo de Animais Silvestres
(CEMAS) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), localizado a uma
altitude de 16 metros da cidade de Mossoro-RN, situada no semiarido do Nordeste brasileiro.
Esse centro ocupa uma area de 20 ha e esta registrado pelo IBAMA como criadouro cientifico
sob 0 nimero 1478912. A incubacdo dos animais e 0s procedimentos de macroscopia e
microscopia foram realizados nas dependéncias da UFERSA.

4.2 Animais, bioética e protocolo anestésico

4.2.1 Animais

A ema é uma ave de grande porte que se destaca dentre as demais por ser uma ave
desprovida da capacidade de voar e por isso é comumente denominada de ratita. Sao onivoras
e se alimentam de frutas, sementes, folhas de grandes arvores, lagartos, insetos, entre outros.
Dentre os diversos comportamentos apresentados pelas emas destaca-se o fato de que sdo os
machos o0s responsaveis pela incubacdo e o cuidado com os filhotes. A mesma pertence ao:
Reino: Animalia
Filo: Chordata Classe: Aves
Ordem: Rheiformes
Familia: Rheidae
Género: Rhea

Espécie: Rhea americana (Figura 02).



Figura 2 - Exemplares de Rhea americana Linnaeus, (1758).

Fonte: CEMAS - UFERSA, (2021).

4.2.2 Bioética

De antemdo a execucgdo do experimento proposto, o projeto foi submetidoao
Instituto Chico Mendes de Biodiversidade (ICMBio) e a Comiss&o de Etica e Bem Estar
no Uso de Animais (CEUA) da UFERSA, para fins de validacdo da metodologia e

procedimento anestésico e de eutanasia, este foi aprovado e esta disponivel em anexo.

4.2.3 Procedimento anestésico

Para descrever o desenvolvimento das membranas extra embrionarias 0s ovos
utilizados no processo de incubacdo natural foram com idade de zero a 36 dias de
incubacéo, abertos pelo polo de posicionamento da cAmara de ar com 0 uso de micro
retifica (DREMEL 3000) e em seguida foi inserido um chumago de algoddo embebido
com superdosagem de isofluorano (ISOFORINE). Posteriormente, os ovos foram
envoltos e cobertos com papel filme (ISULFILME) de modo a conter a concentracéo do
anestésico e garantir a analgesia por até 10 minutos, de modo a garantir o 6bito dos
animais (Adaptada de GUIDA, 2018). Embrides com menos de 10 dias de incubagao
foram eutanasiados por hipotermia, sendo mantidos em temperatura menor que 4°Cpor até
4 horas (Conselho Federal de Medicina Veterinaria, CFMV, 2013).
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4.3 Coleta

Para caracterizar os anexos embrionérios: corio, alantoide, saco vitelino e amnio.
Foram coletados trés ovos por dia, afim de incuba-los de 0 a 24 dias com intervalo de 3 dias
entre as coletas (3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24 dias de incubacdo) para caracterizar
microscopicamente 0s anexos embrionarios. Seguidos pela coleta de mais um ovo por dia,
com o mesmo intervalo, até 36 dias de incubagdo (27, 30, 33, 36 dias de incubacdo), para a
caracterizagdo macroscéopica dos mesmos. Assim que coletados, os ovos foram higienizados e
levados a incubadora - Modelo - Luna 240/Chocmaster, Premium Ecoldgica LTDA a uma
temperatura média de 36,5°C e umidade relativa de 52 a 56%. Desse modo, foi considerado o
intervalo de 24 horas como o primeiro dia do processo de incubagdo. Antes da incubacéo,
cada ovo recebeu uma numeracdo a base de caneta nanquim e em seguida foram pesados em
balanca analitica de precisdo com divisdo 0,0001lmg (MARTE®) e obtidas as medidas de
comprimento e largura por meio de um paquimetro com divisdo 0,001 mm (MITUTOYO®).
Os dados foram compilados em uma planilha individual com as informac6es detalhadas da

postura. A figura nimero 4 ilustra o trabalho de identificacdo dos ovos.

Figura 3 -Incubadora utilizada na para chocagem dos ovos.

Fonte: CEMAS - UFERSA, (2021).
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4.4 Caracterizacdo macroscopica dos anexos fetais

Para a analise macroscopica foram removidos 0s anexos embrionarios (corio,
alantdide, saco vitelino e &mnio) e analisados em todas as superficies: ventral, medial, lateral e
dorsal, utilizando uma lupa (ZEISS - 10x), depois de identificadas, as estruturas foram
fotografadas, esquematizadas e nominadas segundo nomenclatura adotada pelo Handbook of
Avian Anatomy: Nomina Anatomica Avium (1993). Todos os dados foram comparados na

literatura referente a estudos com aves (domeésticas e silvestres).

4.5 Caracterizacdo microscépica dos anexos fetais

4.5.1 Microscopia de luz

A fim de realizar a microscopia de luz, fragmentos das membranas extra embrionarias
(corio, alantéide, saco vitelino e amnio) foram coletados e fixados em solucédo
paraformaldeido 4% tamponado com solucéo de fosfato de sédio 0,1M (PBS) e pH 7,4.

Apos fixacdo foi realizado entdo os procedimentos de desidratacdo, diafanizacéo,
parafinizagéo, inclusdo, microtomia e coloragdo, conforme a metodologia empregada em
técnicas de histologia preconizadas por Junqueira e Carneiro (2013), descritas em ordem:

a. ldentificacdo: o material foi identificado e colocado no cassete.

b. Desidratagdo: os fragmentos foram lavados em &gua corrente para retirada do excesso de
fixador durante 30 minutos e entdo submetidas a processos de desidratacdo, as amostras entao
foram imersas em alcoois de concentracdo crescentes (70%, 80%, 90%, 95%, 100%, 100%,
100%) por um periodo de 30 minutos em cada alcool.

c. Diafanizagdo: nesse processo, ocorreu dois banhos de xilol por 30 minutos/cada, para total
retirada do &lcool da amostra.

d. Parafinizacdo: os fragmentos foram imersos em parafina histologica em estufa atemperatura
de 58°C, o primeiro banho em parafina obteve duracdo de 3 horas e o segundo banho de
apenas uma hora.

e. Inclusdo: para a inclusdo, foram montados moldes e inserido nesses moldes uma nova
parafina em pequena quantidade, entdo o material e mais parafina foram colocados a fim de
cobrir todo omaterial, resultando na confecgdo dos blocos histoldgicos.

f. Microtomia: ap0s a secagem dos blocos histoldgicos foi realizada a clivagem naespessura

de 5um de espessura com a utilizagdo de micrétomo, esses fragmentos foram entdoaderidos
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em laminas de vidro que em seguida foram levados a estufa a 58 °C durante 6 horas para
desparafinagéo.

g. Coloracéo: a técnica de coloraces utilizada foi de Hematoxilina — Eosina (HE).

h. Hematoxilina-Eosina: as ldaminas foram inseridas em uma barca de coloracdo e

i. entdo imersas em vérias cubas, primeiro em uma cuba contendo xilol por 10 minutos,
seguida por um outro xilol por mais 10 minutos e em &lcoois de 100%, 95%, 70%,
respectivamente durante 3 minutos/cada, posteriormente as laminas foram lavadas em agua
corrente durante 3 minutos, imersas em hematoxilina durante 5 minutos, mergulhadas
rapidamente em alcool &cido e lavadas em &gua corrente durante 10 minutos. Em seguida as
laminas foram imersas em eosina por 3 minutos, mergulhadas em agua destilada, mergulhadas
em alcool 95% e 100%, entdo imersas em alcool 100% por 2 minutos, em alcool/xilol por 2
minutos, em Xilolpuro por 2 minutos, em um outro xilol por mais 3 minutos e entdo em mais
um outro xilol por3 minutos, em seguida o material foi retirado para uma secagem natural por
15 minutos e entdo foram montadas as laminulas nas ldminas para analise em microscépio de

luz.

4.5.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Os fragmentos das membranas extra embrionarias (corio, alantéide, saco vitelino e
amnio) serdo coletados e para serem submetidos a técnica de microscopia eletrénica de
varredura no Laboratério de Microscopia Eletronica do Centro de Pesquisas Vegetais do
Semi-Arido (CPVSA) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido, sera utilizada a
metodologia descrita por Oliveira (2004), representada adiante:

a) Fixacdo: o material foi fixado em Glutaraldeido 2,5% tamponado com fosfato desédio 0,1M
epH 7.4.

b) Pos-fixacdo: apos a fixagdo, foi retirado o fixador da placa e com auxilio de umapipeta e
uma seringa com agulha (retirada do fixador com agulha e inser¢cdo de nova agua com a
pipeta), posteriormente os fragmentos de interesse foram lavados trés vezes com duragdo de 5
minutos cada com agua destilada para a retirada do excesso do fixador, essa entdo foi pos-
fixados com Tetroxido de Osmio 0,5% anteriormente diluido em &gua destilada (1g de
tetroxido de 6smio para 50ml de agua destilada) de trinta minutos a uma hora, até que o
material atingisse a coloracdo escura desejada.

c) Lavagem: ap0s a obtencdo da coloracdo desejada foi retirado o tetroxido de 6smioe o



32

material foi lavado trés vezes durante 10 minutos cada em &gua destilada.

d) Desidratacdo: executada a lavagem iniciou-se a desidratacdo, os fragmentos foram
primeiro imersos em alcool 7,5% duas vezes durante 10 minutos/cada, em seguida emalcool
30% duas vezes de 10 minutos/cada, posteriormente em alcool 50% duas vezes de 15
minutos/cada, sucessivamente em alcool 70% trés vezes de 15 minutos/cada, alcool 90% duas
vezes de 15 minutos/cada e entdo em alcool 100% duas vezes de 10 minutos/cada.

e) Ponto Critico, Montagem e Metalizagdo: por ultimo, o material sera seco em aparelho de
ponto critico (Quorum K 850) utilizando gas carbénico, montado em suporte do ponto de
amostra (Stub) para metalizacdo com ouro por “sputtring” e observado em microscopio

eletronico de varredura (TESCAN VEJA 3 LMU).

4.5.3 Microscopia eletrdnica de transmissdao (MET)

A andlise em microscopia eletrénica de transmissdo serd utilizada para o estudo dos
fragmentos do: cério, alantoide, saco vitelino e amnio de emas (Rhea americana) de 0 a 20
dias de desenvolvimento. O processamento das amostras sera realizado na UFERSA. O
procedimento da microscopia eletrénica de transmissdo serd executado baseado na
metodologia descrita por Oliveira (2004), caracterizados abaixo:

a) Fixagdo: as amostras coletadas com cerca de 0,5mm2 dos anexos fetais serdo fixadasem
Karnovisk, tamponado com fosfato de sédio 0,1 molar em pH 7,4 a 4°C para fixacdo.

b) Pds-Fixacdo: os fragmentos serdo lavados trés vezes com duracdo de 5 minutos cada em
tamp&o fosfato de sodio 0,1M e pH 7,4 e entfo pds-fixados em solucdo Tetroxido de Osmio
tamponado com Fosfato de Sédio 0,1M e pH 7,4 durante duas horas. Em seguida cada um dos
fragmentos serdo lavados trés vezes durante 10 minutos cada em agua destilada.

c) Contrastacdo e desidratacdo: depois da pds-fixacdo as amostras serdo contrastadas
utilizando acetato de uranila a 1% durante duas horas, ap0s isso serdo desidratados em uma
série de alcool etilico (50%, 70%, 90%, 100%) com duas trocas a cada 10 minutos/cada nos
dois primeiros alcoois e trés de 15 minutos/cada nos dois ultimos.

d) Incluséo: finalizada a desidratag&o os fragmentos ser&o banhados por 1 hora comOxido de
Propileno e resina Spurr em temperatura ambiente na proporcdo 1:1, seguido por um
banho de 1 hora e 30 minutos em uma proporcéo de 3:1 de Oxido de Propileno e resina
Spurr e entdo imersos em resina pura por 18 horas em temperatura ambiente, apos esse
tempoos fragmentos foram novamente imersos em resina pura por 1 hora e postos dentro

da estufa a 37°C para embebicdo, em seguida o material foi colocado em moldes com uma



nova resina para entdo a obtencdo de blocos em estufa de 60°C durante 3 dias até que os
blocos estivessem completamente secos.

e) Ultramicrotomia: para serem analisados em microscépio eletrénico de transmissdo 0s
fragmentos de interesse serdo trimados, primeiro com a realizacdo de cortes semifinos e
posteriormente de cortes ultrafinos com auxilio de um ultramicrétomo automatico
(Ultracut R, Leica Microsystens, Germany). Os cortes semifinos a serem realizados seréo
de 0,4um de espessura, ap0s a execucdo desses, 0s cortes serdo corados em azul de
toluidina a 1% para sele¢do do material com destino a transformagéo em cortes ultrafinos.
Os cortes ultrafinos serdo de 0,07 um de espessura, esses serdo contrastados em acetato de
uranila a 2% e citrato de chumbo a 5% para entdo serem submetidos a andlise em

microscopio eletrénico de transmissao.
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Abstract
The greater rhea is a wild ratite with scientific importance and great potential and

zootechnical value, especially considering the current state of development of the Brazilian
poultry sector, where research aimed at increasing the productivity of Brazilian agriculture is
relevant. Studies on fetal attachments and embryonic development are important, as they can
provide essential information concerning reproductive and nutritional animal management.
The present study was developed considering the lack of information on the morphology of
fetal attachments in rheas and aiming to establish a standard model for fetal attachments in
this species. Rhea eggs were incubated from zero to 36 days and macroscopic and
microscopic characterizations of their embryonic attachments were performed. At the end of
the experiment, the findings indicate that the development pattern observed in rheas is similar
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to other birds. Histologically, all embryonic annexes exhibit germ layers, namely the
ectoderm, mesoderm and endoderm.

Keywords: Fetal attachments; macroscopy; microscopy; ratites.
Introduction

The rhea (Rhea americana americana) is a ratite belonging to the Rheidae family and
Rhea genus (Sousa et al., 2018). It is distributed throughout different Brazilian regions and
displays scientific importance (Costa et al., 2018) and zootechnical value (Torquato et al.
2015). Considering the marked development of the Brazilian poultry sector in recent years,
research aimed at understanding the reproductive and productive period of these birds is
paramount, favoring better management conditions to avoid losses during the embryonic
development process (Groff et al., 2017).

According to Thierry et al. (2013), animal embryonic development assessments
promote access to essential information, allowing for the identification of potential possible
food management problems and behavioral changes during the egg incubation period, but also
aiding in identifying issues associated with environmental condition and hormonal changes or
arising from stress, as highlighted by Ouyang et al. (2012).

Fetal attachments represent structures that promote embryonic development, as they
provide nutrition, excretion and gas exchange conditions as well as protection support for the
developing embryo (Mess et al. 2003). Because of this and easy availability, fetal attachments
in birds have been employed as pharmaceutical models (Vargas et al. 2007), utilized in
embryology, morphology, biochemistry and physiology studies (Narbaitz et al. 1995) and,
furthermore, in neoplasm, angiogenesis (Ribatti et al. 2012) and embryotoxicity (Winter et al.
2013) assessments.

Thus, we aimed herein to describe fetal rhea attachment morphology in an attempt to
establish a standard model for the fetal attachments of this species, producing subsidies for
anatomo-histopathological and embryo-diagnostic diagnoses of clinical interest.

Materials and methods

Sampling location

Extra-embryonic membrane rhea data were obtained at the Center for the
Multiplication of Wild Animals (CEMAS) belonging to the Federal Rural University of the
Semi-Arid (UFERSA), located at 16 m asl from the city of Mossord, RN, in the semiarid
region of the Brazilian Northeast (IBAMA No. 14.78912).

Bioethics

Prior to the experiments, the study proposal was submitted and accepted by the
Instituto Chico Mendes de Biodiversidade (ICMBIo), license n® 75369-1 and the UFERSA
Committee on Ethics and Welfare in the Use of Animals (CEUA), no 32/ 2020), for the
purpose of validating the employed methodology and anesthetic and euthanasia procedures.

Anesthetic procedure
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To describe the development of extraembryonic membranes, eggs were incubated
through an artificial incubation process, maintained at 36.5 °C (+£0.5) and relative humidity
ranging between 52 and 56% in a hatchery (Premium Ecoldgica LTDA), arranged
horizontally. Eggs aged from zero to 36 days of incubation were used. They were opened by
the positioning pole of the air chamber by means of a microgrinder (DREMEL 3000),
followed by insertion of a cotton swab soaked with an overdose of isofluorane (Isoforine®,
Cristalia Produtos Quimicos Farmacéutico LTDA). Subsequently, the eggs were wrapped and
covered with PVC film (Wyda®, Alukenti Embalagens LTDA) containing the anesthetic to
ensure analgesia and death within 10 minutes. Embryos with less than 10 days of incubation
were euthanized by hypothermia, maintained below 4° C for up to one hour (Federal Council
of Veterinary Medicine, CFMV, 2013).

Sampling

Fragments of the chorion, allantois, yolk sac and amnion were collected from three
eggs of each incubation range (0 to 24 days), with an interval of 3 days between collections
(3, 6,9, 12, 15, 18, 21, 24 days of incubation) and one egg from 27 to 36 days of incubation
(27, 30, 33, 36), totaling 28 eggs whose embryonic attachments were described macro and
microscopically.

The eggs were collected early in the morning, sanitized and maintained in an incubator
(Modelo - Luna 240/Chocmaster, Premium Ecoldgica LTDA) at an average temperature of
+36.5°C and relative humidity of 52 to 56%, considering the 24-hour interval as the first day
of the incubation process.

Macro and microscopic characterization of fetal attachments

Prior to the microscopic analysis, fragments were collected for macroscopic
characterizations of extraembryonic structures. To this end, three intervals of three days were
considered, analyzing all surfaces (ventral, medial, lateral and dorsal) with a magnifying glass
(ESTEK), and photographing, schematizing and naming the structures according to the
Handbook of Aviantomy: Nomina Anatomic Avium (1993). All data were compared to the
literature referring to birds, both domestic and wild. It is noteworthy that, for this complex
process, the opened egg were immersed in water to allow for structure movement without
damage.

Light Microscopy

Fragments were fixed in PBS-buffered 4% paraformaldehyde for 72 hours.
Subequently, the materials were dehydrated in a series of increasing alcohols (70%, 90%,
95%, 90%, 95%, 100% and 100%) for 30 minutes at each concentration and later cleared and
stained employing two Xylol baths for 30 minutes each. The fragments were then paraffinized
with histological paraffin (Bandeirante Quimica Ltda) (two baths, one for six hours and the
other for one hour) and then embedded in paraffin. Finally, Su-thick sections were obtained,
adhered to glass slides and left in an oven at 60°C for 4 hours, for subsequent staining in
hematoxylin and eosin (HE) according to Tolosa et al. (2003). The slides were analyzed under
a Leica ICC50 HD light microscope and images were obtained using the LAS EZ Ink
program.



45

Scanning electron microscopy (SEM)

Fragments of the yolk sac, chorion, allantois and amnion of eggs at 12, 18, 24 of
incubation and 39 days (shell+chorioallantois) after animal birth were used for this
assessment. The fragments were fixed in 2.5% glutaraldehyde buffered with 0.1 M PBS and
pH 7.4. After fixing, the fragments were washed with PBS buffer, post-fixed with 1% osmium
tetroxide buffered with 0.1M PBS and pH 7.4 from 30 minutes to one hour and washed with
distilled water (three baths of 10 minutes each). They were then dehydrated in an increasing
alcohol series (50%, 70%, 90% and 100%), twice for 15 minutes at each concentration.
Finally, drying was performed employing a critical point device using carbon dioxide
(QUORUM® K850, England) followed by mounting on supports (Stub) and metallization by
gold sputtering for scanning electron microscope assessments on a LEO VP 435- Carl-Zeis
equipment (Oberkochen, Germany).

Transmission electron microscopy (TEM)

For the ultrastructural analysis, fragments measuring about 0.5mm? were collected
from the yolk sac, chorion, allantois and amnion, at 18 days of incubation and fixed in 2.5%
glutaraldehyde buffered with 0.1 M PBS and pH 7.4. After fixing for 72 h, the samples were
washed three times in PBS buffer for 10 minutes ad post-fixed in PBS-buffered osmium
tetroxide for 2 h. They were then washed three times with 0.1 a M PBS buffer solution at pH
7.4 for 10 minutes followed by distilled water for 15 minutes and dehydration by immersion
in an increasing series of ethyl alcohol (50%, 70%, 80%, 90%, 100%, with three changes
every 15 minutes). Subsequently, they were bathed with propylene oxide for 10 minutes,
immersed in a mixture of propylene oxide and Spurr resin in a 1:1 ratio for one hour and 1:3
for an hour and a half and then immersed in pure Spurr resin for 12 hours and included in pure
resin to obtain sample blocks, maintained in an oven at 60 °C for 72 h. Later, 0.4 pm-thick
semi-thin sections were obtained for material selection and 0.0 um ultra-thin sections were
stained with 2% uranyl acetate and 0.5% lead citrate for analysis under a Morgagni268D
transmission electron microscope (FEI Company, Netherlands; Mega View Il Camera, Solf
Imaging, Germany).

Results
Macroscopic aspects

The embryonic rhea development ages investigated herein indicate a marked
interaction dynamism between the four extraembryonic membranes, including in relation to
the shell membrane with the incubation process progression. The first fetal attachment, the
yolk sac, was formed at three days of incubation (Figure 1A). This small circular structure
displays peripheral vascular formations originating from the embryo, represented by a vein
and an artery that follow until the periphery of the allo and branch out to form a vascular area
covering the embryo. At this age, the amnion, a thin translucent structure in the form of an
avascular pouch surrounding the embryo, was also observed.

At six days of incubation (Figure 1B), the yolk sac exhibits an increase in
vascularization and four large branches emerge from the embryo. The amnion displays greater
vascularization expansion and evidence, apparently originating from its interaction with the
allantois. The latter forms a vascular disc, arranged at the upper pole of the bud.
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At 9 days of incubation (Figure 1C), extraembryonic membrane vascularization
originates from an evagination that projects from the urachus, represented by the allantoid
diverticulum, which during its development gives rise to two large vessels, which gradually
ramify and vascularize the amnion and yolk sac. The amnion at this age is highly
vascularized, with a noticeable presence of fluid forming a pouch in which the embryo is
immersed. At this age, the presence of the chorion is noticeable, comprising a thin and
translucent layer already in contact with the allantois, although this visualization was only
possible after structure manipulation during the analyses.

On the 12" day of incubation (Figure 1D), the amnion expands but the amniotic fluid
volume is apparently lower, as the membrane maintains a direct relationship with the
developing embryo compared to the previous phases. The allantois, therefore, is significantly
expanded and its vessels display higher caliber and become intensely branched, easily
differentiating between arteries and veins. At this age, an interaction between the allantois and
the chorion is also evident, forming the chorioallantoic membrane. Large contact areas
between all fetal membranes are observed, with the allantois playing the most significant role
given the large number of vessels, even when compared to the yolk sac, which is simply a
yolk storage structure. On the 15" day of incubation (Figure 1E), the umbilical allantoic
vessels are larger and display increasing ramification, easily differentiating them from other
membranes.

At 18 days of development (Figure 1F), a significant increase in the size of the embryo
and an increase in the amount of amniotic fluid can be seen. Dorsally to the embryo, there is a
vascular connection between the amnion, the allantois and the yolk sac, age when there is a
greater supply of amniotic vessels to ensure the effective exchange of substances for the
embryo. The allantoic vascular network becomes more branched and developed, vascularizing
the yolk sac and also involving the albumen as a way of increasing exchange areas. The
vitelline vessels surround the entire yolk mass begin emitting a network of vessels in a
circular fashion. The allantoid vessels are arranged under the yolk mass by juxtaposition. At
this age, the allantois appears to display its maximum development, as in its upper portion it
also connects directly to the amnion.

At 21 days of incubation (Figure 2G), the yolk sac is richly vascularized, almost
completely superimposed by the allantois and its wrinkled appearance indicates that the yolk
is being absorbed. At this age, the chorioallantoic membrane is in close contact with the shell
membrane, suggesting gas and mineral element transport from the shell.

At 24 days (Figure 2H), the allantoic and vitelline vessels are quite turgid and their
network organization suggests that they function as traction structures for the yolk mass to the
interior of the coelomic cavity when they retract along the incubation process. At this age,
four vessels are evident from the urachus, two arteries and two veins, one larger, which move
laterally when touching the yolk mass, branching out over it and emitting small caliber vessels
under a very thin membrane containing the yolk.

On the 27" day of incubation (Figure 2I), the chorionic membrane, previously
transparent, becomes easily observed, becoming relatively white as a result of complete
interrelation with the allantois. At this age, a high concentration of uric acid deposit is noted
when compared to previous phases. The yolk sac becomes more reduced due to the embryo
absorption process.
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On the 30" day of incubation (Figure 2J) the vitelline arteries and veins move to the
left of the fetus, becoming even larger, moving together until they become inserted into the
yolk mass, then becoming small caliber vessels arranged in a circular shape. The
chorioallantoic membrane reaches its maximum shell membrane adhesion degree at this stage.

Finally, on the 33™ day of incubation (Figure 2K), a high adhesion to the allantoic
vessels is noted under the vitelline membrane, in close association with the chorioallantoic
membrane. The arteries and veins become slightly contorted. Finally, at 36 days of incubation
(Figure 2L), the embryo has already perforated the membrane complex represented by the
chorioallantoic membrane and the shell membrane at the air chamber region. After removing
these structures, the yolk sac was identified as already completely absorbed, resulting in
embryo survival. It is noteworthy that rheas may hatch between 36 and 42 days of incubation,
depending on the hatchery or ambient temperature.

Figure 1. Greater rhea embryonic attachments. A: three days of incubation. B: six days of
incubation. C: nine days of incubation. D: 12th day of incubation. E: 15th day of incubation.
F: 18th day of incubation. Photo A: black arrowhead: vitelline right omphalomesenteric and
left omphalomesenteric arteries, black arrow: amnion, white arrowhead: sinus terminalis.
Photo B: black arrowhead: left omphalomesenteric artery, circle: right omphalomesenteric
artery, black arrow: amnion, YS: yolk sac area, AL: allantoic area, white arrowhead: sinus
terminalis. Photo C: black arrowhead: omphalo-mesenteric arteries, circle: urachus, AL:
allantoic area, YS: yolk sac area, white arrowhead: sinus terminalis. Photo D: black
arrowhead: omphalomesenteric arteries, circle: urachus, YS: yolk sac area, AL: allantoic area,
* black: embryo. Photo E: black arrowhead: omphalo-mesenteric arteries, circle: urachus, YS:
yolk sac area, AL: allantoic area, * black: embryo. Photo F: Circle: urachus, EM: embryo,
AL: allantoic area, YS: yolk sac area, * black: aloumen. Bars: 14cm, 5¢cm, 9cm, 17cm, 14cm,
15cm.
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Figure 2. Greater rhea fetal attachments. G: 21st day of incubation. H: 24th day of
incubation.l: 27th day of incubation. J: 30th day of incubation. K: 33rd day of incubation. L.:
36th day of incubation. Photo G: white circle: urachus, white square: bubble to indicate that
there is anotherlayer under the other attachments: the chorion, AL: allantoic area, YS: yolk
sac area, EM: embryo. Photo H: white circle: vessels coming from the urachus, AL:
allantoic area, * black: yolk from yolk sac to be absorbed, EM: embryo. Photo I black
square: illustrating that there isa membrane covering the other appendages, the corium, AL:
allantoic area, * black: uric acid, YS: yolk sac area, EM: embryo. Photo J: EM: embryo,
black circle: urachus, YS: yolk sac area, * white: area of contact between chorion+allantois
and shell membrane, * black: shell membrane. Photo K: EM: embryo, circle: urachus, YS:
yolk sac, white arrowhead: uric acid, black arrohead: shell membrane, * black: area of
contact between the chorion, allantois and shell membrane. L: * black: chorion, * black
square: shell membrane, B: greater rhea beak. Bars: 17cm, 12cm, 10cm, 10cm, 19cm, 10cm.

Fetal attachment microscopy analyses

Yolk Sac

The rough endoplasmic reticulum in the yolk sac is well developed (Figure 3E) and the
cytoplasm contained numerous lipid droplets of varying size with a vesicular aspect very
similar to that of cytoplasmic organelles (Figure 3F). The presence of myelin figures is also
observed (Figure 3D) in which the nucleus occupies almost the entire cytoplasmic volume.
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Figure 3. Greater rhea yolk sac. A: yolk sac under light microscopy at 12 days of

incubation,B: yolk sac under scanning electron microscopy at 12 days of incubation, letter
C, D, E and F: yolk sac under transmission electron microscopy at 18 days of incubation.
A: black arrow: ectoderm, black arrowhead: endoderm. B: * endodermal cells. C: arrows
(cell boundaries), ECT: ectodermal cell, END: endodermal cells. D: FM (myelin figure).
E: ER (endoplasmic reticulum rough). F: GL (lipid droplets). Bar: 10um, 20um, 2um and
500 nm.

Amnion

Histologically, the amnion is represented by the three embryonic layers (ectoderm, mesoderm
and endoderm). The ectoderm is made up of a stratified epithelium composed of cubic cells,
while the endoderm is made up of a squamous epithelium comprising a double layer of cubic
cells and the mesoderm, of loose connective tissue. Blood vessels are also observed in the
latter (Photo 4A). The SEM analysis indicated cells polygonal shape epidermal cells
interspersed with numerous blood vessels (Figures 4B and 4C). The TEM analysis of the
amnion of rheas at 18 days of embryonic development indicated fibroblast cells with
elongated nuclei and the presence of microfilaments in the mesoderm (Figure 4E). The
cytoplasmic membrane exhibits projections suggesting the occurrence of transport activities
given the presence of lipid vesicles and small electron-dense vesicles observed at the edge of
the endoderm (Figure 4F).
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Figure 4. Greater rhea amnion. A: light microscopy amnion at 24 days of incubation, black
arrow: ectoderm, black arrowhead: endoderm, V: blood vessels, ME: mesoderm. B:
scanning electron microscopy at 24 days of incubation, * blood vessel, circle (villi). C:
scanning electronmicroscopy at 18 days of incubation, * (epidermal cells). D: transmission
electron microscopy at 18 days of incubation, arrowhead: fibroblast cells. E: transmission
electron microscopy at 18 days of incubation, MF: microfilaments, ME: mesoderm. F:
transmission electron microscopy at 18 days of incubation, GL: lipid droplets, arrows:
microvilli. Bar: 10um, 50um, 5um, 10pm,1um, 500nm.

Allantoid

The allantois of rheas at all analyzed ages, like the amnion, is represented by three germ
layers (ectoderm, mesoderm and endoderm). The ectoderm is formed by multiple layers of
cubic cells, the mesoderm, of loose connective tissue interposed with blood vessels, and the
endoderm, of simple squamous cells containing intercellular spaces at all ages (Figure 5A).
The SEM assessments indicated venules and arteries in the allantois at 12 days of incubation,
in addition to a plexus of capillaries with different vascular densities between the intervessel
orifices (Figure 5B). At 24 days of incubation, the endodermal cells EXHIBIT a pyramidal
shape (Figure 5C). The TEM investigation indicated fibroblasts (Figure 5E), many granules
suggestive of the presence of glycogen granules (Figure 5D and 5E), many blood capillaries,
some pericytes between the capillaries (Figure 5D) and mesenchyme (Figure 5E) in the
allantois of rheas at 18 days of incubation. Rough endoplasmic reticulum was also abundant
(Figure 5F).
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Figure 5. Greater rhea allantois. A: light microscopy at 24 days of incubation, black arrow:
ectoderm, black arrowhead: endoderm, *: blood vessels, ME: mesoderm. B: scanning
electronmicroscopy at 18 days of incubation, DI: intervessel distances, * black (artery). C:
scanning electron microscopy at 18 days of incubation, * white (endodermal epithelial cells),
white arrows: cell boundaries. D: transmission electron microscopy at 18 days of incubation,
FB: fibroblast, black arrowhead: glycogen granules, CA: blood capillary, arrow: pericyte. E:
transmission electron microscopy at 18 days of incubation, black arrow: microvilli, * black:
fibroblast, black arrowhead: glycogen granules. F: transmission electron microscopy at 18
daysof incubation, RE: rough endoplasmic reticulum. Bar: 10pum, 100um, 10pm, 5pum, 2um,
500nm.

Chorioallantois + chorion + shell membrane

At 39 days of incubation, the chorioallantoic membrane is completely adhered to the shell
membrane, making t appear vascularized. The light microscopy assessment indicated that the
chorioallantoic membrane is made up exclusively of collagen fibers. The ectoderm, mesoderm
and endoderm are distinguishable in the chorion, with the ectoderm and endoderm formed by
a stratified cubic epithelium and the mesoderm represented by loose connective tissue. The
presence of blood vessels is noted in the chorionic membrane (Figure 6A). The allantoid
portion of the membrane is made up of a stratified squamous type epithelium and a layer of
loose conjunctiva nature still connects the two membranes. Many blood vessels are noted.

The SEM investigation demonstrated collagen fibers and calcium deposits in the shell
membrane (Figure 6B). At 27 days of incubation, the chorioallantoic membrane contains
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blood vessels and the shell membrane, parallel fibers (Figure 6C). The fragments of the
chorioallantoic membrane together with the shell membrane at 39 days of incubation contain
numerous oval cells in the subepithelial layer of the chorion, whereas numerous elongated
epithelial cells were observed in the subepithelial layer of the allantois. Blood vessels and
fibroblast-like cells make up the connective tissue of the mesoderm (Figure 6D). The TEM
indicated that, separately, the chorion contains blood capillaries, blood vessels, pericytes,
basal cells (Figure 6E) and epithelial trabeculae (Figure 6F).
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Figure 6. Greater rhea chorioallantois + chorion + shell membrane at different ages. A:
chorioallantois + shell membrane of rheas at 39 days of incubation, * black: fibers from the
shell membrane, V: (blood vessels), ME: mesoderm, black arrow: ectoderm, white
arrowhead: ectodermal cells, black arrowhead: endoderm. B: chorioallantois + shell
membrane at 39 days of incubation, containing collagen fibers (F), pores (*) and calcium
deposits (DC). C: chorioallantois+shell membrane at 28 days of incubation: *black: blood
vessels, *white: membrane of the shell with collagen fibers. D: Transmission electron
microscopy, semi-thin sections of the chorioallantoic membrane shell membrane at 39 days
of incubation, * black (shell membrane), C: chorionic area, black circle: chorionic epithelial
cells, ME: mesenchyme,mesoderm, black square: fibroblasts, white arrowhead: subepithelial
layer of the allantois, AL:allantoic area, white arrowhead: allantoic epithelial, black arrow:
allantoic ectoderm. E: transmission electron microscopy of the chorion at 18 days of
incubation, CA: blood capillary, PE: pericytes, CB: basal cell. F: transmission electron
microscopy of the chorion at 18 days of incubation, epithelial trabecula, *black: covering
cell, * white: basement membrane, black arrowhead: endothelial lining. Bar: 20pum, 200um,
50pm, 10pm, Sum and 2um.
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APENDICE B - ARTIGO 2

Morphometric greater rhea egg and embryo assessments

Morfometria de ovos e embrides de emas

Abstract: The aim of this study is to assess the correlation between morphometric meu egg
and embryo measurements, and to correlate these measurements individually. Eighteen
embryos were analyzed and width (head, body and eyes), length (cephalo-caudal, body, beak,
eye, humerus, tibio-tarsus, wing, head) and weight were determined at different ages (9, 12,
15, 18, 21, 24). Eighteen eggs of the respective embryos were also measured (width, length
and weight) for each analyzed age. Statistically significant moderate and strong correlations
were observed among the obtained egg and embryo measurements, while no statistically
significant correlations were observed when comparing eggs and embryos.

Keywords: Rhea americana americana; morphometry; eggs; embryos.

Resumo: O objetivo deste estudo € avaliar a correlacdo entre as medidas morfométricas do
ovo e 0 embrido de emas, assim como correlacionar essas medidas individualmente. Dezoito
embrides foram analisados e mensurados a largura (cabeca, corpo e olhos), comprimento
(céfalo-caudal, corpo, bico, olho, imero, tibio-tarso, asa, cabeca) e peso, sendo estes trés para
cada idade mensurada (9, 12, 15, 18, 21, 24) e dezoito ovos dos respectivos embrides também
foram mensurados (largura, comprimento e peso) para cada idade analisada. Observou-se
correlagOes estatisticas significativas moderadas e fortes nas mensuragdes realizadas nos ovos
e também naquelas de embrido e correlacdes estatisticas ndo significativas quando
comparados ovos e embrides.

Palavra- chave: Rhea americana americana; morfometria; ovos; embrides.
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1. Introduction

Morphometric parameter assessments are relevant in the egg grading process and
influence egg quality (FAROOQ et al., 2001), also contributing to knowledge on embryo
reproductive fitness and growth (ONAGBESANET al., 2007). Besides being important
regarding embryo development, physical egg characteristics are decisive for successful
incubation (POPOOLA et al., 2015)

Embryonic development measurements in birds may indicate problems associated to
feeding management and behavior during incubation, associated with environmental factors
and/or hormones (THIERRY et al., 2013), also enabling the understanding the differentiation
of precocial and altricial individuals (SPEAKE and WOOQOD, 2005).

Several studies have reported on the morphometry and morphological differentiation
of bird eggs and embryos. External morphological embryo characterizations have been
performed in ratites, such as ostriches (GEFEN AND AR, 2001), emus (NAGAI et al., 2011)
and greater rhea (ALMEIDA et al., 2015), as well as other birds, such as Japanese quails
(AINSWORTH et al., 2010) and chickens (HAMBURGUER and HAMILTON, 1992). Egg
characterizations have been reported for chickens (Deshi, viz, Cobb-500, RIR, ISA Brown,
ISA White and Fayoumi, Sonali) and other birds (i.e., geese, ducks, pigeons, doves, and quail)
(KABIR et al., 2012). Correlations have also been noted, such as between egg and chick
weight in emus (DI CAMPOS et al., 2005).

Rheas attract significant zootechnical interest in some countries, such as Uruguay, as
they are the source several products, such as meat, eggs and feathers, among others.
Increasing rhea production has boosted the interest in developing research related to this
species (GADELHA et al., 2020). Data on potential correlations between morphometric
greater rhea egg and embryo measurements may contribute with information of interest to the

commercial production of these animals. In this context, this study aimed to evaluate these
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potential correlations.
2. Material and Methods

All experiments were conducted at the Federal Rural University of the Semiarid
Region (UFERSA), from April 2020 to September 2021, employing animals from the Wild
Animal Multiplication Center (Centro de Multiplicacdo de Animais Silvestres, CEMAS)
located at 16 m a.s.l. in the city of Mossord, RN, located in the semiarid region in
Northeastern Brazil. The measurement methodology is quantitative, translated into numbers
by mathematical techniques (PEREIRA et al., 2018).

Egg morphometry was determined according to DI CAMPOS et al. (2005) and
KABIR et al. (2012), with adaptations. Weights were determined using a digital scale
(CASTELLMAQ) and length and width, employing a digital pachymeter (MITUTOYO®).
Embryo measurements comprised: weight, obtained on precision analytical scales
(MARTE®), width (body, eye and head) and length (cephalocaudal, body, beak, eye,
humerus, tibio-tarsus, wing, head), using a digital pachymeter (MITUTOYO®) or with the
help of a string when structures were reduced pachymeter measurements were not possible.
Embryo measurements were determined according to BROWNE (2006), ALMEIDA et al.,
(2015), GAMALLO etal., 2016 and BRAND et al., (2016), with adaptations.

A 3x3 (3 eggs/3 embryos) factorial design was employed, comprising six treatments,
three replicates per treatment and adaptations birds in each replicate. Three eggs of each age
(9, 12, 15, 18, 21, 24) were weighed, measured and placed under artificial incubation
conditions in a Luna 240 incubator (Chocmaster, Premium Ecoldgica Ltda.) at an average
temperature of 36.5°C and relative humidity of 52 to 56%, considering the 24-hour interval as
the first day of the incubation process. When reaching the desired age for evaluation, the eggs
were viewed under an ovoscope to confirm their fertilization and then opened by the air

chamber positioning pole using a micro grinder (DREMEL 3000). A cotton swab soaked with
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an overdose of isofluorane (ISOFORINE) was then inserted for euthanasia. The eggs were
then wrapped with film paper (ISULFILME) in order to contain the anesthetic concentration
and ensure analgesia for up to 10 minutes to guarantee animal death. Embryos with less than
10 days of incubation were euthanized by hypothermia, maintained below 4 °C for up to 4
hours (CFMV, 2013).

The data are expressed as means, standard deviation, minimum, maximum and
coefficient of variation values using the Minitab version 16.0 statistical software (State
College, PA: Minitab). After verifying parametric assumptions, statistical differences between
the evaluation days for the different investigated variables were obtained by a One Way
ANOVA followed by the Tukey test when the data exhibited a parametric distribution, while
non-parametric variables were evaluated by the Kruskal-Wallis test. Pearson's correlation test
and linear regressions were applied to verify potential relationships between the investigated
variables. A significance level of 5% was established for all statistical analyses.

3. Results and Discussion

At nine days of incubation, eye pigmentation, an area corresponding to the heart in the
thoracic region and the presence of sprouts of the thoracic and pelvic limbs could be observed,
as well as a body conformation in the shape of the letter "C" (Figure 1A). At twelve days of
embryonic development, the neck, beak, and wings were easily identified, as well as the
pelvic limbs, which are very distinct from the body, and a larger eyeball projection, indicating
the cranial region (Figure 1B). The jugular vein was also identified.

At fifteen days, the eyes were more prominent, and digits were visible (Figure 1C). At
eighteen days, small sized feathers under the dorsal embryo region were verified, in addition
to beak structure differentiation (rhinotheca and gnatheca), eyelids and external ears (Figure
1D). At twenty-one days of incubation, the embryos exhibited bodies almost completely

covered in feathers and complete nail formation (Figure 1E). At twenty-four days of
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development, the embryos were completely covered in feathers, more prominent wings, and

more characteristic feet features for the species (Figure 1F).

Figure 1. Greater rhea embryos at different incubation days. A, greater rhea embryo at 9 days of incubation (bar: 2.8cm); B, greater rhea

embryo at 12 days of incubation (bar: 4cm); C, greater rhea embryo at 15 days of incubation (bar: 5cm); D, greater rhea embryo at 18 days of
incubation ((bar: 8cm); E, greater rhea embryo at 21 days of incubation (bar: 14cm); F, greater rhea embryo at 24 days of incubation (bar:

18cm).

ALMEIDA et al. (2015), reported similar results in a study on greater rheas, but noted
that 6-day-old embryos already exhibited a flexion in the shape of the letter "C" and that 9-
day-old embryos already presented an interdigital membrane. Furthermore, the presence of
feather follicles in the thoracic region was visualized at twelve days of incubation by those
authors, which is only reported herein at 18 days of incubation, although the authors carried
out their tests at 37.5 °C and a relative humidity of 45%.

BRAND et al. (2017) reported similarities with the present study when investigating
ostriches. For example, the appearance of ocular pigmentation was noted after 7 or 8 days of

incubation, and the development of the interdigital membrane was identified at fourteen days.
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HAMILTON (1952) indicate that these findings begin to be observed between 70 and 72 h in
domestic fowl.

Embryo morphometric measurements differed from each other as each structure
developed (Table 1). Statistically significant variations were noted between the cephalic-
caudal length of animals at 9 days of incubation compared to animals at 18 days and between
15 and 21 days of incubation.

Statistical differences between the ages of 9 and 18 days for emu embryo body widths
were noted, any difference was observed regarding beak development between the ages of 12
and 15 days. Eye length was statistically different only between the ages of 9 and 12 days of
incubation. Head widths were statistically different at 9 and 24 days of incubation, while head
length was different only at 24 days compared to all analyzed ages. Humerus length was
statistically different only at 18 days when compared to the other ages.

Tibio-tarsus length exhibited no statistical difference only between the ages of 21 and
24 days. Wing lengths were statistically different at all studied ages, except between 15 and
18 days. Embryo weights (Table 1) were statistically different at 15 and 18 days of incubation

compared to the other investigated ages.

Table 1. Greater rhea embryo measurements, expressed as means + standard deviations.

. p-value
Period
Variables (ANOVA)
09 days 12 days 15 days 18 days 21 days 24 days
Cephalo-caudal 34.51+ 97.54 +
+ + + + a *
c 14.21 + 3.68d 24.21+2.83c 0.79¢h 46.05+3.81b 81+4.41 10.472 <0.001
1534 +
Body | 5.46 +1.09d 10.29 + 2.54c 12.05+0.32c 1.46bc 22.9+4.47ab  31.13+0.922 <0.001*
Nozzle c - 2.15+0.11d 4.45 +0.65d 14.57 +1.17c 22.47 £ 0.85b 32.35+3.122 <0.001*
Eye c 3.13+0.58¢c 6.35+0.43b 10.03 £ 0.92a 12.15+0.27a 13.79+1.11a 12.31+2.882 <0.001*
l-eye 3.88 +0.52d 7.53+0.68d 12.06 + 0.24c 14.74+£0.89b  18.62 +0.58a 18.08 + 1.482 <0.001*
+
Head | 6.71+1.6d 10.34 £ 0.69¢ 13351_ 15.75+1.22b 15.87 £ 0.47b 21.24 £3.192 <0.001*
18.87
Head c 8.23+1.03c 11.9+0.76¢ 15.27+1.87b  15.44+1.06b 2.25ba 24.39+2.182 <0.001*
Humerus c ) 8.3+ 1.36¢ 8.13 £ 0.69¢ 11.62+1.13b  15.89+0.48a 17.65 +2.162 <0.001*
_ 75.84 +
Tibio-Tarsus ¢ - 12.67 +1.25d 21.59+1.0¢c 35.64 +4.02b 59.06 +2.12a 17.842 <0.001*
. 17.06 +
Wing c - - 7.31+0.72c 23.02+7.59b  28.59+1.672 <0.001*

6.64cb
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+
Weight 0.44 +0.14d 1.8 +0.07d 4.26 +0.38c 9.84 +0.58b iig;; 61.0+12.132 <0.001*

a,b,c Means followed by different letters in rows indicate statistical difference (p<0.05 - Tukey). The letter "c" followed by structure names

represents length and "I" represents width. Blank spaces represent undeveloped structures.

GEFEN and AMOS AR (2001) reported a significant difference in cephalocaudal
length at 20 days of embryonic development when morphometrically analyzing ostrich
embryos between 8 and 40 days of embryonic development. They also indicated no statistical
differences concerning the tibio-tarsus length, whereas wing length and beak length
differences were noted at 32 and 36 days of embryonic development and at 24, 34 and 36 days
of embryonic development, respectively. Regarding embryo weight the authors reported
statistically significant differences at 14, 20 and 26 days of development.

ALMEIDA et al. (2015) observed that cephalocaudal growth in greater rhea is reduced
after the fifteenth day of incubation, while other parameters, such as tibia-tarsus, humerus and
beak length, exhibit a linear growth. The authors also indicate that embryo weight exhibits an
exponential increase throughout antigenic development, with insignificant variations from the
51 to the 15" day, increasing considerably from the 15" day until the 27"". GAMALLO et al.
(2016) analyzed duck embryos at 8 days of embryonic development and reported that weights
of embryos of the same age exhibit variations.

DANCEY and REIDY (2006) report Pearson correlation values of r = 0.10 to 0.30 as
indicative of a weak relationship, r = 0.40 to 0.6, moderate, and r = 0.70 to 1, a strong
relationship. Considering this scale, no morphometric correlations observed herein were
weak., eye length and humerus and tibia-tarsus correlations, as well as wing and weight and
wing length and head width correlations, were moderate, and the remaining correlations were

strong (Table 2).

Table 2. Correlation values between greater rhea embryo morphometric variables.

Variables CefC Color | Bicc Eyes c Eyes | Cab | Ume c Tibia T The c Pes
Body | 0.964" 1
Nozzle ¢ 0.979°  0.950* 1

Eyec 0.808" 0.758*  0.724* 1
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I-eye 0.909° 0.878* 0.893*  0.920* 1

Head | 0.861° 0.902* 0.855*  0.789*  0.884* 1

Humerus c 0.949° 0.906* 0.950*  0.652*  0.878* 0.770* 1

Tibio-Tarsus ¢ 0.972° 0.921* 0.972*  0.681* 0.908* 0.780*  0.961* 1

Wing ¢ 0.830° 0.872* 0.875* 0.582*  0.769* 0.639 0.851*  0.802* 1

Weight 0.944" 0.895* 0.935*  0.628*  0.792* 0.750*  0.943*  0.960*  0.748* 1
Head c 0.941" 0.938* 0.914* 0.792*  0.896* 0.891*  0.870*  0.924*  0.743* 0.865*

The "*" followed by the values of each variable represent statistical significance. Cef_C = Cephalo-caudal length; Color I: Body width; Bic c:
Beak length. Eyes I: Eye width, Cab I: Head width, Ume c:  Length of humerus, Tibio T: Length of tibio-tarso, As c: Wing length, Pes:

Weight, Head c: Head length.

Our findings corroborate RICKLEFS et al. (1998), who reported significant
correlations between bird growth rates and size. KASHMIRI AND VATSALYA (2012)
reported that beak and leg length (tibio-tarsus) correlated strongly with embryo weight in
Japanese quails, aiding in age at incubation assessments during embryonic development.
BRAND et al. (2017) discussed that this information is useful for estimating embryo age and
identifying incubation timing issues, which can result in low hatchability.

As the detected correlation values were significant, a regression equation was
applied. Each day cephalic-caudal values increased by 5.701 cm, body width by 1.614 cm,
beak, by 2,614 cm, eye length by 0.6699 cm, eye width by 1.019 cm, head width by 0.8733 cm,
humerus by 0.8826 cm, tibio-tarsus by 5.429 cm, wings by 2.327cm, weight by 4.086 g, and

head length by 0.9703 cm (Table 3).

Table 3. Regression values of the different greater rhea embryo morphometric variables.

Variables Regression equation R R? Standard Error
Cephalo—caudal C y =-44.47 +5.701 x days 0.96* 0.92 8.80
Body | y=-10.43 + 1.614 x days 0.94* 0.89 2.94
Nozzle c y =-31.85 + 2.614 x days 0.98* 0.95 2.47
Evec y =-1.429 +0.6699 x days 0.88* 0.76 1.96
I-eye y =-4.325 + 1.019 x days 0.96* 0.92 151
Head (d.biparietal) | y =-0.545 + 0.8733 x days 0.94* 0.87 1.77
Head ¢ y= -0.326 +0.9703 x days 0.94* 0.88 1.86
Humerus c y= -3.568 + 0.8826 x days 0.93* 0.85 1.59
Tibio-Tarsus ¢ y =-57.319 + 5.429 x days 0.95* 0.90 8.21
Wing c y =-26.38 + 2.327 x days 0.87* 0.74 4.74
Weight y =-47.52 + 4.086 x days 0.87* 0.75 12.26

r = Coefficient of association; R?= Coefficient of determination; * Statistical significance (p<0.05). The letter "c" followed by the structure
names represents length and the "I" represents width.

ALCEL et al. (1995) reported that guinea fowl exhibited a weight increase of 3.31g
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per day of incubation and a 3.83 mm increase in beak length/day applying regression
equations. ALMEIDA et al. (2015) reported that weight gains of 9 g and a 0.6 cm increase in
cephalo-caudal length per day of incubation from 5 to 27 days in greater rhea. BRAND et al.
(2017) stated that eye size in ostriches increases faster than beak length during incubation,
reaching 16.2 mm on day 28, while beak length continues to develop until hatching, at 42
days.

Egg morphometric measurements may vary due to several factors, such as sanitary
conditions, feeding or animal age. Therefore, we decided to evaluate emu egg morphometry
and weights. Greater rhea eggs between nine and 24 days were not statistically different
regarding width, length or weight at any of the evaluated ages (Table 4), although significant

weight loss with incubation development was expected.

Table 4: Greater rhea egg measurements, expressed as means + standard deviations.

. p-value
Period
Variables (ANOVA)
09 days 12 days 15 days 18 days 21 days 24 days
Width 85.47 £0.922 86.72 £ 2.01a 88.89+1.03 80.73 £ 1.68a 86.61 +2.982 84.69 £ 5.55a 0.155
119.79 120.07 £ 122.84
+ +
Length 3.372 6.422 123.42 +3.1a 116.61 + 7.98a 2772 120.27 £5.7a 0.669
. 508.67 £ 508.67 = 557.67 = 500.33 £ 0.759
+ a a
Weight 5032 3953 30.75a 77782 520 +33.15 515 + 68.83

a,b,c Means followed by different letters in rows indicate statistical difference (p<0.05 - Kruskal-Wallis).

DI CAMPOS et al. (2005) reported that the best measurement for egg size in ratite
birds is weight. Subsequently, ALVARENGA et al. (2008) stated that egg size is strongly
related to growth and survival of early birds, such as in emu eggs. In this regard, LABAQUE
(2006) discusses that egg size reflects the amount of embryo reserves, leading to greater
hatching chances.

Despite these studies, ALVARENGA et al. (2008) concluded that there is no
relationship between ostrich egg weight and the development of ostrich chicks until the 15™
day of life, differing from that reported for precocial birds, such as passeriform birds, turkeys
and domestic chickens (GOTH and EVANS, 2004).

POPOOLA et al. (2015) selected a total of 150 eggs, 30 for each different investigated
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avian species (chicken, turkey, quail, guinea fowl and bush duck), assessing weight (g), length
(cm) and diameter (cm), also analyzed herein. The authors reported that turkey eggs are the
heaviest, albeit statistically similar to chicken and bush duck eggs, while quail egg weights
were significantly different from guinea fowl eggs. Guinea fowl and quail egg lengths were
significantly different from each other. Concerning egg diameter, bush duck and chicken eggs
were similar, but turkey eggs were significantly larger, presenting the largest diameter in
relation to the other species, while quail eggs presented the smallest diameter compared to the
other species, with a statistically significant difference.

Herein, a moderate significant correlation was observed between length and width,
while a strong significant correlation between weight and width and between weight and

length were observed, in agreement with DANCEY and REIDY (2006).

Table 5: Correlation values between the egg morphometry variables analyzed herein.

Variables Width Length Weight
Width 1.0

Length 0.612* 1.0

Weight 0.730* 0.902* 1.0

* represents statistical significance.

DI CAMPOS et al. (2005) obtained similar results to those reported herein by our
group for rheas, indicating a positive correlation between egg weight, length and width, as
well as between egg length and width, but did not classify correlation strengths.

The egg and respective embryo morphometric variables analyzed herein were also
correlated, albeit with no statistical significance, including a negative correlation between
caudal cephalad length and the egg. Similarly, a weak positive correlation was found when
correlating this variable to egg width and weight. Regarding embryo body width, no positive
correlations between egg weight, width and length, as well as for embryo beak length, eyes,
humerus, tibia-tarsus and wings, were observed. Other variables, such as embryo eye width,
head width, head length and weight were negatively correlated to egg length and a weak

positive correlation was observed between egg width and weight (Table 6).
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Table 6. Correlation values between morphometric embryo and egg variables.

Variables Egg length Egg width Egg weight
Cephalo-caudal length of embryo -0.166 0.063 0.022
Width of embryo body -0.212 -0.051 -0.055
Embryo beak length -0.229 -0.036 -0.007
Embryo eye length -0.139 -0.034 -0.058
Embryo eye width -0.207 0.051 0.006
Head width (d.biparietal) of embryo -0.207 0.117 0.081
Length of the humerus of the embryo -0.289 -0.061 -0.170
Tibio-tarso length of the embryo -0.304 -0.075 -0.073
Embryo wing length -0.259 -0.322 -0.357
Embryo weight -0.143 0.046 0.022
Embryo head length -0.049 0.084 0.041

* Statistically significant (p<0.05).

According to RIBEIRO et al. (2008), chick weight during hatching is directly related
to egg weight and associated to better development, as this may represent a more developed
embryo or a more developed yolk sac, enabling greater survival ability before the start of
exogenous feeding. However, weight, width and length were not correlated significantly in
our study with the greater rhea embryo development during the incubation phase. On the other
hand, DI CAMPOS et al. (2005), who investigated correlations between these variables and
chick birth weight, reported that egg weight is not a selection trait in greater rhea.
Nevertheless, this does not seem to be the case, as larger and heavier eggs are expected to
produce larger and heavier chicks.

4. Conclusions

Egg morphometry parameters (width, length and weight) were not statistically

correlated with embryo morphometric measurements concerning length (cephalocaudal, body,
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beak, eye, humerus, tibio-tarsus, wing, head), width (head, eye and body) or weight.

However, egg measurements exhibited moderate and strong significant correlations
when compared to each other. Furthermore, strong correlations between the analyzed
variables in embryos were also noted.
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Ahbstract
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