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RESUMO

BISPO, Charles André Souza Bispo, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa,
Julho, 2009. Fertilidade do sémen caprino resfriado ou congelado em
diferentes concentracdes de gema-de-ovo no diluente. Orientador:
Giovanni Ribeiro de Carvalho. Coorientadores: Marcelo Teixeira Rodrigues
e Ciro Alexandre Alves Torres.

Os experimentos foram realizados nas dependéncias do Laboratério de
Reproducao de Caprinos do Setor de Caprinocultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, Zona da Mata, no municipio de
Vigosa-MG. Foram realizados trés experimentos, sendo o primeiro relacionado
ao resfriamento do sémen e dois referentes ao congelamento do sémen
caprino. O primeiro experimento foi realizado durante a estacédo reprodutiva
fisiolégica dos caprinos no Brasil (margo a junho). O objetivo deste trabalho foi
avaliar, por meio de testes in vitro e in vivo, quais as concentracbes de gema-
de-ovo (Tratamento 1 — T1 = 20% ou Tratamento 2 — T2 = 2,5%) preservam
melhor o sémen caprino armazenado a 5°C, por 24 horas, em diluente citrato-
gema-de-ovo. Os valores médios obtidos para o sémen fresco quanto a volume
(mL), motilidade (%), vigor (1-5), concentragdo espermatica (x10° totais), teste
hiposmotico (%) e coloragao supravital (%) foram de 0,7 £ 0,3, 87,9 £ 3,3,3,9 £
0,3, 1,3+ 0,6, 72,7 £ 7,8 e 78,2 £ 9,3, respectivamente. Os valores médios
referentes ao sémen resfriado nos tratamentos foram, respectivamente, para T1
e T2 de: motilidade, 68,5+ 15,4 e 78,0 + 5,5; vigor, 2,5 + 0,6 e 3,2 + 0,3;



supravital, 59,4 + 17,2 e 71,1 £ 10,5 e hiposmético, 42,2 + 15,7 e 56,2+ 11,5 (p
< 0,05). As taxas de fertilidade obtidas foram de 31,2% (T1) e 66,6% (T2)
(p < 0,05) e a prolificidade foi de 1,3 £ 0,5 (T1) e 1,4 £ 0,5 (T2) (p > 0,05). De
acordo com os resultados obtidos, pode-se recomendar a utilizagdo do diluidor
citrato-gema-de-ovo com baixa concentragédo de gema (2,5%) no seu volume
total. Os experimentos 2 e 3 foram realizados durante a estacido reprodutiva
induzida por suplementac¢ao de luz (novembro a dezembro de 2007) e estagao
fisiologica (margo a junho de 2008). O objetivo deste trabalho foi avaliar, por
meio de testes in vitro e fertilidade in vivo, quais as concentragbes de gema-de-
ovo (25 e 2,5%) presentes no diluente de Martin et al. (1979) preservam melhor
0 sémen caprino congelado durante as diferentes épocas do ano. Os valores
meédios obtidos no Experimento 2 para o sémen fresco, quanto ao volume, a
motilidade, ao vigor, a concentragdo espermatica, ao teste hiposmaético e a
coloracdo supravital, foram de 13 = 04; 875 + 26 e 3,8 = 0,3,
respectivamente, e no Experimento 3, de 1, 2 £ 0,1; 90,0 + 3,7 e 3,8 £ 0,4,
respectivamente. Os valores médios referentes ao sémen congelado para o
Experimento 2 foram, respectivamente, para T1 e T2 de: motilidade, 58,7 %
5,1% e 61,2 + 5,1%; vigor, 2,7 £ 0,3 e 3,1 £ 0,2; supravital, 58,7 £+ 7,5 e 61,7
6,15. No Experimento 3 foram respectivamente para T1 e T2 de: motilidade,
54,3 + 6,2% e 60,6 + 4,1%; vigor, 2,6 + 0,2 e 3,1 £ 0,2; supravital, 56,3 =+ 8,1 e
57,7 £ 6,8. As taxas de fertilidade obtidas foram de 46,67% (T1) e 70,00% (T2)
no Experimento 2 e no Experimento 3, de 50,00% (T1) e 76,00% (T2). De
acordo com os resultados obtidos, pode-se recomendar a utilizagdo do diluente

glicose-EDTA com baixa concentragado de gema (2,5%) no seu volume total.



ABSTRACT

BISPO, Charles André Souza Bispo, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa,
July, 2009. Fertility of cooled or frozen goat semen in different
concentrations of egg yolk in semen extender. Adviser: Giovanni Ribeiro
de Carvalho. Co-advisers: Marcelo Teixeira Rodrigues and Ciro Alexandre
Alves Torres.

The experiments were conducted on Laboratory of Goat Reproduction in
Goat Production Sector of Animal Science Department, Federal University of
Vigosa, Zona da Mata, in Vigosa-MG. Three experiments were conducted; the
first is related to cooling of semen and two others for freezing of goat semen.
The first experiment was conducted during the physiological breeding season of
goats in Brazil (March-June). The objective of this study was to evaluate,
through in vitro and in vivo, what the concentrations of egg yolk (treatment 1 -
T1 =20% or Treatment 2 - T2 = 2.5%) preserve better the goat semen stored at
5 °C for 24 hours in citrate-egg yolk extender. The average values for fresh
semen of volume (mL), motility (%), vigor (1-5), sperm concentration (x10°
total), hypoosmotic swelling test (%) and supravital staining (%) were 0.7 + 0.3,
879 £ 33,39+03,13+%0.6,72.7 £ 7.8 and 78.2 + 9.3, respectively. The
average values for cooled semen by the treatments were, respectively, for T1
and T2: motility, 68.5 + 15.4 and 78.0 £ 5.5, vigor, 2.5 + 0.6 and 3 2 + 0.3,
supravital, 59.4 £ 17.2 and 71.1 £ 10.5 and hypoosmotic, 42.2 + 15.7 and 56.2
+ 11.5 (p <0.05). Fertility rates obtained were 31.2% (T1) and 66.6% (T2) (p
<0.05) and prolificacy was 1.3 £ 0.5 (T1) and 14 £ 0, 5 (T2) (p <0.05).
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According to the results, we can recommend the use of this extender with a low
concentration of egg yolk (2.5%) in total volume. Experiments 2 and 3 were
performed during the breeding season induced by supplementary light
(November-December 2007) and physiological season (March to June 2008).
The objective of this study was to evaluate, through tests in vitro and fertility in
vivo, what is the concentrations of egg yolk of egg (25 and 2.5%) present in the
extender (Martin et al.1979) can better preserve frozen goat semen during the
different seasons. The average values obtained in Experiment 2 for fresh
semen, as the volume, motility, vigor, sperm concentration, hypoosmotic
swelling test and supravital staining, were 1.3 £ 0.4, 87.5 £ 2, 6 and 3.8 + 0.3,
respectively, and in Experiment 3, 1, 2 £ 0.1, 90.0 + 3.7 and 3.8 + 04,
respectively. The average values for frozen semen of Experiment 2 were,
respectively, for T1 and T2: motility, 58.7 + 5.1% and 61.2 £ 5.1%; vigor, 2.7
0.3 and 3.1 + 0.2; supravital, 58.7 £ 7.5 and 61.7 + 6.15. In Experiment 3 were
respectively for T1 and T2: motility, 54.3 + 6.2% and 60.6 + 4.1%; vigor, 2.6 *
0.2 and 3.1 £ 0.2; supravital , 56.3 £ 8.1 and 57.7 £ 6.8. Fertility rates obtained
were 46.67% (T1) and 70.00% (T2) in Experiment 2. In Experiment 3 the fertility
rates were 50.00% (T1) and 76.00% (T2). According to the results obtained, we
can recommend the use of glucose-EDTA extender with low concentration of
egg yolk (2.5%) in total volume.

Xii



1. INTRODUCAO

O final do século passado foi marcado por uma ampliagdo mundial dos
rebanhos caprinos e ovinos. Este aumento, da ordem de 20% nas duas ultimas
décadas (1979 a 1998), acompanhou o crescimento da populagdo mundial,
observado principalmente nos paises em desenvolvimento, enquanto os paises
desenvolvidos mantiveram seus rebanhos estaveis (FAO, 2005).

Na caprinocultura leiteira, o incremento nos rebanhos nao foi
acompanhado necessariamente pelo aumento na produtividade animal, exceto
nos paises que culturalmente possuem uma caprinocultura forte, onde se
observa um constante trabalho de melhoramento genético desses animais. Em
nosso pais, onde a producgao leiteira média dos animais gira em torno de
1kg/cabra/dia, o processo de melhoramento dos rebanhos caprinos nao
acompanhou a tendéncia de modernizagao e intensificagdo dos sistemas de
producdo agropecuarios, praticando-se, principalmente, uma pecuaria pouco
tecnificada e composta por animais de genética inferior.

Por outro lado, apesar de ser considerada uma atividade milenar e a
carne de caprinos ter grande importancia como fonte basica de proteina animal
para diversos povos, a criagdo de caprinos para corte nunca despertou tanto
interesse da midia, dos pesquisadores e do publico em geral, como vem
ocorrendo nos ultimos anos.

Apesar de ser uma carne mundialmente pouco consumida quando

observadas as estatisticas oficiais (FAO, 1999), 0,63 kg per capta ao ano), é



tida por muitos como a carne vermelha mais consumida no mundo.
Informagdes tdo opostas podem ser até certo ponto compreendidas se
considerado seu grande consumo em paises em desenvolvimento, com
servigos de informacao bastante deficitarios, além de seu consumo diretamente
nas propriedades e sua comercializagdo ocorrer basicamente em mercados
informais.

O Brasil tem despontado no cenario agropecuario mundial. Esta
identidade brasileira com o agronegécio tem atraido grandes investimentos
para o setor, estimulando os produtores a intensificar sua produgao e melhorar
seus plantéis. Desta forma, a caprinocultura, tanto de corte quanto de leite, tem
despertado grande interesse dos empresarios, surgindo como uma boa opgéo
para aumentar os ganhos com a atividade rural.

O atual cenério agropecuario mostra-se favoravel para o crescimento
sustentavel da caprinocultura. Esta sustentabilidade da atividade se apoia em
uma uniformidade na oferta dos produtos, aliada a produgcdo em escala, dois
pontos fundamentais para a criagdo do habito de consumo tanto de derivados
lacteos como de carne e pele de origem caprina. O melhoramento genético dos
rebanhos, acompanhado da melhoria no manejo nutricional, forma o alicerce
para o desenvolvimento estruturado da caprinocultura nacional. Trabalhando-
se com animais mais produtivos e mantendo os manejos alimentar e sanitario
adequados, € possivel alcangar maior escala de producdo e promover a
uniformidade na oferta do produto (HAENLEIN, 2001).

Diante deste contexto, a inseminagao artificial € uma das biotecnologias
da reproducédo de grande relevancia que vem sendo desenvolvida ha varios
anos e que permite o rapido avango genético, com melhor aproveitamento de
reprodutores de caracteristicas produtivas superiores, sejam para produgao de
leite ou carne (PALOMINO et al., 2001).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Resfriamento do sémen

Para conservacao de células espermaticas de caprinos sao utilizadas
duas técnicas basicas: o congelamento e o resfriamento (NUNES, 2001). Na
primeira, mantém-se o sémen congelado a temperatura do nitrogénio liquido
(-196°C), por tempo indeterminado, podendo aproveitar os reprodutores
machos mesmo durante a contraestacao reprodutiva, intensificando o uso dos
reprodutores, ou até mesmo apds sua morte. Na segunda técnica, o sémen €&
mantido em temperatura controlada na faixa entre 15 e 4°C, mantendo sua
fertilidade por um periodo de 12 a 24 horas (FERNANDEZ-ABELLA, 2003). E
indicado também para o transporte de sémen entre propriedades e para
utilizacao durante a estacdo de monta, quando um grande numero de fémeas
entra em estro simultaneamente, com a vantagem de ndo necessitar de
grandes investimentos iniciais.

Para o sucesso na preservacido dos espermatozoides pelo resfriamento,
€ necessario seguir uma seérie de passos que visam a redugao nos danos
causados as células e que assegurem a longevidade in vitro e in vivo, a saber:
taxa da diluicdo adequada, diluentes, substancias protetoras, taxas adequadas
de resfriamento (FASTAD, 1996) e manutencdo em temperaturas especificas

que reduzam o metabolismo, minimizem os danos na membrana e nao



desencadeiem prematuramente a capacitacdo e a reagao acrossOmica
(LOOMIS, 1992).

Quando o sémen é resfriado a temperaturas de 4 a 5°C, as células
espermaticas devem ser protegidas contra lesbes na membrana plasmatica e
receber um suporte nutricional, de maneira que sustente o metabolismo basal
dessas células durante o periodo de estocagem. Desta maneira, substancias
ricas em lipoproteinas, como o leite, a gema-de-ovo, os agucares (glicose,
lactose, frutose, manose, rafinose e trealose), sdo utilizadas com fungcao
crioprotetora durante o processo de resfriamento do sémen (MCKINNON,
1996).

O frio € o agente mais eficaz para a conservacédo do sémen liquido,
embora em temperatura de 5°C a atividade metabdlica dos espermatozoides
persista, ainda que bastante diminuida. Quinn et al. (1980) relatam que os
espermatozoides de muitos animais sao sensiveis as modificagcbes que
possam ocorrer entre 15 e 0°C. Este efeito brusco do frio provoca o
enrolamento da cauda dos espermatozoides, além de ocorrer maior contracao
da bainha lipoproteica em relagao ao conteudo celular, o que favorece fraturas
no envoltério celular, com a evasdo de conteudo intracelular como enzimas,
lipoproteinas, potassio, fosfolipidios e ATP (MIES FILHO, 1987).

O conhecimento obtido sobre as membranas plasmaticas esta baseado
no modelo do mosaico fluido proposto por Singer e Nicolson (1972), na qual os
lipidios estéo livres, movimentando-se lateralmente e, portanto, proporcionando
fluidez a membrana. Em temperatura de 37°C, os lipidios encontram-se em
estado fluido e dispostos de forma aleatdéria. Quando ha diminuicdo da
temperatura do meio em que essas células estdao contidas, ocorre um
alongamento das cadeias de acidos graxos, resultando no aumento da sua
rigidez. Entdo os fosfolipidios semelhantes tendem a se agrupar, dando origem
a estruturas cristalinas de forma hexagonal, e somente uma porgdo pequena
desses fosfolipidios mantém-se na forma liquida. Esse arranjo ira favorecer o
deslocamento das proteinas para esses locais, as quais se fundem e,
consequentemente, formam agregados proteicos que resultam em aumento da
permeabilidade da membrana e na diminuicdo do metabolismo celular
(AMANN; PICKETT, 1987; STRYER, 1988; AMANN; GRAHAM, 1993).



Esses danos, previamente descritos, sdo denominados choque térmico.
O termo refere-se as mudancas que ocorrem quando os espermatozoides
passam de temperatura corporea (37°C) até 0°C de forma rapida, ou seja, a
queda de temperatura € muito rapida. Os danos sofridos pelas células
espermaticas sao irreversiveis, sendo caracterizados por movimento anormal,
ou seja, ocorre comprometimento do padrdo de motilidade progressiva, perda
de motilidade, danos ao acrossoma e a membrana plasmatica; aumento da
permeabilidade celular; reducdo do metabolismo; e perda dos componentes
intracelulares (GRAHAM, 1996).

Em equinos os danos causados pelo choque térmico podem ser
minimizados quando as células espermaticas sdo submetidas a taxas de
resfriamento lentas, na faixa de temperatura entre 20 e 4°C (PICKET; AMANN,
1993). Na literatura consultada somente o trabalho de Machado e Simplicio
(1995) informa que a taxa de resfriamento do sémen caprino deve ficar entre
-0,25 e -0,35°C/minuto, mas n&o foi encontrada comparacgdo entre diferentes
taxas de resfriamento.

O diluente a base de leite desnatado é considerado um dos mais
utilizados extensores de sémen caprino para uso na inseminagao artificial. A
capacidade de fertilizagcao dos espermatozoides estocados em diluente de leite
ou a base de leite € de aproximadamente 12 a 24 horas. O leite € um meio
fisiolégico, porém complexo. Por isso, este componente apresenta-se com
muitas variagdes nos resultados obtidos, e seus mecanismos de agao para
preservacgao celular ndo estdo bem elucidados (LEBOEUF et al., 2003).

O fosfocaseinato nativo € composto pelas caseinas do leite (a, b ). Entre
as fracdes purificadas do leite, o fosfocaseinato nativo foi destacado como
sendo o componente mais eficiente em preservar a motilidade e manter a
fertiidade do sémen caprino estocado durante trés dias, quando comparado a
outros tipos de diluentes (LEBOEUF et al., 2003).

Apesar dos efeitos benéficos atribuidos ao leite, alguns autores
observaram a presenca de fatores toxicos aos espermatozoides bovinos no
leite ndo aquecido (THACKER et al., 1954). Boyd et al. (1954) sugeriram que o
leite fresco, desnatado ou integral, seja aquecido ou tratado quimicamente com
substancias que contém radicais sulfidrilas com o propdsito de aumentar a

viabilidade dos espermatozoides bovinos. Esse fator toxico foi destacado por



Mies Filho (1987) como sendo uma lactenina, um agente enzimatico
antiestreptococos encontrado no leite, e que para elimina-lo € necessario o
aquecimento do diluente a 95°C, durante 10 minutos.

Em caprinos, a depreciacdo na sobrevivéncia espermatica durante o
armazenamento em diluentes a base de leite ndo € somente devido a fatores
deletérios presentes no diluente, mas também devido a uma fragao proteica
semelhante a da glandula bulbouretral do bode, que interage com os
constituintes do leite presentes no diluente, inibindo consideravelmente a
motilidade dos espermatozoides caprinos. Os componentes responsaveis por
esse efeito tém sido purificados, caracterizados e identificados com uma
triacilglicerol lipase (PELLICER, 1995). Essas fracdes proteicas s&o nomeadas
de SBU Il da glandula bulbouretral do bode (NUNES, 1982, citado por
LEBOEUF et al., 2000). A adicdo da SBU Ill em meio contendo sémen lavado
resultou em diminuicdo da viabilidade espermatica, quando esse estava em
meio a base de leite; quando o sémen foi diluido em solu¢do de krebsringer-
fosfato-glicose, a SBU Il ndo teve efeito. Estes resultados evidenciam que
qualquer enzima das glandulas bulbouretrais atuaria nos componentes da SBU
lll, desencadeando a producéo de produtos toxicos aos espermatozoides.

Devido a essa complexidade da composicdo do leite, existem
componentes que podem ser benéficos ou prejudiciais aos espermatozoides.
Algumas fragdes do leite, como o ultrafiltrado, o microfiltrado e a lactoalbumina,
diminuem a longevidade espermatica, porém outras, como as proteinas
soluveis e o foscaseinato nativo, exercem efeito protetor (BATELIER et al.,
1997).

A gema-de-ovo € um dos constituintes mais utilizados como base dos
diluentes de sémen dos animais domésticos. Depois que Phillips e Lardy
(1940) relataram que a gema-de-ovo era benéfica a preservagdo de
espermatozoides submetidos ao frio, esta foi incorporada de forma habitual na
maioria dos protocolos de conservagao seminal. A gema-de-ovo protege contra
o choque pelo frio (WATSON, 1981), devido a presenca das fragdes
lipoproteicas de baixa densidade na sua composicdo. Essa protecido se deve a
presenca de fosfolipidios, que agem na superficie celular, restaurando a perda
de fosfolipidios que ocorre durante o choque térmico e prevenindo,

consequentemente, a ruptura da membrana celular (FASTAD, 1996). Watson



(1995) destacou, além da protecdo da gema-de-ovo aos espermatozoides, que
essa agao nao € efetiva em todas as espécies. A prevencgao conferida pelos
lipidios com relagdo ao choque térmico parece estar ligada a quelagéao dos ions
célcio do meio, evitando sua entrada no espermatozoide (WILHEM et al.,
1996).

Apesar dos beneficios que foram evidenciados sobre a utilizagcdo da
gema-de-ovo em diluentes de sémen, alguns autores sugerem a sua utilizag&o
de forma diferenciada quando o sémen € proveniente da espécie caprina. Roy
(1957) afirmou que diluentes que contém gema-de-ovo em sua composi¢cao
nao sao recomendados para a utilizacdo em sémen caprino. Tal evidéncia
deve-se ao fato de o plasma seminal caprino conter uma enzima secretada
pelas glandulas bulbouretrais, que quando em presenga da gema-de-ovo, por
hidrélise, leva a formacado de lisolecitinas, substancias estas téxicas para a
célula espermatica.

Como alternativa, Cortel (1974) sugeriu remover o plasma seminal por
meio da lavagem dos espermatozoides imediatamente apds a coleta, pois
houve incremento da motilidade espermatica e do porcentual de células vivas
durante a estocagem quando foram utilizados diluentes a base de gema-de-
ovo. Para a retirada do plasma seminal, o autor usou solugéo fisioldgica de
krebs-ringer-fosfato. Na tentativa de tornar o processo menos laborioso, Souza
e Mies Filho (1986) testaram uma solugcéo de citrato de sédio a 3% para a
lavagem do sémen, em substituicdo a solugcado de krebs-ringer-fosfato, e nao
encontraram nenhuma diferenga significativa.

Na busca de tornar o processo de conservagao celular mais pratico e
menos danoso as células espermaticas, Evans e Maxwell (1987) propuseram a
utiizagcdo de um diluente com baixa concentracdo de gema-de-ovo (2,6%).
Mais recentemente, com o mesmo diluente utilizado por esses autores,
Azerédo et al. (2001) avaliaram a auséncia ou presenga do plasma seminal no
sémen fresco e apds o congelamento. As amostras que nao foram submetidas
a retirada do plasma foram mais bem conservadas, tanto a fresco, como apds o
descongelamento. Mediante os resultados encontrados, os autores afirmam
que a remogao do plasma seminal causou redugao significativa do porcentual
de espermatozoides moveis, bem como a diminuigdo dos danos a membrana

plasmatica. Do mesmo modo, Nunes (1982), citado por Leboeuf et al. (2000),



acrescentou que os produtos oriundos das glandulas assessérias possuem

componentes importantes na preservacédo dos espermatozoides de bode.

2.2. Congelamento de sémen

A possibilidade de armazenar doses de sémen por um periodo indefinido
de tempo para posterior utilizagdo é uma das maiores vantagens da utilizagéo
do sémen congelado nos programas de inseminacgao artificial para a maioria
das espécies domésticas.

A tecnologia para armazenar o sémen congelado foi revolucionada ha
aproximadamente 50 anos, através da descoberta do glicerol como
crioprotetor, o que permitiu que o espermatozoide fosse congelado e
armazenado por longos periodos (HOLT, 2000).

Em caprinos, o sémen foi congelado pela primeira vez por Smith e Polge
(1950), e os autores se reportaram a fertilidade pds-descongelagcdo do sémen
dessa espécie como muito baixa para ser considerada de valor pratico. Muitas
investigacbes tém sido desenvolvidas sobre a criopreservagdo do sémen
caprino e todas as etapas envolvidas no processo (LEBOEUF et al., 2000).

Os eventos ocorridos durante a criopreservagdo envolvem os seguintes
passos: reducao da temperatura (como descrito no resfriamento), desidratacao
celular, congelamento e descongelacédo (MEDEIROS, 2002).

As maiores causas de mortalidade espermatica durante o processo de
congelamento se devem ao fato de que ocorre aumento das concentragdes de
sais, formacdo de gelo no interior da célula espermatica, mudangas do pH,
desnaturacao de proteinas e ruptura mecanica dos elementos estruturais da
célula durante os processos de mudanca de fase, tanto no processo de
congelamento, como no descongelamento dessas células. Esses danos so sao
minimizados ao adicionar os crioprotetores ao meio diluidor (SQUIRES et al.,
1999; SALAMON; MAXWELL, 2000); pois esses sao importantes para evitar a
formagao de gelo intracelular (MEDEIROS, 2002). Essas substancias sao
classificadas como penetrantes e ndo penetrantes, ou intra e extracelulares
(GRAHAM, 1996; ARRUDA, 2000). O glicerol é o crioprotetor mais utilizado no
congelamento de sémen, uma vez que atua na protecdo das estruturas

celulares, tanto intra como extracelularmente; o glicerol aumenta o numero de



canais de solvente que permanecem nao congelados e dilui as altas
concentragdes de sal (GRAHAM, 1996).

Dentre as contribuicbes dos crioprotetores, uma delas, ja elucidada, é
que durante o processo de congelamento a suspensao de espermatozoides
atinge temperaturas abaixo do ponto de congelamento do meio (super-
resfriamento), antes que haja a formagédo de cristais. Quando os cristais de
gelo comegam a se formar, ocorre aumento na temperatura necessaria para a
cristalizacdo, o que pode vir a ser deletério para o espermatozoide, sendo
minimizado pelo uso de curvas adequadas de congelamento (SQUIRES, 1999).
A temperaturas em torno de -5°C a agua intra e extracelular permanece super-
resfriada e nao cristaliza . Entre -5° a -10°C comegam a se formar cristais de
gelo no meio extracelular, que permanece super-resfriado, e ocorre troca de
agua para manter o equilibrio entre o meio extracelular e o intracelular
ocasionando, a desidratacdo celular. Nesse ponto, a curva de congelamento
deve ser lenta para evitar o congelamento da agua intracelular e rapida o
suficiente para evitar o contato da célula desidratada com o meio
hiperosmético. Uma desidratagdo severa promove desnaturagdo das
macromoléculas e encolhimento excessivo da célula, até ocorrer o colapso da
membrana (MEDEIROS, 2002).

Apesar da praticidade e possibilidade de armazenamento do sémen por
periodo indeterminado, a viabilidade do sémen congelado/descongelado em
geral € menor do que quando se utiliza o sémen resfriado. Apesar de
imprescindiveis para a sobrevivéncia dos espermatozoides no processo de
congelamento, os crioprotetores possuem efeitos toxicos para o espermatozoide,
tornando algumas substancias utilizadas na criopreservagdo de outros tipos
celulares improprias para a célula espermatica (WATSON, 2000).

As lesbes ocasionadas pelo processo de congelamento tém sido
atribuidas as mudangas de temperatura, a formagéo de cristais de gelo, aos
danos oxidativos, as alteragdes na membrana do espermatozoide no DNA, a
toxicidade do crioprotetores e ao estresse osmoético (WATSON, 1995, 2000). A
célula espermatica parece sensivel ao estresse osmaotico associado a adigao e
remocao de crioprotetores, assim como as alteracbes na concentracdo de
soluto durante o congelamento (WATSON, 2000).



2.3. Diluentes

A funcdo de um diluente utilizado na criopreservagcdao do sémen de
qualquer espécie é oferecer fontes de energia as células espermaticas,
protegé-las de danos relacionados com as variagdes bruscas de temperatura
(choque térmico) e manter um ambiente adequado para que os
espermatozoides sobrevivam temporariamente. Em geral, cada um dos
diferentes componentes tem sido estudado separadamente e em combinacao
entre eles, de forma a maximizar viabilidade espermatica pés-descongelamento
e fertilidade. A maioria dos meios de congelamento de sémen caprino inclui
algum ou alguns crioprotetores n&o penetrantes (leite ou gema-de-ovo), um
crioprotetor penetrante ou associagdes (glicerol, etilenoglicol, ou
dimetilsulféxido), um tampao (Tris ou Test), um ou mais agucares (glicose,
lactose, rafinose, sacarose, ou trealose), sais (citrato de sodio, acido citrico) e
de antibidticos (penicilina, estreptomicina) (EVANS; MAXWELL, 1987).

2.4. Crioprotetores nédo penetrantes

Algumas substancias, como lipideos, proteinas e macro-moléculas séo
acrescentadas na confeccéo dos diluentes. Estas sio eficientes na protegcao da
célula espermatica durante o processo de congelamento, sem que para isso
necessitem penetrar no espermatozoide. Em geral a gema-de-ovo, o leite e
alguns acgucares sao utilizados como fornecedores dessas substéancias (KEITH,
1998).

A gema-de-ovo € rotineiramente utilizada nos diluentes para
criopreservacdao de sémen de mamiferos com o intuito de proteger contra o
choque térmico. Acredita-se que sua acdo seja devido a presenca de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), que se aderem a membrana celular
durante o processo de criopreservacao, preservando, com isso, a membrana
do espermatozoide (MOUSSA et al.,, 2002), atuando na superficie da
membrana plasmatica, restaurando a perda de fosfolipideos e aparentemente
induzindo a alteracdo transitéria de sua composi¢cdo, consequentemente
prevenindo a ruptura da membrana (FARSTARD, 1996). Os fosfolipideos que

compdem a fragcdo LDL da gema-de-ovo protegem o sémen especificamente
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durante o processo de resfriamento a 5°C. O uso de fosfatidilserina purificada
tem demonstrado proteger as células espermaticas de bode e touros contra o
choque térmico. Os lipossomas que compdem o colesterol e a fosfatidilserina
protegem o espermatozoide de bovinos e garanhdes dos danos do processo de
congelamento, possivelmente por prevenir as alteragcdes deletérias durante a
criopreservacgao (WILHELM et al., 1996).

A prevengao conferida pelos lipideos com relagdo ao choque térmico
parece estar relacionada a quelacéo do ion Ca*? do meio, evitando sua entrada
no espermatozoide. E possivel que os lipossomas interajam com o célcio e
outros componentes do meio de congelamento que afetem a tonicidade ou a
fracdo da agua n&o congelada durante a criopreservacao (WILHELM et al., 1996).

Os acucares atuam por meio da pressdo osmoética na desidratacao
celular, reduzindo a agua passivel de ser congelada no interior da célula, de
modo a reduzir a injuria causada pela cristalizacdo de gelo (AISEN, 2002).
Além de atuarem como crioprotetores, os agucares sdo substrato energético
para o espermatozoide durante a incubacdo (YILDIZ et al., 2000), conferem
protecdo a membrana plasmatica durante a congelagdo e a descongelacao
através de interagdes diretas com a membrana, as quais envolvem ligacdes de
hidrogénio dos grupos hidroxil dos agucares com os grupos fosfatos localizados
na cabecga dos fosfolipideos. Por restaurarem o porcentual de agua ao redor
dos grupos das cabecgas dos fosfolipidios, os agucares podem prevenir os
danos causados pela desidratacdo extrema. Geralmente os dissacarideos,
sacarose e trealose, sao os mais efetivos em estabilizar a bicamada do que os
monossacarideos (DE LEEUW, 1993), mantendo sua capacidade de transporte
de calcio, a inibicdo da fusdo de membranas e a manutencao de lipideos em
uma fase fluida na auséncia de agua (ANCHORDOGUY et al., 1987; CROWE
et al., 1987).

Da mesma forma que a gema-de-ovo, os diluentes a base de leite tém
sido utilizados para conservagdo do sémen caprino, seja ele resfriado ou
congelado.

O leite €& uma substancia fisiologica bastante complexa. Seus
componentes apresentam muitas variagdes, o que influencia nos resultados
obtidos nos congelamentos, e seus mecanismos de agao para preservagao
celular nao estao bem elucidados (LEBOEUF et al., 2003).
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Entre as fracbes purificadas do leite, o fosfocaseinato nativo foi
destacado como sendo o componente mais eficiente em preservar a motilidade
e manter a fertilidade do sémen. O fosfocaseinato nativo € composto pelas
caseinas do leite (o, p e K) (LEBOEUF et al., 2003). O método de purificagéo
usado mantém sua estrutura tridimensional e a interagdo natural que ocorre
entre eles. Na espécie equina, constatou-se que a B-lactoglobulina, uma
proteina soluvel do leite, teve efeito protetor para a célula espermatica
(BATELIER et al.,, 1997). Apesar dos efeitos benéficos atribuidos ao leite,
alguns autores observaram a presenca de fatores toxicos aos espermatozoides
bovinos no leite ndo aquecido (THACKER et al., 1954). Boyd et al. (1954)
sugeriram que o leite fresco, desnatado ou integral, seja aquecido ou tratado
quimicamente com substancias que contém radicais sulfidrilas, com o propdsito
de aumentar a viabilidade dos espermatozoides bovinos. Esse fator téxico foi
destacado por Mies Filho (1987) como sendo uma lactenina, um agente
enzimatico antiestreptococos encontrado no leite, e que para elimina-lo é
necessario o aquecimento do diluente a 95°C, durante 10 minutos.

No entanto, varias modificacbes na estrutura do leite podem ser
induzidas pelo aquecimento, como: aumento do didmetro das micelas de
caseina, desnaturagao parcial de enzimas e proteinas, liberagdo de grupos
sulfidrilas e diminuicdo na concentragao de minerais devido a absorcéo de ions
para as micelas de caseina. A desnaturagdo enzimatica parece ser a
modificacdo do leite mais importante para explicar a diferenca na sobrevivéncia
espermatica entre o leite desnatado e o leite tratado pelo processo de ultra-alta
temperatura (UAT), uma vez que o calor afeta somente as fragbes que contém
proteinas soluveis (BATELIER et al., 1997).

Devido a complexidade da composicdo do leite, que pode variar de
acordo com o fabricante, existem componentes que podem ser benéficos ou
prejudiciais aos espermatozoides. Algumas fragcbes do leite, como o
ultrafiltrado, o microfiltrado e a a-lactoalbumina, diminuem a longevidade
espermatica, porém outras, como as proteinas soluveis e o foscaseinato nativo,
exercem efeito protetor (BATELIER et al., 1997).

De forma diferente, porém ndo menos importante, os acucares atuam na
desidratacao celular, por meio da pressdo osmotica, reduzindo a agua passivel

de ser congelada no interior da célula, de modo a diminuir a injuria causada
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pela cristalizagdo de gelo (AISEN, 2002). Quando substancias néo penetrantes
s&o adicionadas ao diluente, dentre elas a lactose, a sacarose, a rafinose, a
trealose e a dextrose, diversos efeitos podem ser observados.

Além de atuarem como crioprotetores, os acgucares sao substratos
energéticos para o espermatozoide durante a incubacao (YILDIZ et al., 2000),
conferem protecdo a membrana plasmatica durante a congelacdo e a
descongelacdo, através de interagcdes diretas com a membrana, as quais
envolvem ligagcdes de hidrogénio dos grupos hidroxil dos agucares com os
grupos fosfatos localizados na cabega dos fosfolipideos. Por restaurarem o
porcentual de agua ao redor dos grupos das cabegas dos fosfolipidios, os
agucares podem prevenir os danos causados pela desidratacdo extrema.
Geralmente os dissacarideos, sacarose e trealose, sdo os mais efetivos em
estabilizar a bicamada do que os monossacarideos (DE LEEUW, 1993),
mantendo sua capacidade de transporte de calcio, a inibicdo da fusdo de
membranas e a manutencéo de lipideos em uma fase fluida na auséncia de
agua (ANCHORDOGUY et al., 1987; CROWE et al., 1987).

Aboagla e Terada (2003) observaram que a concentragao de 375 mM de
trealose resultou em significativamente maior motilidade espermatica total
(78%), motilidade progressiva (61%) pos-descongelamento, em relagdo a
outras concentracdes utilizadas. Destaca-se que a trealose também provoca
aumento na fluidez da membrana celular devido a reorganizagéo das proteinas
e fosfolipidios, suprimindo, assim, os efeitos deletérios da fase de transicéo
lipidica. Este fato significa menor dano celular, devido a formacado de menos
gelo intracelular e, consequentemente, mais células viaveis recuperadas apos
criopreservacao.

A dextrana também pode ser usada como crioprotetor ndo penetrante
juntamente com a gema-de-ovo em meios que ndao contém glicerol. Com a
adicdo desse composto ao meio de congelamento, foram obtidas médias de 23
e 25% de rendimento total e motilidade progressiva, pds-descongelamento,
respectivamente (KUNDU et al., 2002).

Além dos acgucares, alguns aminoacidos também tém sido utilizados
como crioprotetores impermeaveis a membrana, como: L-prolina, L-alanina,
glicina e L-glutamina (KUNDU et al., 2001). Na natureza, muitos seres vivos

acumulam aminoacidos em resposta a baixas temperaturas. Os aminoacidos

13



tém papel importante na prevencado da desnaturacdo de proteinas musculares
durante o armazenamento de peixes congelados. A glutamina, a prolina e a
alanina tém ainda potencialidade como crioprotetoras de fibroblastos de
hamster. Alguns estudos tém sido executados, utilizando esses aminoacidos
como crioprotetores para a preservacao de células espermaticas. Os autores
relatam que esses aminoacidos exercem uma protecdo ainda maior quando
combinado com o glicerol e o dimetilsulfoxido, obtendo-se melhor motilidade
pos-descongelamento.

Dentre as alternativas com baixa quantidade de fosfolipidios surgiu a
agua-de-coco, que em experimentos in vitro e in vivo exibiu bom comporta-
mento no que se refere ao vigor e a motilidade dos espermatozoides vivos e a
fertilidade (NUNES, 1986).

A fim de determinar a fragdo da agua-de-coco que atua sobre os
espermatozoides, Nunes et al. (1994) realizaram o seu fracionamento e
observaram uma molécula pertencente ao grupo das auxinas, o acido 3-indol
acético (IAA), substancia com agado hormonal estimuladora do crescimento de
vegetais, que ativa o metabolismo dos espermatozoides. A presenga do I1AA
pode variar de acordo com o estagio de maturacdo e da espécie do fruto e,
consequentemente, influir nos resultados in vitro e in vivo do sémen diluido em
diferentes composi¢des da agua-de-coco (NUNES; SALGUEIRO, 1999).

A introdugcdo do IAA na composicdo de diluentes convencionais do
sémen de diferentes espécies conferiu aos espermatozoides um incremento de
motilidade, aumentando a taxa de fertilidade, além de permitir sua conservacao
durante periodos mais longos (CRUZ, 1994; NUNES et al., 1994).

No entanto, a utilizagdo de forma mais intensiva da agua-de-coco esta
limitada, principalmente, a inexisténcia de padronizacdo desse produto, uma
vez que esta na dependéncia dos varios fatores fisiologicos inerentes a planta.
Uma série de fatores como variedade, tipo de cultivar, idade, sanidade e
fatores ambientais influencia substancialmente sua complexa composicao. Sua
labilidade tem, inclusive, dificultado os esfor¢os de alguns pesquisadores,
muitos deles ligados a industrializacdo, de obter na prateleira a agua-de-coco
in natura, sob forma estavel e duradoura.

Em 1997 iniciou-se um estudo que levou a padronizacdo do fruto que

seria o ideal para utilizagdo em processos biotecnologicos. Uma vez
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selecionado o fruto ideal, buscou-se a estabilizacdo da agua-de-coco, fato
logrado no inicio de 2002.

Com base nos primeiros resultados obtidos com a &gua-de-coco
in natura, a padronizacao e a estabilizagdo da agua-de-coco na forma de po
(ACP), nado perdendo suas caracteristicas fisico-quimicas, garantem a
simplificacdo de sua utilizacdo, podendo representar uma alternativa para a
difusdo de varias biotecnologias. Tal fato propiciou a padronizagdo dos meios
de conservacao até entdo em estudo, ndo sé para sémen, como para outros
tipos celulares.

A sua utilizagao esta baseada na padronizagao e estabilizacdo da agua-
de-coco na forma de po (ACP) e na subsequente formulagdo dos meios de
conservagao, em que sao acrescentados aditivos especificos, dependendo do

tipo de material biolégico a ser conservado.

2.5. Crioprotetores penetrantes

Muitos crioprotetores permeaveis a membrana (glicerol, dimetilsulféxido,
etilenoglicol e propilenoglicol), e suas combinagdes, foram testados na
criopreservagdo do sémen caprino (RITAR et al., 1990a, b; TULI; HOLTZ,
1994; SINGH et al., 1995; KUNDU et al., 2000; LEBOEUF et al., 2000), no
entanto o mais comumente utilizado é o glicerol.

A descoberta da acado glicerol foi de grande importancia na
criopreservagao de sémen, pois até entdo este evento ndo era possivel
(KEITH, 1998; HOLT, 2000a), sendo atualmente o agente mais utilizado nas
espécies mamiferas domésticas (FARSTARD, 1996).

Apesar de seu mecanismo de acao nao se encontrar perfeitamente
esclarecido, sabe-se que ele penetra na membrana celular através da difuséo
passiva, permanecendo na membrana e no citoplasma (PARK; GRAHAM,
1992). Embora a concentragcdo de crioprotetor seja elevada no meio, sua
difusdo é 30 a 60 vezes menor do que a da agua (GRAHAM, 1996). Assim
sendo, essas moléculas atravessam a membrana até atingir um equilibrio,
porém a agua o faz mais rapidamente, ocasionando o enrugamento da célula
devido a pronta saida de agua para diluir a alta concentragdo externa, e

somente depois de um periodo € que o crioprotetor penetra e equilibra as
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concentragdes intra e extracelulares. Nessas condigbes a agua retorna para o
interior da célula até atingir o equilibrio, que resulta na retomada do seu
tamanho normal (SEIDEL, 1996). O crioprotetor pode causar danos osmaoticos
aos espermatozoides, mas a extensdo do dano esta relacionada com a espécie
animal em questdo. No entanto, espermatozoides de caprinos sao razoavel-
mente tolerantes a essas condi¢cdes e podem resistir sem maiores problemas a
exposi¢cao ao glicerol. O crioprotetor reduz o estresse osmotico através da
reposi¢cao de agua necessaria para manutengdo do volume celular, interagdes
com ions e macromoléculas, assim como redugédo do ponto de congelagédo da
agua (MEDEIROS et al., 2002). Como a célula agora tem menos agua
intracelular, o ponto de congelamento da célula é diminuido e menos gelo
intracelular ird se formar, o que é benéfico, pois a formacéo de gelo no interior
da célula pode resultar em sua morte e, consequentemente, em reduzida
fertilidade do sémen. Os crioprotetores penetrantes também causam rearranjo
dos lipidios e das proteinas da membrana, o que resulta em aumento da fluidez
da membrana, maior desidratagdo a baixas temperaturas e, por conseguinte,
maior capacidade para sobreviver a criopreservagao (HOLT, 2000).

A concentracao final do crioprotector no meio de congelamento varia,
mas € determinado pela toxicidade da substancia quimica e por seus efeitos
benéficos sobre os espermatozoides. O glicerol, o dimetilsulféxido (DMSO) e o
etilenoglicol sao geralmente utilizados em uma concentragdo que varia entre
1 e 8% (TULI; HOLTZ, 1994; SINGH et al., 1995; KUNDU et al., 2000).

Kundu et al. (2000), trabalhando com sémen de caprinos, observaram
que a utilizagdo de 6% de glicerol sozinho como crioprotetor resultou em maior
porcentual de motilidade dos espermatozoides apds criopreservacao, quando
comparado com sémen congelado, utilizando o etilenoglicol ou o
dimetilsulfoxido. A utilizagdo de ambos, glicerol (6%) e o dimetilsulféxido
(5,9%), alcangou efeito sinérgico entre os crioprotetores. A motilidade média
pbés-descongelamento, utilizando glicerol ou DMSO, foi de 33 e 15%, respecti-
vamente, enquanto a combinagédo desses crioprotetores resultou em 45% de
espermatozoides com motilidade progressiva (KUNDU et al., 2001).

Como alternativa, alguns pesquisadores vém utilizando as amidas como
crioprotetor penetrante. As amidas possuem um mecanismo de acao

crioprotetor diferente do glicerol, devido a sua estrutura molecular e a sua
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habilidade de permear a membrana celular. O mecanismo de agcdo das amidas
€ devido ao seu grupamento funcional amina, que contém nitrogénio, portanto
€ quimicamente distinto do grupamento funcional do glicerol, que sdo as
hidroxilas. As amidas realizam ligagdes de hidrogénio com a molécula da agua
em trés sitios de ligacdo. Além disso, devido ao menor peso molecular e a
viscosidade das amidas em relacdo ao glicerol, elas possuem maior
permeabilidade de membrana, diminuindo a possibilidade de danos celulares
causados por estresse osmoético (BALL; VO, 2001). Por isto, supbe-se que as
amidas possuam uma forma mais eficaz de realizar a coligagdo com a
molécula da agua, desempenhando um mecanismo crioprotetor celular mais
eficiente que o glicerol (BALL; VO, 2001; KAROW, 2001). No entanto, a
utilizacdo dessas substadncias em diluentes para congelamento de sémen
caprino ainda esta em fase inicial de experimentacao.

Em experimento realizado por Silva et al. (2006) para congelamento de
sémen, foram testados trés grupos experimentais, em que foram utilizados
meios diluentes contendo 7% de glicerol, 3,5% de glicerol mais 3,5% de
dimetilformamida e 5% de dimetilformamida. Os autores relatam que os valores
de integridade de membrana plasmatica, integridade acrossémica e reacao
acrossOmica pods-descongelamento nao diferiram entre os tratamentos,
indicando que a dimetilformamida n&o foi superior ao glicerol na manutencao
da qualidade espermatica apos a criopreservacado. Contudo, mais estudos séo
necessarios para que a utilizacdo dessas substancias seja recomendada na
rotina de congelamento do sémen caprino, sobretudo com relagéo a fertilidade
do sémen utilizado na inseminacéo artificial.

Alguns estudos tém concentrado suas atengdes nos processos
oxidativos que ocorrem na célula espermatica durante os processos de
criopreservagao. Hoje, os protocolos de conservagdo do sémen congelado
envolvem diferentes etapas, que durante a sua execuc¢ao levam a producao de
espécies reativas ao oxigénio (ROS), dentre as quais se destacam o radical
livre superdxido e o peroxido de hidrogénio. O ROS atua de maneiras
diferentes sobre a membrana plasmatica da célula espermatica, levando a
ocorréncia da peroxidagao dos acidos graxos poli-insaturados. Além disso, o
ROS favorece o aumento da fragmentagdo do DNA, despolimerizando acidos

hialurbnicos, modifica a estrutura do citoesqueleto e interfere na fusdo dos

17



espermatozoides com o ovocito (OCHSENDORF, 1999; PEREIRA et al., 2002).
No entanto, no que diz respeito aos estudos com relacédo aos efeitos sobre os
espermatozoides caprinos, a literatura é bastante escassa.

O animal passa por processos estressantes ao seu organismo, por
exemplo, processos de inflamatérios, isquemia, envelhecimento e
carcinogéneses. Além disso, o desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes
favorece a formacao de peroxidos, causando estresse oxidativo e consequen-
temente sequelas patolégicas (OCHSENDORF, 1999).

A formacéao ou degradacao das ROS é uma condigao fisiolégica inerente
a todos os organismos aerdbicos, levando a concentragdes normais necessa-
rias para o funcionamento da célula, ou a quantidades excessivas, causando
danos oxidativos a célula (NORDBERG; ARNER, 2001; IMAI;, NAKAGAWA,
2003).

O efeito prejudicial das ROS no espermatozoide foi proposto ha mais de
cinco décadas, demonstrando que a exposi¢ao de espermatozoides de humanos
a altas concentragbes de oxigénio resultava em toxicidade, com diminuigcéo
acentuada da sua motilidade (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

Na busca de minimizar os efeitos ROS na criopreservacdo do sémen,
alguns antioxidantes tém sido utilizados, entre eles algumas vitaminas e a
prépolis.

As vitaminas antioxidantes protegem as membranas plasmaticas,
reagindo e removendo os radicais livres, assim destruindo os mecanismos de
reacao.

A vitamina C ou &acido ascorbico, ou ainda ascorbato, € uma vitamina
hidrossoluvel com propriedade antioxidante. Ela reduz o a-tocoferol, os
peréxidos e as ROS, como superdxidos, e também age prevenindo a formagao
de hidroperéxido de lipidios nas lipoproteinas plasmaticas e protegendo a
célula dos danos oxidativos causados pelas ROS (NORDBERG; ARNER,
2001).

A propolis € um antioxidante coletado pelas abelhas, de diferentes
partes de plantas. E um dos produtos naturais mais utilizado desde a
Antiguidade, sendo administrado sob diversas formas (PEREIRA et al., 2002).

As propriedades da propolis estdo ligadas a sua composigao quimica,

sendo este inclusive um dos problemas em sua utilizagdo, uma vez que a
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composi¢cao quimica pode variar de acordo com o tipo de pasto onde as
abelhas fazem a coleta, assim como com a espécie da abelha (PEREIRA et al.,
2002).

Os mesmo autores relatam que na composicdo quimica da propolis
encontram-se: acidos graxos, acidos fendlicos e seus ésteres, flavandides,
terpenos, [3-esterdides, aldeidos aromaticos e alcoois, sesquiterpenos,
naftaleno e derivados do estilbeno. Também foi observada a presenca de
vitaminas A, B4, By, Bs C, E e PP, de minerais como Mn, Cu, Ca, Al, Si, V, Ni,
Zn e Cr*°, e mais recentemente, com a evolugdo das técnicas de andlise, a
presenca de compostos de alta massa molecular e carboidratos como frutose,
glicose, sacarose e maltose.

Em experimento realizado por Castilho (2008), na criopreservagéo do
sémen de caprinos, foram utilizados o acido ascoérbico e a prépolis como
antioxidantes, em duas concentragdes, 0,05 e 0,25, 0,25 e 0,5%, respectivamente.
O autor observou que o acido ascérbico manteve a integridade estrutural da
membrana dos espermatozoides durante o processo de criopreservacao, bem
como sua viabilidade apds o teste de termorresisténcia, podendo ser uma
alternativa na composicdo de diluentes para criopreservagdao de sémen
caprino. A prépolis ndo foi eficaz na manutencédo da integridade e viabilidade
espermatica pos-descongelamento, mostrando ser téxica aos espermatozoides

nas concentragdes de 0,25 e 0,5%.

2.6. Fisiologia reprodutiva da cabra

Desde a sua domesticacdo ha 9.000 anos no sudoeste da Asia, os
caprinos tém se espalhado por todos os continentes, distribuindo-se tanto em
latitudes equatoriais, como articas, e tanto em zonas umidas, como aridas. Esta
espécie animal, como varias outras, desenvolveu uma diversidade de
estratégias reprodutivas para se adaptar as condi¢bes climaticas adversas. 0
objetivo primordial dessas estratégias foi assegurar a sobrevivéncia de sua
prole, o que envolve a predicdao de condi¢cdes nutricionais futuras, usando
sinais ambientais, assim como as mudancas fotoperiddicas ou de temperatura
(MARTIN et al., 1999). No caso das ragas originarias de regides de clima

temperado, a atividade sexual € limitada a uma determinada época do ano
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(CHEMINEAU et al., 1992b), enquanto as nativas de regides de clima tropical
apresentam um potencial biolégico para se reproduzirem ao longo de todo o
ano (SIMPLICIO et al., 1986).

A estacionalidade reprodutiva é condicionada pelo fotoperiodo, o que faz
com que os rebanhos caprinos apresentem sazonalidade na producgao leiteira e
na producao de carne. A influéncia do fotoperiodo € marcante tanto nos
machos quanto nas fémeas de racas oriundas do hemisfério norte, que iniciam
seu ciclo reprodutivo anual em funcdo da diminuicdo da intensidade de luz
diaria, marcadamente no outono, sendo considerados animais poliéstricos
estacionais de “dias curtos” ou “fotoperiodo negativo”. Devido a esse fato
bioldgico, a produgéao leiteira se concentra nos periodos de inverno, primavera
e verdo (de agosto a marco na regiao centro-sul), quando gradativamente
findam as lactacdes, que somente reiniciardo na proxima estacao de pari¢cao, o
inverno. Isso resulta em uma entressafra de aproximadamente quatro meses, o
que acarreta severos problemas para produtores e consumidores. Métodos de
inducdo do estro foram desenvolvidos e adaptados as nossas condi¢cdes de
fotoperiodo, permitindo redugcao da entressafra da produgao de leite e de carne
e, consequentemente, retorno uniforme de capital ao produtor.

De modo geral, a indugdo do estro pode ser obtida pelo do uso de
fotoperiodo artificial (CORDEIRO, 1992), efeito do macho (CARNEVALI et al.,
1997), uso de melatonina (DEVESON et al.,, 1992) ou, ainda, por uma
combinacgao de hormdnios (FONSECA, 2002).

A cabra é classificada como poliéstrica estacional, ou seja, apresenta
varios estros em estacdes determinadas. A duragao do ciclo estral na cabra é,
em meédia, de 21 dias, podendo variar de 17 a 25 dias (CHEMINEAU et al.,
1992b).

O estro € o periodo do ciclo estral no qual a fémea aceita a monta pelo
macho, que na espécie caprina tem duragdo média de 31,2 + 4,8 horas
(CHEMINEAU et al., 1992b). Este periodo ¢ influenciado pela raga, pela idade,
pela estacdo, pelo estado sanitario e nutricional do reprodutor e das matrizes,
bem como pela presenca do macho (GONZALEZ-STAGNARO; MADRID-
BURY, 1982). As cabras Angora apresentam duragdo de estro mais curta
(22 horas) do que as ragas leiteiras (PRETORIUS, 1973). 0 estro em caprinos &

também de duragdo mais curta no inicio e no fim da estacdo de monta, na
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presenca do macho e na primeira estacdo de monta de fémeas jovens
(ESPESCHIT, 1998).

A ovulacdo na fémea caprina, em geral, ocorre no tergo final do estro
(CAMP et al., 1983). Chemineau et al. (1992b) descrevem que com o aumento
na duragao dos dias, 0 que ocorre na primavera € no verao em regides de
clima temperado, a fémea caprina apresenta uma fase de inatividade sexual,
caracterizada pela auséncia de estro (anestro).

A atividade ovariana, e consequentemente a estral, esta sob o controle
do hipotalamo e da hipdfise anterior. O primeiro sintetiza e secreta GnRH, que
atinge a hipofise, seja por meio dos axbénios neuronais e, ou, do sistema
vascular-porta, estimulando a sintese e liberagdo das gonadotrofinas: hormonio
foliculo-estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH) (BARIL et al., 1995).

A onda pré-ovulatdria de LH, na cabra, comeca cerca de 24 horas antes
da ovulacdo (FREITAS et al., 1996) e 9 horas apds o inicio do estro
(CHEMINEAU et al., 1982), iniciando alteragdes criticas no foliculo que afetam
sua condicao de 6rgao enddcrino e resultam na liberagao do odcito.

Com a ruptura do foliculo e a liberagao do odcito, inicia-se o processo de
formagao do corpo luteo, que secretara progesterona, preparando o utero para
uma possivel gestacdo e mantendo uma retroalimentagdo negativa no eixo
hipotalamico-hipofisario, impedindo o aumento da frequéncia da secrecao
pulsatil de FSH e LH. Caso nao se efetue a fertilizagdo, o corpo luteo regride,
permitindo a maturagdo de outros grandes foliculos ovarianos. Isto ocorre
devido a auséncia de um embrido na parede endometrial uterina, implicando o
estimulo de glandulas endometriais presentes no endométrio e na consequente
liberagao de prostaglandina F2a (PGFa).

A PGF2aq, sintetizada e secretada pelo endométrio, é essencial para a
lutedlise em varias espécies, dentre as quais a caprina (FORD et al., 1995). A
concentragao desta substancia no plasma da veia uterina, durante a lutedlise, é
pulsatil, existindo de trés a quatro pulsos para cada 24 horas (AULETTA;
FLINT, 1988). A ocitocina estimula a secrecao de PGF2a pelo utero e, em
contrapartida, a PGF2a estimula a produgdo de ocitocina de origem lutea
(NISWENDER; NETT, 1988). Com a producao de PGF2a ocorrem a lutedlise e

a consequente diminuicdo dos niveis séricos de progesterona, promovendo o
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desbloqueio do eixo hipotalamico-hipofisario, a secre¢do das gonadotrofinas

(FSH e LH) e o reinicio de um novo ciclo.

2.7. Nutricao e atividade reprodutiva

A disponibilidade de nutrientes € um regulador fundamental da fungéo
reprodutiva da cabra, pois uma severa desnutricio € capaz de cessar toda a
atividade reprodutiva em detrimento de outros fatores (RONDINA, 1998). Em
racas caprinas nao fotorresponsivas, como é o caso das cabras existentes na
Regido Nordeste do Brasil, a subita disponibilidade de boa nutrigdo pode
induzir ao estro e a ovulagdo, apesar de existir evidéncia de que o estimulo
ovulatério pode ser a prépria pluviosidade (GARCIA, 1981). Em fémeas
ciclicas, o melhoramento da nutricio aumenta a taxa de ovulacido e a
incidéncia de nascimentos multiplos, sem afetar a incidéncia de estros ou o
comprimento do ciclo estral (HENNIAWATI; FLETCHER, 1986). Por outro lado,
nas racas fotorresponsivas, os efeitos de mudancgas nutricionais bruscas na
atividade reprodutiva dependerao do tempo de inibicido fotoperiddica sobre o
eixo reprodutivo, por ocasidao do manejo nutricional. Durante a estagdo de
reproducdo, o nivel nutricional pode influenciar a propor¢ao de cabras ovulando
(MARTIN et al., 1992), a prolificidade e o subsequente intervalo entre partos
(GONGCALVES, 1996).

2.8. Atividade da glandula pineal

Caprinos de racas europeias demonstram um forte padrao estacional de
reproducdo em latitudes temperadas, com um periodo obrigatério de
anovulagcdo e anestro (CHEMINEAU et al.,, 1992b). Esta alternéncia entre
atividade sexual e anestro é causada por um ritmo interno, que é regulado pelo
fotoperiodo (MALPAUX et al., 1989). Na Regidao Sudeste do Brasil, as cabras
apresentam estacionalidade reprodutiva no periodo compreendido entre agosto
e janeiro, o que resulta em produgao de leite ndo uniforme ao longo do ano.

Os dados disponiveis sugerem que a auséncia da atividade reprodutiva

durante o anestro é o resultado de uma supressao da secrecdo de GnRH,
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induzida por diversos sistemas neuronais inibitérios no hipotalamo (NAGY et
al., 2000).

Os sinais fotoperidodicos sao traduzidos em efeitos no sistema
reprodutivo através de alteragdes no padrao de secrecdo de melatonina, que é
secretada pela glandula pineal, resultando em alteragcdes na liberagdo pulsatil
de GnRH pelo hipotalamo (MORI; OKAMURA, 1986). A melatonina ou N-acetil-
5-metoxi-triptamina € um hormdnio produzido principalmente pela glandula
pineal dos vertebrados. Entre suas fungbes destacam-se regulagdo do sono,
sinalizagao antiapoptotica, antioxidante, protetor celular, modulador do sistema
imunoldgico e oncostatica. A melatonina é sintetizada a partir do aminoacido
triptofano, é liberada na corrente sanguinea em uma s6 passagem pelo figado
(metabolismo de passagem Uunica), é conjugada e entdo eliminada,
principalmente pela urina, na forma de 6-sulfomelatonina. A melatonina é
secretada em um ritmo diario, ocorrendo picos durante as horas de escuridao.
Nesse periodo, a norepinefrina € sintetizada e secretada pelos neurdnios
simpaticos pds-ganglionares, pertencentes ao ganglio cervical superior (NAGY
et al., 2000). A destruicdo da inervagao simpatica para a glandula pineal por
gangliectomia cervical superior abole o padrao de secre¢cao de melatonina,
bem como as respostas ovulatorias e de prolactina ao fotoperiodo (MAEDA et
al., 1988).

2.9. Utilizagcdo de fotoperiodo artificial

Na auséncia de luz, a glandula pineal sintetiza e secreta melatonina,
horménio diretamente responsavel pela atividade reprodutiva, que transmite
informagdes relativas ao "ciclo luz-escuro" para a regulagao fisiolégica do
animal, refletida em estacionalidade ou ciclicidade estral. A partir do solsticio de
inverno, cessa o estimulo dos dias curtos e, consequentemente, da melatonina
no eixo hipotaldmico-hipofisario-ovarico. No hemisfério sul, a diferenca de
luminosidade entre estacbes do ano € menos marcante, atingindo uma
diferenca entre fotoperiodo minimo (solsticio de inverno) e maximo (solsticio de
verao) de aproximadamente 3 horas na Serra da Mantiqueira (TRALDI et al.,
2000), 4 horas em Porto Alegre e apenas 1 hora em Recife (OTO DE SA,
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2002). No hemisfério norte a diferenca €, em média, de 8 horas, o que justifica
o fato de os animais de ragas puras importadas e seus descendentes serem
menos estacionais que em seus paises ou continente de origem, e de
apresentarem menor estacionalidade no Nordeste, comparativamente ao
centro-sul do Brasil.

Dessa forma, as fémeas de ragas estacionais gradativamente entram em
anestro, voltando a ciclar quando ocorre nova diminuicdo do fotoperiodo
(CHEMINEAU et al., 1996; MALPAUX et al.,, 1996, THIMONIER, 1996). Por
esse motivo, faz-se necessario promover uma quebra na estacionalidade
reprodutiva, levando a duas épocas de pari¢do por ano, uma no inverno e outra
no final do verdo e outono, que resultardo em producio leiteira uniforme e
disponibilidade de oferta de carne caprina no inverno.

Pode-se, dessa forma, fornecer um suplemento de horas de luz para
mimetizar os dias longos, com 16 horas de luz e 8 horas de escuro (16L: 8E)
durante dois meses, com inicio no outono, devendo ser lembrado que os
reprodutores tém de receber o mesmo numero de horas de luz que as fémeas
(RODRIGUES et al., 1994; TRALDI et al., 2001), o que permite ao animal
interpretar uma condigao de primavera, tornando-o refratario aos dias curtos de
outono e inverno.

Desde o inicio da década de 1990 o tratamento com a utilizagdo de luz
vem sendo usado por pesquisadores, técnicos de campo e criadores. Quando
esse tratamento esta associado ao efeito no macho no inicio da primavera,
permite que cerca de 70 a 80 % das fémeas tratadas apresentem cios férteis
durante a primavera e as parigdes ocorram durante o outono do ano
subsequente (CORDEIRO, 1991; RODRIGUES et al.,, 1994; TRALDI et al.,
2001). Findo o tratamento o timer é desativado, e os animais retornam a
situacdo de fotoperiodo natural. Passados 60 dias desencadeia-se a
manifestacdo dos estros (TRALDI et al., 2001), com resultados de fertilidade
semelhantes aos da estacdo sexual fisiolégica para a espécie (TRALDI et al.,
2000). E importante ressaltar que, da mesma forma como ocorre na estacéo
reprodutiva, alguns animais apresentam cios curtos no inicio da estagéo de luz,
vindo a normalizar logo nos préximos cios, sem nenhum prejuizo para a
eficiéncia reprodutiva do rebanho (CHEMINEAU, 1989, MARTIN et al., 2004).

Este fato ocorre devido a formacado de corpos luteos de curta duragdo, que
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regridem rapidamente, levando a ciclos curtos, porém a progesterona
produzida pelos préximos corpos luteis atua como priming que desencadeia
novos ciclos ovulatorios, de duracéao e fertilidade normais.

Em experimento realizado por Traldi et al. (2000), utilizando 77 fémeas
da raca Saanen, com producdo média de 4,5 kg/leite/dia, submetidas durante
dois meses ao tratamento 16 L: 8E, foi observada uma taxa de prenhez de
53,8% em inseminacgao artificial e 88,9% em monta natural.

Assim como ocorre nas fémeas, os machos sofrem influéncia do
fotoperiodo (KARAGIANNIDIS et al.,, 2000), tanto em quantidade (volume,
concentracdo e numero total de espermatozoides por ejaculado), quanto em
qualidade (porcentual de espermatozoides moveis, porcentagem de esperma-
tozoides anormais e motilidade progressiva). Os autores relatam que o sémen
de melhor qualidade é o produzido durante a estagao reprodutiva fisioldgica
para a espécie, de acordo com a latitude em que os animais se encontram. No
entanto, os efeitos da sazonalidade n&o s&o suficientes a ponto de prejudicar a
utilizagcdo ou impedir a utilizagdo dos reprodutores ao longo do ano. Todavia,
diferencas individuais na quantidade e qualidade do sémen entre os bodes

devem ser observadas, a fim de realizar avaliagdes antes da época de cobertura.

2.10. Técnica de inseminacdao artificial via transcervical

A inseminacgao artificial (IA) consiste na retirada ou coleta do sémen do
reprodutor e sua posterior deposicao na genital da fémea, por mecanismos
fisicos efetuados pelo homem. A coleta do sémen pode ser feita através da
vagina artificial ou eletroejaculador. O sémen coletado pode ser utilizado na
forma de fresco (diluido ou fracionado), resfriado ou congelado, o que permite a
sua estocagem e o seu transporte (RIBEIRO, 1997). Gongalves et al. (2001)
afirmaram que a IA é a técnica mais importante para o melhoramento genético
de animais, em funcdo do melhor aproveitamento de reprodutores altamente
selecionados. Ainda de acordo com os autores, a inseminacao artificial permite
programar os nascimentos para algumas épocas desejadas do ano.

Muitos fatores podem influenciar a eficiéncia dessa técnica, dentre eles:
tipo de sémen utilizado (fresco, refrigerado ou congelado), via de inseminagao

utilizada (transcervical ou laparoscopica), local de deposicdo do sémen no
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aparelho genital feminino (vagina, cérvice ou utero), numero de inseminagoes,
qualidade do sémen, tipo de estro (natural ou induzido), horario de inseminagéo
e habilidade do inseminador (EVANS; MAXWEL, 1987; CORTEEL et al., 1988;
NUNES, 2001).

Além da otimizacéao de fertilizagcao das fémeas, a técnica da inseminagao
artificial ainda apresenta outras vantagens, como: teste do reprodutor, ja que o
sémen pode ser transportado para varias propriedades, fertilizando um grande
numero de fémeas, aumentando assim o numero de informagdes de
determinado macho. Desta forma, descartam-se os maus reprodutores e
separam-se apenas aqueles geneticamente superiores; menor gasto com
manutencio, alimentagdo e acomodacgdes dos reprodutores; aumento da vida
util dos reprodutores, inclusive podendo ser utilizados por anos apés a morte
do macho, j4 que o material seminal pode ser armazenado por tempo
indeterminado no botijdo de nitrogénio liquido; controle de doencas
transmissiveis no ato da copula; programagao das pari¢gdes e produtividade; e
possibilidade de utilizar reprodutores incapacitados para realizar a monta (ex.:
problemas que impossibilitem o macho de ficar em pé ou sustentar-se no
momento da cépula). Entretanto, vale a pena ressaltar alguns inconvenientes
encontrados no uso dessa técnica, como: necessidade de mé&o-de-obra
especializada; no caso de utilizacdo de reprodutores nido provados, pode
ocorre uma rapida disseminagao de caracteristicas indesejaveis sobre o
rebanho; e custos iniciais elevados.

A principal vantagem do sémen congelado € o aumento do potencial
reprodutivo do reprodutor, chegando a ser imensuravel, segundo Ribeiro
(1997). O sémen congelado apresenta limitagdes de seu uso em face deste
processo comprometer a qualidade, reduzindo a concentragdo espermatica por
dose de sémen. Nesse sentido, a deposi¢cdo do sémen o mais proximo possivel
do local de fecundacdo visa melhorar o indice de fertilidade. Embora em
algumas cabras seja possivel a deposicdo do sémen diretamente no utero
através da via transcervical, ha animais em que isto s6 sera possivel mediante
0 uso da técnica laparoscépica (CHEMINEAU; COGNIE, 1991). Esta técnica é
baseada no principio de reducdo do espacgo percorrido pelo espermatozoide

desde a deposigao no trato genital feminino até o sitio de fertilizagéo.
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Machado e Simplicio (2001) apontaram como alternativa para melhorar
os indices de fertilidade a observacgao visual dos sinais de estro, realizando a
inseminagao 12 a 15 horas apéds o inicio do estro; no entanto ela é considerada
inviavel para realizacdo da inseminacao laparoscopica, visto que se trata de um
procedimento cirurgico, e como tal deve ser realizado de maneira a torna-lo o
mais indcuo possivel. A realizagdo desta técnica, de maneira intercalada, de
acordo com a manifestacédo de estro dos animais, a tornaria mais dispendiosa e
aumentaria os riscos de contaminagao.

A inseminacao artificial € a alternativa ideal quando ocorre a indugao do
estro, pois as fémeas serdo inseminadas em horarios pré-fixados (IATF),
simplificando o manejo e otimizando o método. Na racga Alpina podera ser feita
uma unica inseminagado 42 + 2 horas apds a retirada do pessario vaginal
(progestageno), e 45 + 2 para a Saanen, com uma taxa de fertilidade de 60 a
65% (CORTEEL; LEBOEUF, 1990). A redugéao de 45 mg de FGA para 40 ou
20mg do horménio permitiu manter a sincronia quanto ao inicio da
manifestagdo do estro (18 a 30 horas pos-retirada das esponjas), pico do LH
(24 a 42 horas pos-retirada das esponjas) e taxas de gestagcdo superiores a
60%, sem diferenga entre tratamentos (LEBOEUF et al., 2003), o que
demonstra que doses inferiores de progestageno podem ser usadas na
inducdo do estro na contraestagao reprodutiva.

Varios pesquisadores vém tentando melhorar a eficacia reprodutiva da
cabra, porém existe uma barreira natural denominada cérvix. A cérvix e seus
anéis sao constituidos de tecido cartilaginoso de consisténcia rigida, o que
dificulta a passagem da pipeta inseminadora através dela. Outro entrave com
relagao a técnica é que, diferentemente dos bovinos, onde é possivel manipular
a cervix via retal, o acesso a cérvix das cabras € unicamente via vaginal, o que
para algumas pessoas menos habilidosas pode representar uma grande
dificuldade. Quanto a taxa de concepgdo, Amoah e Gelaye (1997) relatam
haver variagao entre 50 e 70%, dependendo da época do ano, sendo os

indices mais baixos fora da estagao reprodutiva.
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2.11. Muco cervical

O volume, a aparéncia e a consisténcia do muco variam durante o
periodo de estro. As alteragdes nas caracteristicas do muco se devem a
presenca de células de descamacéao do epitélio do sistema genital feminino.

No inicio do estro o muco é cristalino e ha pouca secregao; apds 12-
18 horas, ele se torna estriado e abundante; e com 25-30 horas do inicio do
estro, torna-se denso e com aparéncia caseosa (EVANS; MAXWELL, 1987).

A observacdo do muco e da sua alteragao durante o periodo de cio pode
ser usada para estimar o melhor momento do estro para realizar a
inseminagao, uma vez que ha correlagdo entre o tipo de muco observado no
momento da inseminacdo e a taxa de fertilidade. Dessa forma, o melhor
momento para realizar a inseminacdo € quando o muco se apresenta estriado
e abundante (12-18 horas ap0ds o inicio do estro).

Taxas de parto de 76,2 e 86,4% foram observadas em cabras
inseminadas quando o muco cervical apresentava-se com aspecto cristalino e
estriado, respectivamente (FRANCA, 1981).

No entanto, quando a inseminagao é realizada na presengca de muco
com aspecto cristalino, recomenda-se uma segunda inseminagdo, 12 a 14
horas apés a primeira (BONFERT, 1964, citado por SIMPLICIO, 1987).

2.12. Horario de inseminacdao

Na espécie caprina, os espermatozoides, recém-ejaculados, sobrevivem
no utero e oviduto por somente 10-12 horas. O tempo de sobrevivéncia do
gameta feminino, apds a ovulacao, é de 12-24 horas. Se os espermatozoides
ou o ovulo iniciarem seu processo de envelhecimento, a fertilizagdo pode ser
prejudicada ou, se acontecer, pode resultar em desenvolvimento do embrido de
forma inadequada ou sua degeneragdo por completo (EVANS; MAXWELL,
1987).

O sucesso da fertilizacdo depende do momento em que o sémen foi
depositado no utero da fémea, em relacdo ao da ocorréncia da ovulacao.

Na espécie caprina, a ovulacdo ocorre no tergco final do estro,

aproximadamente 30-36 horas apds seu inicio. Nas fémeas que apresentam
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estro de curta duragao, a ovulagao pode ocorrer apés o seu término (SMITH,
1986).

O momento da ovulacdo pode também receber influéncia do tipo racial
da cabra (PRASAD et al.,, 1980). Dessa forma, os autores observaram que
100% das cabras da raga Barbari ovularam com 32 horas apés o inicio do estro
natural. Porém, em trabalho anterior, onde a mesma raca foi utilizada, todas as
cabras observadas ovularam dentro de 36 horas do inicio do estro natural
(PRASAD, 1979).

Jarosz et al. (1971) observaram ovulagbes mais tardias em cabras da
raca Toggenburg, ocorrendo 4,3 dias apos o inicio do estro, com duracédo de
quatro dias. Prasad e Bhattacharyya (1979) observaram a ocorréncia de
ovulacdes entre 10 e 40 horas apds o inicio do estro, em cabras nuliparas da
raca Barbari.

Fonseca (2002) obteve uma taxa de gestacdo de 62,5% em cabras
inseminadas apos a ovulagdo. Os tempos minimo e maximo observados do
inicio do estro a ovulagao foram de 8-36 horas e 5-28 horas para cabras das
racas Alpina e Saanen, respectivamente, com uma média geral de 17,6 + 10,7
horas. A duragdo média do estro, neste estudo, foi de 16,2 + 10,8 horas.

Uma maior taxa de fertilidade (70%) foi obtida quando a inseminagao foi
realizada nas primeiras 12 horas do estro. A taxa de fertilidade diminuiu para
63% quando a inseminacéo foi realizada entre 12 — 24 horas do inicio do estro,
enquanto as inseminagdes realizadas apos 24 horas responderam por uma
taxa de fertilidade de 47% (DAUZIER, 1956).

Segundo Dauzier (1966), a fertiidade de cabras inseminadas com
sémen resfriado, em diferentes intervalos do inicio do cio natural, foi maior
quando a inseminagao foi realizada no inicio do periodo de estro.

Resultados de fertilidade variando de 60,7 a 87%, apdés uma unica
inseminagao, realizada entre 12-24 horas apés o inicio do estro natural, foram
descritos por Dauzier (1966); Corteel (1971), Franca (1981) e Vivanco et al.
(1982).

Utilizando sémen congelado, Corteel (1971) observou melhor taxa de
fertilidade (66,9%) quando a inseminacéo foi realizada 6-12 horas apo6s o inicio

do cio, diminuindo para 49% quando realizada com 36-48 horas.
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Apesar de vasta literatura nacional e internacional a respeito da
utilizacdo do sémen caprino, ainda nao foram estabelecidos qual a melhor
metodologia de processamento do sémen resfriado e congelado, o diluidor
ideal, a importancia ou ndo do plasma seminal, o porcentual de gema-de-ovo e
qual a melhor concentracdo da dose inseminante e, com relagdo as fémeas,
qual o melhor momento para inseminagcdo. Os resultados sdo conflitantes, e

muitas vezes ndo ha repetibilidade de resultados de uma mesma metodologia.
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Caracteristicas e taxa de fertilidade do sémen caprino
armazenado a 5°C por 24 horas, em funcao das concentracdes
de gema-de-ovo no diluente

Resumo: O experimento foi realizado nas dependéncias do Laboratorio de
Reproducao de Caprinos do Setor de Caprinocultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, Zona da Mata, no municipio de
Vigosa-MG, durante a estagao reprodutiva fisiolégica (margco a junho). O
objetivo deste trabalho foi avaliar, por meio de testes in vitro e in vivo, quais as
concentragdes de gema-de-ovo (Tratamento 1 — T1 = 20% ou Tratamento 2 —
T2 = 2,5%) preservam melhor o sémen caprino armazenado a 5°C, por
24 horas, em diluente citrato-gema-de-ovo. Os valores médios obtidos para o
sémen fresco quanto a volume (mL), motilidade (%), vigor (1-5), concentrac&o
espermatica (x10° totais), teste hiposmético (%) e coloragdo supravital (%)
foram de 0,7 £ 0,3, 879 + 3,3, 3,9+ 0,3, 1,3 £ 0,6, 72,7 + 7,8 e 78,2 + 9,3,
respectivamente. Os valores médios referentes ao sémen resfriado mediante
os tratamentos foram, respectivamente, para T1 e T2 de: motilidade, 68,5 £ 15,4
e 78,0 £ 5,5 (p<0,05); vigor, 25 £ 0,6 e 3,2 £ 0,3 (p <0,05); supravital,
59,4 +17,2e 71,1 £ 10,5 (p < 0,05) e hiposmatico, 42,2 + 15,7 e 56,2+ 11,5 (p
< 0,05). As taxas de fertilidade obtidas foram de 31,2% (T1) e 66,6% (T2)
(p < 0,05) e a prolificidade foi de 1,3 + 0,5 (T1) e 1,4 £ 0,5 (T2) (p <0,05). De
acordo com os resultados obtidos, pode-se recomendar a utilizagdo do diluidor
citrato-gema-de-ovo com baixa concentracdo de gema (2,5%) no seu volume
total.

Palavras-chave: caprinos; sémen; resfriamento; gema-de-ovo; fertilidade.
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Fertility of goat semen stored at 5°C for 24 hours in two different
egg-yolk concentrations in the semen extender

Abstract: The experiment was carried through in Goat Reproduction
Laboratory dependences of Caprine Sector, of Animal Science Department of
Federal University of Vigosa, Mata Zone, Vigosa-MG, during physiological
reproductive period (March to June). The objective of this work was evaluate, by
in vitro and in vivo tests, which egg yolk concentrations (Treatment 1 (T1) =
20% or Treatment 2 (T2) = 2.5%) preserve better the goat semen stored at 5°C
for 24 hours in citrate-egg yolk extender. The average values for fresh semen to
volume (mL), motility (%), vigor (1-5), spermatic concentration (x10° total),
hypoosmotic test (%) and supravital coloration (%) were: 0.7 + 0.3; 87.9 + 3.3;
3.9+£0.3;1.3+£0.6;72.7 £ 7.8 and 78.2 + 9.3, respectively. The average values
of cooled semen with T1 and T2 were respectively: motility, 68.5 + 15.4
(p <0.05) and 78.0 + 5.5 (p < 0.05); vigor, 2.5 £ 0.6 (p < 0.05) and 3.2 £ 0.3
(p < 0.05); supravital test, 59.4 + 17.2 and 71.1 = 10.5 (p <0.05); and
hypoosmotic test, 42.2 + 15.7 and 56.2 + 11.5 (p < 0.05). The pregnancy rate
was higher from treatment 2 than treatment 1 (p < 0.05), 66.67% and 31.25%,
respectively. The prolificity obtained was was of 1.33 £ 0.50 (T1) and 1.44 *
0.51 (T2). In conclusion, can be recommend the use of low egg yolk
concentration (2.5%) in citrate egg yolk goat extender.

Keywords: goat; semen; cooling; egg yolk; fertility.
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1. Introducéo

No Brasil, a utilizagdo da inseminacéao artificial (IA) na espécie caprina
ainda é limitada, em comparagao a outras espécies, como a bovina,
restringindo-se basicamente a trabalhos de pesquisa (MACHADO; SIMPLICIO,
1995).

Ha de se considerar a baixa disponibilidade de sémen e de reprodutores
submetidos aos testes de progénie, a falta de estrutura para comercializagao e
transporte adequado do sémen e, principalmente, as dificuldades no processo
de sua preservagao sob a forma congelada, com resultados insatisfatérios nos
indices de concepgao (RITAR; SALAMON, 1983; KARATZAS et al., 1997).

Por outro lado, o elevado prego de compra e manutencdo de um
reprodutor caprino, as restricdes envolvendo a importagdo de animais e de
sémen congelado, o elevado dano causado as células espermaticas no
congelamento e, consequentemente, a baixa viabilidade espermatica (SINGH;
PURBEY, 1996; LEBOEUF et al., 2000) sao fatores que justificam a difusdo do
resfriamento do sémen caprino. Além disso, a viabilidade do sémen caprino
resfriado e armazenado facilita o transporte do material genético entre
propriedades. Roca et al. (1997), ao utilizarem sémen resfriado a 5°C, por até
36 horas, obtiveram taxa de concepcéao de 73,5%.

A gema-de-ovo € comumente utilizada na maioria dos diluentes de
sémen de mamiferos e € empregada junto aos diluentes em concentragdes que
variam de 10 a 20%. Ela confere protecao as células espermaticas devido a
presenca da lecitina, seu componente fosfolipidico, que ela fornece a
membrana da célula. A quantidade extra dessa substancia favorece a
estabilidade da membrana celular contra o choque térmico durante o processo
de resfriamento e congelamento (WATSON, 1995). Os fosfolipidios presentes
na gema-de-ovo interagem com a estrutura lipidica da membrana plasmatica
dos espermatozoides, levando a protecao das células que estdo em processo
de resfriamento (HOLT, 2000).

Os caprinos possuem a peculiariedade de secretar, juntamente com o
liguido proveniente das glandulas bulburetrais, uma enzima (enzima
coaguladora da gema-de-ovo) que, em contato com a gema-de-ovo presente

na maioria dos diluentes, produz toxicidade aos espermatozoides (IRITANI;
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NISHIKAWA, 1961, 1963). Como possivel solugdo desse problema, Ritar e
Salamon (1982) propuseram utilizar no diluente 1,5% de gema-de-ovo na sua
concentragéao final, enquanto Tuli e Holtz (1992) utilizaram 16,8%. Ja Evans e
Maxwell (1987) recomendaram 2,5% no total do volume do diluente.

Bispo (2005) avaliou, in vitro, o sémen caprino diluido em citrato-gema-
de-ovo em duas concentragdes de gema (2,5 e 20%) e resfriado a 5°C durante
48 horas. Ao final desse periodo, o diluente contendo baixa concentragado de
gema-de-ovo (2,5%) foi o que melhor preservou o sémen durante as 48 horas
de armazenamento.

O objetivo deste trabalho foi avaliar, por meio de testes in vitro e de
fertilidade in vivo, quais as concentragdes de gema-de-ovo (2,5% ou 20%) no
diluidor citrato gema (MIES FILHO, 1987) preservam melhor o sémen caprino

armazenado a 5°C, por 24 horas.

2. Material e Métodos

O experimento foi realizado nas dependéncias do Laboratério de
Reproducao de Caprinos do Setor de Caprinocultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, durante a estagédo reprodutiva
fisiologica (marco a junho de 2007), situado na Regi&o-Il do Estado de Minas
Gerais, Brasil, correspondente a Zona da Mata, no municipio de Vigosa, a
20°45'20" latitude S e 42°52'40" W Gr, altitude média de 752,5m, temperatura
meédia anual de 20,9°C, indice pluviométrico anual de 1.203 mm e clima do tipo
Cwa (inverno seco e verao chuvoso) pela classificagdo de Koppen.

Os animais receberam alimentagao volumosa composta de silagem de
milho, concentrado proteico e mistura mineral que atendeu as exigéncias
nutricionais das seguintes categorias: reprodutores, fémeas em lactagdo e
fémeas solteiras. O controle sanitario dos animais foi realizado periodicamente,
conforme o esquema preestabelecido pelo setor de Caprinocultura da UFV.

Foram utilizados quatro reprodutores caprinos adultos das racas Alpina
(dois) e Saanen (dois), mantidos em baias individuais, apresentando fertilidade
em estagdes reprodutivas anteriores, submetidos ao exame androlégico e
aprovados de acordo com as normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de

Reproduc¢ao Animal (1998).
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Foram utilizadas 68 fémeas em idade reprodutiva das racas Saanen e
Alpina, tendo 32 fémeas recebido o sémen do tratamento 1 (T1 — 20% de
gema-de-ovo) e 36 recebido o sémen do tratamento 2 (T2 — 2,5% de gema-de-
ovo). Todas as cabras foram inseminadas com sémen armazenado a 5°C, por
24 horas.

As coletas de sémen foram realizadas todos os dias, sendo dois
reprodutores no periodo da manha e dois a tarde, um de cada raga, de modo
que a cada 12 horas sempre tivessem no banco de sémen doses com 24 horas
de armazenamento disponiveis para a realizagao das inseminagdes. O método
de coleta foi o da vagina artificial, de acordo com Memon et al. (1986). Apds a
coleta foram realizadas as avaliagcbes microscopicas quanto ao aspecto fisico
(motilidade e vigor), realizadas por dois técnicos (duplo cego) e, a coloragao
supravital com eosina-nigrosina, e o teste hiposmético (HO) (FONSECA et al.,
2001).

A coloragdo supravital avalia a integridade estrutural da membrana
plasmatica da cabeca dos espermatozoides, classificando-os em vivos (0s que
nao se coram) e mortos (corados de rosa-claro ou de coloragdo avermelhada)
(SMITH e MURRY, 1997). Para tanto, amostras de 10 uL do sémen fresco ou
resfriado foram adicionadas na propor¢gdo de 1:1 com solucdo de eosina-
nigrosina em lamina previamente aquecida a 37°C. Apds 30 segundos, foi feito
o esfregaco e avaliou-se a porcentagem de espermatozoides vivos com o
auxilio de microscopio 6ptico com aumento de 40X (SWANSON e BEARDEN,
1951).

Para realizagdo do teste hiposmatico, foi seguida a metodologia descrita
por Fonseca et al. (2001). Uma aliquota de 10 uL das amostras de sémen
fresco ou resfriado foi adicionada a 1 mL de solugdo hiposmotica (100 mOsm).
Apds a homogeneizagdo, a amostra permaneceu incubada em banho-maria a
37°C, durante 1 hora. Posteriormente, as amostras foram armazenadas em
0,5 mL de solugao de formol salina tamponada, para sua fixacdo. Para a leitura
das amostras de cada tratamento, 10 uL da mistura foram colocados entre a
ldmina e a laminula, analisados em microscopia de contraste de fase, com
aumento de 1.250X e avaliados, sendo contados 200 espermatozoides por

[Amina.
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Apos a avaliagao fisica, o sémen foi dividido em dois volumes iguais e,
em seguida, cada aliquota foi diluida na proporgéo de 1:1 (sémen:diluidor), de
acordo com o tratamento proposto (T1 ou T2).

As concentracbes espermaticas de cada aliquota foram determinadas
com o auxilio de camara de Neubauer e completando-se com o volume de
diluidor necessario para a concentracéo final de 200 x 10° de espermatozoides
por mL, de acordo com o tratamento. O sémen foi acondicionado em palhetas
de 0,5 mL, resultando em 100 x 10° de espermatozoides totais/dose inseminante.

Apos o envase, as palhetas contendo seus respectivos tratamentos
foram resfriadas, utilizando a curva de resfriamento (BISPO, 2005). As palhetas
com o sémen foram colocadas em um tubo de ensaio de 20 mL, em
temperatura ambiente. Em seguida, o tubo de ensaio revestido por um refil
(saco plastico) foi colocado dentro de um recipiente de plastico de
aproximadamente 240 mL, contendo 120 mL de alcool absoluto. O recipiente
com as palhetas foi entdo colocado na posigao horizontal dentro da geladeira.
Decorridos 35 minutos do inicio do resfriamento, o tubo de ensaio que continha
as palhetas foi retirado do recipiente plastico e mantido a temperatura de
geladeira por mais 25 minutos, perfazendo um tempo total de resfriamento de
60 minutos. Dai em diante, o sémen permaneceu na geladeira a 5°C, até a sua
utilizacao.

Apos 24 horas de armazenamento a 5°C, o sémen foi avaliado in vitro e
procedidas as inseminagcbes das cabras que foram detectadas em estro
12 horas antes. As rufiagbes foram realizadas duas vezes ao dia (as 6 e as
18 horas), com o auxilio de macho com translocagdo peniana cirurgica, com

libido comprovada.

Tratamento 1

Diluidor citrato-gema (MIES FILHO, 1987), 20% de gema-de-ovo

Citrato de s6dio mono-hidratado 2,9 g
Gema-de-ovo 20,0 mL
Penicilina 1x10° Ul
Estreptomicina 1,09
Agua bidestilada (q.s.p.) 100 ml
Osmolaridade: 423 mOsm/kg
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Tratamento 2

Diluidor citrato-gema (MIES FILHO, 1987), modificado em 2,5%
de gema-de-ovo (BISPO, 2005)

Citrato de s6dio mono-hidratado 2,9 g
Gema-de-ovo 2,5 mL
Penicilina 1x10° Ul
Estreptomicina 1,09
Agua bidestilada (g.s.p.) 100 ml
Osmolaridade: 412 mOsm/kg

O diluente citrato-gema foi eleito por ter sido testado in vitro em
experimento anterior (BISPO, 2005) e ter tido bom resultado no armazena-
mento do sémen caprino, porém a concentragdo de gema-de-ovo foi de 20%,
como relatado originalmente por Mies Filho (1987). Esse diluente também
apresenta facil confecg¢ao e baixo custo.

As inseminacdes foram realizadas, utilizando-se preferencialmente a via
transcervical (MIES FILHO, 1987). Neste procedimento foi utilizado aplicador
universal para caprinos (Minitube) e a bainha de revestimento (Minitube) foi a
de ponta excéntrica). Antes da realizagdo da inseminacao artificial, cada animal
foi pesado e avaliado quanto ao escore de condigao corporal (1 - 5). O rufido foi
levado a presenca das fémeas a cada 12 horas, a fim de detectar o inicio do
estro, caracterizado pela aceitacdo da monta por essas fémeas. As rufiagdes
ocorreram até a fémea n&do mais aceitar a monta, a fim de quantificar a sua
duracgao. As inseminacdes foram feitas 12 horas apés a deteccéo do estro.

As inseminacdes foram feitas, colocando-se a fémea de cabeca para
baixo e apoiada sobre um cavalete apropriado, facilitando, desta forma, o
posicionamento do genital feminino para realizagdo das inseminagées. Com o
auxilio de um espéculo tipo bico de pato e de uma fonte de luz, foram
visualizados a entrada da cérvix e 0 aspecto do muco. O tempo para realizagao
das inseminagdes nao ultrapassou 1,5 minuto.

O aspecto do muco cervical foi classificado como 1 - cristalino, 2 -
estriado e 3 — caseoso (EVANS; MAXWELL, 1987).

Logo apds a inseminacao foi anotado o local de deposicdo do sémen,

em que 1 = cervical superficial; 2 = cervical; e 3 = Intrauterino.
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O diagndstico de gestacao foi efetuado aos 30 dias pds-inseminacgao,
com o auxilio de aparelho ultrassonografico equipado com transdutor linear de
5,0 MHz, por via transretal. Na ocasiao foi também realizada a quantificacao
fetal, para posterior quantificacdo da prolificidade.

Analise estatistica: os dados paramétricos, referentes a qualidade do
sémen, como motilidade, vigor, reagdo ao teste hiposmaético (HO), numero de
espermatozoides vivos e mortos (supravital), foram avaliados pela analise de
variancia (ANOVA) e pelo teste SNK, utilizando-se o programa SAEG 9.0 (UFV,
2005). Os dados qualitativos nao paramétricos (taxa de gestacdo) foram
testados pelo teste de Qui-Quadrado () (AYRES et al., 2000).

3. Resultados e Discussao

3.1 Sémen fresco

Os dados referentes as caracteristicas fisicas e qualitativas do sémen

fresco estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Valores médios e desvio-padrao para caracteristicas fisicas e
qualitativas do sémen fresco de bodes das ragas Saanen e Alpina,
criados em manejo intensivo

Bode Volume Motilidade Vigor  Espermatozoides Hiposmdtico Supravital
(n) (mL) (0-100%) (0-5) Totais (x10°%) (%) (%)
1(23) 0,8+0,2a 88,4 +t27ab 3,9%0,3a 1,6 £0,8a 76,3 £ 8,0a 746 £7,4c
2 (23) 0,8+0,3ab 87,8+29ab 4,0+0,3a 1,3+0,6a 74,6 £ 7,4a 69,5+ 5,6d
3(22) 0,7+0,2ab 86,3+£3,5b 3,8+0,3a 1,1+0,5a 67,7+7,1b 82,2+7,1b
4 (22) 0,6 £0,2b 89,0+ 3,6a 4,0+£0,3a 1,2+0,5a 721+6,4ab 87,0%+59a
MédiatS 0,7+0,3 879+3,3 3,9+ 0,3 1,3+£0,6 72,7+7,8 78,2+9,3

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p < 0,05)
pelo teste SNK.

Quanto ao volume, os valores médios observados para os bodes 3 e 4
encontraram-se abaixo dos valores recomendados pelo CBRA (1998), que s&o
de no minimo 0,8 mL. No entanto, isto pode ser explicado pelo fato de os
animais apresentarem uma idade mais avancada (em média 8 anos) em

relagdo aos demais. Apesar de os valores médios para volume serem um
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pouco inferior aos preconizados, a motilidade obtida para os quatro animais
apresentou-se dentro dos padrboes aceitaveis, em que foram encontrados
valores médios de 87,9%. Da mesma forma, o vigor espermatico apresentou
valores médios de 3,9; o valor minimo preconizado é de 3.

Os valores encontrados para concentragdo espermatica estdo abaixo
dos valores recomendados pelo CBRA (1998), para todos os animais, em que
se observou média de 1,3 x10° espermatozoides totais. As baixas
concentracdes espermaticas podem ser devido a mesma situacao relatada em
relacdo ao volume.

O teste hiposmotico aplicado as amostras de sémen fresco revelou
resultados médios para dobramento de cauda dos espermatozoides de 72,78%
e motilidade média de 87,94%. Os valores encontrados foram superiores aos
obtidos por Bittencourt et al. (2005), com valores médios de 53,9%, no entanto
a motilidade espermatica encontrada foi de 86%. Santos et al. (2006) relataram
82,72% de motilidade espermatica e espermatozoides reativos ao teste
hiposmotico de 51,97%. Castilho (2008) registrou 90,4% de motilidade
espermatica, em que 70,2% dos espermatozoides no sémen fresco de bodes
reagiram ao teste hiposmatico.

Os valores médios obtidos neste estudo para coloragao supravital foram
abaixo dos registrados por Castilho (2008), que obteve valores médios de
88,6%. Ja Rovay (2006), avaliando o sémen fresco de bodes das mesmas
racas utilizadas neste estudo, encontrou valores bem superiores para a
avaliagao da viabilidade seminal, 90,05%. Os valores encontrados neste estudo
para motilidade estdo um pouco acima dos valores observados em
comparagao com a coloracao supravital. No entanto, esta coloracdo é um teste

quantitativo e a motilidade uma avaliagao subjetiva.

3.2. Sémen resfriado

Os resultados observados para o sémen resfriado apdés 24 horas de
armazenamento estdo dispostos na Tabela 2, de acordo com o tratamento
submetido ao sémen. Apds o periodo de 24 horas, as amostras que
compuseram o tratamento 1 (20% de gema-de-ovo) apresentaram resultados

inferiores quanto as caracteristicas de motilidade, vigor, supravital e teste
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Tabela 2 — Caracteristicas fisicas e qualitativas do sémen resfriado a 5°C de
bodes Alpinos e Saanen, segundo o tratamento submetido

Tratamento Motilidade Vigor Supravital Hiposmotico
T1 68,5 £ 15,4a 2,5+0,6a 59,4 + 17,2a 42,2 +15,7a

T2 78,0 £ 5,5b 3,2+0,3b 71,1+£10,5b 56,2+ 11,5b
Média £ S 73,3+12,5 2,8+0,5 65,2+ 15,4 492+154

Médias seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente (p < 0,05) pelo teste SNK.
T1 =20% de gema-de-ovo; T2 = 2,5% de gema-de-ovo.

hiposmético, quando comparadas as amostras que compuseram o tratamento
2 (2,5% de gema-de-ovo). Esses valores confirmam a recomendacéo feita por
Evans e Maxwell (1987), que sugerem a utilizagédo de 2,5% de gema-de-ovo ao
volume total do diluente de sémen de caprinos, a fim de evitar os danos
causados pela enzima produzida nas glandulas bulburetrais, que é téxica aos
espermatozoides (IRITANI; NISHIKAWA, 1961, 1963).

Os valores obtidos neste experimento para motilidade e vigor
espermatico sdo superiores aos resultados obtidos por Siqueira et al. (2009),
que também utilizando diluidor com baixa concentracdo de gema-de-ovo no
armazenamento do sémen, por 24 horas, obtiveram motilidade e vigor de 62,50
e 3,27, respectivamente. Por outro lado, resultados acima dos obtidos neste
experimento foram observados por Singh e Purbey (1996), que apds 24 horas
de resfriamento a 5°C, em meio diluidor Tris, com 20% de gema, obtiveram
valores de motilidade de 74,52%. Bispo (2005), utilizando diluente citrato-gema,
obteve resultados semelhantes de 70% de motilidade e vigor de 3,17, com o
mesmo tempo de armazenamento deste experimento. Ja Siqueira (2006),
utilizando sémen né&o lavado e diluidor Tris com 2,5% de gema, observou
valores de 62,5% e 3,38 para motilidade e vigor, respectivamente. Esses
resultados sao inferiores aos obtidos nesse estudo, em ambos os tratamentos.

Leboeuf et al. (2000) relatam que a maioria dos estudos relacionados a
preservacdo do sémen nao lavado e resfriado apresenta viabilidade e
fertilidade por até 5-8 horas. Esses autores também descrevem que periodos
de armazenamento mais longos, como 12 ou 24 horas, resultam em baixa taxa
de fertilidade, o que n&o foi observado neste trabalho, em que a média nos dois
tratamentos para os parametros de motilidade e vigor espermatico foram de

73,3 e 2,8%, respectivamente, independentemente do porcentual de gema-de-
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ovo utilizado no diluente. No entanto, no diluente com baixa quantidade de
gema-de-ovo obteve maior média (78,0%).

Quanto aos valores médios para coloragdo supravital (Tabela 2), o
Tratamento 1 foi 0 que obteve menor média, alcangando 59,4% ao longo das
24 horas de resfriamento. Com relagdo ao Tratamento 2, pode-se verificar
média de 71,1%. Analisando esses valores, pode-se verificar que o diluidor
contendo 2,5% de gema-de-ovo preservou melhor a integridade dos esperma-
tozoides mantidos sob resfriamento, o que vem corroborar com a recomendacao
de Evans e Maxwell (1987). Resultados superiores a 80% de células vivas
foram registrados por Bispo (2005), no mesmo tempo de armazenamento.

O teste hiposmatico revelou resultados médios para o tratamento 1 e 2
de 42,2 e 56,2%, respectivamente. Foi verificada a superioridade do tratamento
2 em relagdo ao tratamento 1 no que diz respeito a preservacdo do sémen
caprino mantido resfriado por 24, horas a 5°C. Palhao (2006) obteve resultados
para teste hiposmoético bastante variaveis, de acordo com o reprodutor em
questao, em que os resultados variaram de 51,8 até 88,2% de células reativas.
Vale salientar que o teste hiposmaético € um teste complementar e que nao
deve ser analisado de forma isolada, e sim de forma conjunta com os outros

testes de avaliagdo espermatica.

3.3. Fertilidade do sémen resfriado

Os valores médios e os desvios-padrao para local de deposi¢cao do
sémen, aspecto do muco, peso das fémeas, escore de condicdo corporal e
duragédo do estro (horas) estdo na Tabela 3. Nao houve diferenga (P < 0,05)
entre os tratamentos. A analise desses dados nos permite inferir que nenhum
dos tratamentos sofreu favorecimento por ocasido de possiveis mudancgas
relacionadas as variaveis em questio, fato este que aumenta a confiabilidade
dos resultados de prenhez descritos adiante.

Os resultados obtidos nesse experimento para taxa de gestagao foram
de 31,25% para os animais inseminados com o0 sémen submetido ao
tratamento 1 e de 66,67% para os animais que receberam o tratamento 2,
apresentando diferenga (p < 0,05) entre os tratamentos (Tabela 4). Desta forma,

€ notavel que o sémen caprino, quando conservado por meio do resfriamento
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Tabela 3 — Parametros de controle entre o tratamento com relagdo ao local de
deposicdo do sémen, aspecto do muco, peso, escore corporal e
duracgao do estro

Tratamento Local (1-3) Muco (1-3) Peso (kg) Escore (1-5) Duragao do Estro

(horas)
1 2,7+0,4a 2,1+0,3a 48,5+ 8,2a 3,0+ 0,4a 33,3+9,1a
2 2,9+0,2a 2,0+ 0,4a 49,2+ 8,0a 2,9+0,4a 28,8 + 8,5a
Médias + S 28+0,3 20+04 48,8 +8,0 29+04 31,2+9,0

Local: (1) cervical superficial; (2) cervical; e (3) intrauterino. Muco: (1) cristalino; (2) estriado; e
(3) caseoso. Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si (p < 0,05)
pelo teste SNK.

Tabela 4 — Taxa de gestacao aos 30 dias e prolificidade de cabras inseminadas
com sémen armazenado com 20% (T1) e 2,5% (T2) de gema-de-
ovo no diluente

Tratamento Total de Animais Taxa de Gestagéao (n) Prolificidade (%)
1 32 31,25% (10)a 1,33 £ 0.50a
2 36 66,67% (24)b 1,44 £ 0.51a

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p < 0,05) pelo teste
de qui-quadrado (x?).

com diluidor contendo baixo porcentual de gema-de-ovo no diluente, apresenta
caracteristicas favoraveis a preservagao das células espermaticas, favorecendo,
desta forma, a taxa de gestacgao.

Siqueira et al. (2009) inseminaram 62 fémeas da raga Toggenburg com
sémen armazenado em diluente Tris-frutose gema-de-ovo a 2,5% e resfriado a
5°C, por 24 horas, e obtiveram taxas de concepg¢do com uma unica insemina-
¢ao, 12 horas apods a identificagdo do cio de 42,86%. Estes resultados foram
superiores aos do tratamento 1 e inferiores aos do tratamento 2. Contudo, a
dose inseminante utilizada por esses autores foi de 150 x 10° sptz/0,25 mL.
Resultados bem superiores aos obtidos neste trabalho foram descritos por
Roca et al. (1997), que utilizaram sémen de bodes da raga murciana
preservado em diluente tris-gema com 2% de gema-de-ovo e resfriado a 5°C.
Esses autores obtiveram uma taxa de concepgéo de 73,5% (84 femeas), porém
apo6s duas inseminagdes durante o periodo de estro, o que justifica a elevada
taxa de gestacao, devido a possibilidade de inseminar em um momento mais

préximo da ovulagdo. No entanto, no presente estudo foi realizada apenas uma
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inseminagao 12 horas apos o inicio do estro. Um outro fator a ser considerado
€ que esses autores utilizaram concentragdes espermaticas por dose
inseminante de 240 x 10° sptz, enquanto a utilizada neste experimento foi de
100 x 10° sptz/dose.

Vale a pena ainda chamar a atencao para o fato de que as doses
inseminantes no momento da inseminagdo encontravam-se abaixo da
quantidade de células viaveis na dose inseminante, uma vez que, com o passar
do tempo, a quantidade de células viaveis diminuiu, alcancando média de
73,3% ao final do periodo de armazenamento (24 horas). Desta forma, as
amostras que no inicio do resfriamento apresentavam-se com motilidade média
de 87,9% (Tabela 1), ao final das 24 horas a 5°C reduziram em
aproximadamente 14,64% o numero de células viaveis com potencial
fecundante. Este fato, além da quantidade de gema-de-ovo presente no
diluente do T1, também pode ter contribuido para a reducdo no numero de
cabras gestantes, uma vez que a quantidade de espermatozoides a menos no
T1 foi de aproximadamente 10 x 10° por dose inseminante.

O resultado de fertilidade obtido quando se utilizou o tratamento 2 esta
dentro das taxas de gestagcdo recomendadas por Dauzier (1966), Corteel
(1971), Franca (1981) e Vivanco et al. (1982). Esses autores relataram valores
variando de 60,7 a 87%, ap0s uma unica inseminacao, realizada entre 12-24
horas apds o inicio do estro natural, mesmo periodo utilizado para as
realizagdes das inseminagdes no estudo aqui descrito, e também o0 mesmo

numero de inseminagdes realizadas por cabra em estro.
4. Concluséao

Mediante as analises seminais realizadas in vitro e dos resultados
obtidos por meio da fertilidade in vivo, constata-se que o diluente citrato-gema

na concentracado de 2,5% de gema-de-ovo pode ser utilizado na conservagao

do sémen caprino resfriado a 5°C, durante 24 horas.
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Avaliacao da fertilidade do sémen caprino congelado em funcéo das
concentracdes de gema-de-ovo no diluente

Resumo: O experimento foi realizado nas dependéncias do Laboratério de
Reprodugado de Caprinos do Setor de Caprinocultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, Zona da Mata, no municipio de
Vigosa-MG, durante a estacdo reprodutiva induzida por suplementacido de luz
(novembro a dezembro de 2007) e estagéo fisioldgica (margo a junho de 2008),
Experimento 1 e 2, respectivamente. O objetivo deste trabalho foi avaliar, por
meio de testes in vitro e fertilidade in vivo, quais as concentragbes de gema-de-
ovo (25 e 2,5%) presentes no diluente de Martin et al. (1979) preservam melhor
0 sémen caprino congelado. Os valores médios obtidos no Experimento 1 para
o0 sémen fresco, quanto ao volume, a motilidade, ao vigor, a concentracao
espermatica, ao teste hiposmoético e a coloragao supravital, foram de 1,3 + 0,4;
87,5+ 2,6e 3,8+0,3, respectivamente, e no Experimento 2, de 1, 2 + 0,1; 90,0
t+ 3,7 e 3,8 £ 0,4, respectivamente. Os valores médios referentes ao sémen
congelado para o Experimento 1 foram, respectivamente, para T1 e T2 de:
motilidade, 58,7 + 5,1% e 61,2 £ 5,1%; vigor, 2,7 + 0,3 e 3,1 £ 0,2; supravital,
58,7 £ 7,5 e 61,7 £ 6,15. No Experimento 2 foram respectivamente para T1 e
T2 de: motilidade, 54,3 + 6,2% e 60,6 + 4,1%; vigor, 2,6 £ 0,2 e 3,1 = 0,2;
supravital, 56,3 £ 8,1 e 57,7 + 6,8. As taxas de fertilidade obtidas foram de
46,67% (T1) e 70,00% (T2) no Experimento 1 e no Experimento 2, de 50,00%
(T1) e 76,00% (T2). De acordo com os resultados obtidos, pode-se recomendar
a utilizacao do diluente glicose-EDTA com baixa concentragdo de gema (2,5%)
no seu volume total.

Palavras-chave: caprinos; sémen; congelamento; glicose-EDTA,; fertilidade.
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Fertility of frozen goat semen in two different egg yolk
concentrations in semen extender

Abstract: The experiment was carried through in Goat Reproduction
Laboratory dependences of Caprine Sector, of Animal Science Department of
Federal University of Vigcosa, Mata Zone, Vigosa-MG, during no physiological
reproductive season by light supplementation (November to December of
2007), and physiological reproductive season (March to June of 2008).
Experiment 1 and 2, respectively. The objective of this work was to evaluate by
in vitro and in vivo tests, which the egg yolk concentrations (20% or 2.5%) in
semen extender proposed by Martin et al. (1979) it's better to preserve frozen
goat semen. The average values in Experiment 1 for fresh semen for volume,
motility, vigor, spermatic concentration, hypoosmotic test and supravital
coloration were: 1.3 = 0.4; 87.5 £ 2.6 and 3.8 + 0.3, respectively and in
Experiment 2 of 1. 2 £ 0.1; 90.0 + 3.7 and 3.8 + 0.4, respectively. The average
values of freeze semen in Experiment 1 were:: motility, 58.7 £ 5.1% and 61.2
5.1%; vigor, 2.7 £ 0.3 and 3.1 + 0.2; supravital test, 58.7 + 7.5 and 61.7 £ 6.15,
to T1 and T2 respectively. In Experiment 2 were respectively for T1 and T2:
motility, 54.3 £ 6.2% and 60.6 + 4.1%; vigor, 2.6 + 0.2 and 3.1 + 0.2; supravital
test, 56.3 + 8.1 and 57.7 + 6.8. The conception rates were46.67% (T1) and
70.00% (T2) in Experiment 1, and 50.00% (T1) and 76.00% (T2) in Experiment
2. In accordance with obtained results, glucose-EDTA with low egg yolk
concentration (2.5%) can be used in goat semen extender.

Keywords: goat; semen; frozen; glucose-EDTA,; fertility.
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1. Introducéo

No Brasil, a inseminacgao artificial (IA) em caprinos ainda n&o atingiu um
estado de utilizagdo comparado com ao da espécie bovina, em que esta
técnica encontra-se bem mais difundida, inclusive com a possibilidade de se
encontrar no mercado sémen de reprodutores provados por meio de teste de
progénie.

A tecnologia para armazenar o sémen congelado foi revolucionada ha
aproximadamente 50 anos, por meio da descoberta do glicerol como
crioprotetor, o que permitiu que os espermatozoides fossem congelados e
armazenados por longos periodos (HOLT, 2000).

Em caprinos, o sémen foi congelado pela primeira vez por Smith e Polge
(1950), e esses autores reportaram a fertilidade pos-descongelamento do
sémen dessa espécie como muito baixa para ser considerada de valor pratico.
Muitas investigacdes tém sido feitas sobre a criopreservagdo do sémen caprino
e todas as etapas envolvidas no processo (LEBOEUF et al., 2000). Apesar da
praticidade e possibilidade de armazenamento do sémen por periodo
indeterminado, a viabilidade do sémen congelado em geral € menor do que
quando se utiliza o sémen resfriado.

A gema-de-ovo ¢é rotineiramente utilizada nos diluentes para
criopreservacao de sémen de mamiferos, com o intuito de proteger contra o
choque térmico. Acredita-se que sua acdo seja devido a presenca de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), que aderem a membrana celular
durante o processo de criopreservacao, preservando, com isso, a membrana
do espermatozoide (MOUSSA et al. 2002), atuando na superficie da membrana
plasmatica, restaurando a perda de fosfolipideos e aparentemente induzindo a
uma alteracdo transitéria de sua composicédo, consequentemente prevenindo a
ruptura da membrana plasmatica (FARSTARD, 1996).

Apesar dos beneficios que foram evidenciados sobre a utilizagcdo da
gema-de-ovo em diluentes de sémen, alguns autores sugerem O sSeu uSO
diferenciado quando o sémen é proveniente da espécie caprina. Roy (1957)
afirmou que diluentes que contém gema-de-ovo em sua composi¢do nao sao

recomendados para utilizagdo em sémen caprino. Tal evidéncia deve-se ao
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fato de que o plasma seminal caprino contém uma enzima secretada pelas
glandulas bulbouretrais, que quando em presenga da gema-de-ovo, por
hidrdlise, leva a formacado de lisolecitinas, substancias estas téxicas para a
célula espermatica.

Na busca de tornar o processo de conservagao celular mais pratico e
menos danoso as células espermaticas, Evans e Maxwell (1987) propuseram a
utilizagdo de um diluente com baixa concentragdo de gema-de-ovo (2,5%).

Martin et al. (1979), trabalhando com o congelamento do sémen equino,
associaram ao diluente uma substancia emulsificante, o Orvus-es-paste, que
aumenta a disponibilidade e a capacidade protetora dos fosfolipidios. O sémen
congelado com o Orvus-es-paste apresentou motilidade total superior ao
diluente sem o agente emulsificador ap6s o descongelamento (53,4% x 42,3%),
atuando como um importante protetor da membrana acrossomal durante o
congelamento.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar, por meio de testes in
vitro e fertilidade in vivo, quais as concentragdes de gema-de-ovo (20% e 2,5%)
no diluente de Martin et al. (1979) viabilizam melhor a preservagado do sémen

caprino congelado.

2. Material e Métodos

Os experimentos foram realizados nas dependéncias do Laboratério de
Reprodugdo de Caprinos do Setor de Caprinocultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, durante a estacido reprodutiva
induzida por suplementacao de luz (novembro a dezembro de 2007) e estacao
fisiolégica (margo a junho de 2008), situado na Regiao-Il do Estado de Minas
Gerais, Brasil, correspondente a Zona da Mata, no municipio de Vigosa,
situado a 20°45'20" latitude S e 42°52'40" W Gr, altitude média de 752,5 m,
temperatura média anual de 20,9°C, indice pluviométrico anual de 1.203 mm e
clima do tipo Cwa (inverno seco e verdo chuvoso) pela classificagcdo de
Koppen.

Os animais receberam alimentagado volumosa composta de silagem de
milho, concentrado proteico e mistura mineral que atendeu as exigéncias

nutricionais das seguintes categorias: reprodutores, fémeas em lactagdo e
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fémeas solteiras. O controle sanitario dos animais foi realizado periodicamente,
conforme o esquema preestabelecido pelo setor de Caprinocultura da UFV.

Em ambos os experimentos foram utilizados sémen congelado de dois
bodes férteis (Alpino e Saanen), conforme o histérico reprodutivo e com exame
androlégico aprovado de acordo com as normas estabelecidas pelo Colégio
Brasileiro de Reprodugao Animal (1998). Os animais foram mantidos em baias
individuais.

Para o Experimento 1, realizado durante a estagdo reprodutiva
fisiologica, foram utilizadas 60 fémeas das ragcas Saanen e Alpina, em idade
reprodutiva, com pelo menos um parto, tendo 30 fémeas recebido o sémen do
tratamento 1 (T1- 20% de gema-de-ovo) e 30 recebido o sémen do tratamento
2 (T2- 2,5% de gema-de-ovo).

No Experimento 2, realizado durante a estagao reprodutiva induzida por
luz, foram utilizadas 50 fémeas das ragas Saanen e Alpina, em idade
reprodutiva, com pelo menos um parto, tendo 24 fémeas recebido o sémen do
tratamento 1 (T1- 20% de gema-de-ovo) e 26 recebido o sémen do tratamento
2 (T2- 2,5% de gema-de-ovo).

As coletas de sémen foram realizadas trés vezes na semana, com
intervalo de um dia entre as coletas, durante o periodo da tarde. O método de
coleta foi o da vagina artificial, de acordo com Memon et al. (1986). Apds a
coleta foram realizadas as avaliagcdes microscopicas quanto aos aspectos fisico
(motilidade e vigor espermatico) e morfoloégico (BLOM, 1950) e a coloragao
supravital com eosina-nigrosina.

A coloragdo supravital avalia a integridade estrutural da membrana
plasmatica da cabeca dos espermatozoides, classificando-os em vivos (os que
nao se coram) e mortos (corados de rosa-claro ou de coloragdo avermelhada)
(SMITH e MURRY, 1997). Para tanto, amostras de 10 uL do sémen fresco ou
resfriado foram adicionadas na proporgdo de 1:1, com solugdo de eosina-
nigrosina, em lamina previamente aquecida a 37°C. Apds 30 segundos, foi feito
o esfregago e avaliou-se a porcentagem de espermatozoides vivos, com 0
auxilio de microscépio 6ptico com aumento de 40X (MAYER et al., 1951;
SWANSON; BEARDEN, 1951).

Apds a coleta, o sémen foi dividido em dois volumes iguais, e em

seguida cada aliquota foi diluida na proporgdo de 1:1 (sémen:diluidor), de
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acordo com o tratamento proposto (T1 ou T2). Utilizando-se uma camara de
Neubauer, foi realizada a concentragdo espermatica de cada fracdo e
determinado o volume de diluidor necessario para a concentragao final de
200 x 10° de espermatozoides por mL. O diluente utilizado foi o de Martin et al.
(1979), utilizado em congelamento de sémen de equinos. Este diluente, quando
utiizado para congelar o sémen do T2, sofreu modificagdo quanto a
quantidade de gema-de-ovo (2,5%). O restante do volume do diluidor (17,5 mL)
foi completado, utilizando-se solugdo de citrato de sodio a 3%.

No Experimento 1 o sémen foi congelado de forma total, ou seja, ndo
passou pelo processo de centrifugacao para retirada do plasma seminal. Ja no
Experimento 2 o sémen congelado no T1 (20% de gema-de-ovo) passou pelo
processo de centrifugagédo, para retirada do plasma seminal. A solugdo
utilizada para diluigdo do sémen a ser centrifugado foi a de ringer-lactato de
sodio. A centrigugagao de sémen foi realizada durante 10 minutos, com 600G
(DELL’AQUA JUNIOR; PAPA, 2001).

O sémen foi acondicionado em palhetas de 0,5 mL, o que resultou em
uma dose inseminante de 100 x 10° de espermatozoides.

Apos o0 envase, as palhetas contendo seus respectivos tratamentos
foram resfriadas, utilizando curva de resfriamento segundo Bispo (2005), em
que as palhetas com o sémen foram colocadas em um tubo de ensaio de
20 mL, em temperatura ambiente. Em seguida, o tubo de ensaio revestido por
um refil (saco plastico) foi colocado dentro de um recipiente de plastico de
aproximadamente 240 mL, contendo 120 mL de alcool absoluto. O recipiente
com as palhetas foi entdo colocado na posigao horizontal dentro da geladeira.
Decorridos 35 minutos do inicio do resfriamento, o tubo de ensaio que continha
as palhetas foi retirado do recipiente plastico e mantido a temperatura de
geladeira por mais 25 minutos, perfazendo um tempo total de resfriamento de
60 minutos.

O congelamento foi realizado em vapor de nitrogénio liquido, colocando-se
as palhetas de cada tratamento sobre um suporte de ago inoxidavel na posi¢céao
vertical, a uma altura de 4 cm acima do nivel do nitrogénio liquido, dentro do
botijdo criogénico, durante 15 minutos. Apos esse periodo, as palhetas foram

mergulhadas no nitrogénio no préprio botijao, para o congelamento final do
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sémen (FURST, 2006), sendo em seguida colocadas em raques devidamente
identificadas e armazenadas em botijao com nitrogénio.

Apds o congelamento e antes das inseminagdes, as partidas de sémen
produzidas foram avaliadas in vitro. O sémen foi descongelado em banho-
maria a 37°C, por um periodo de 30 segundos. As analises realizadas no
sémen descongelado foram as mesmas realizadas para o sémen a fresco.

O diluidor aqui utilizado foi o descrito por Martin et al. (1979). Para o
segundo tratamento (T2), foi utilizado, o0 mesmo diluidor, sendo modificado pela

reducao da quantidade de gema-de-ovo, que foi de 2,5%.

Diluidor Glicose-EDTA (MARTIN et al., 1979)

Solucao 1
Reagentes Tratamento 1 Tratamento 2
Glicose 6,0g 6,09
Citrato de sddio diidratado 0,375¢g 0,375¢g
EDTA dissddico 0,370 g 0,370 g
Bicarbonato de sodio 0,120 g 0,120 g
Agua destilada (q.s.p.) 100 mL 100 mL
Gentamicina 0,8 mg/100 mL 0,8 mg/100 mL
Solucgéo 2
Reagentes Tratamento 1 Tratamento 2
Solucéao de lactose a 11% 50 mL 50 mL
Solugéo de citrato de sodio a 3% 0 mL 17,5 mL
Solucéao 1 25 mL 25 mL
Gema-de-ovo 20 mL 2,5mL
Orvus es paste 0,5mL 0,5mL
Glicerol 5mL 5mL
Osmolaridade 1.121 mOsm/kg 1.107 mOsm/kg

As inseminagdes artificiais foram realizadas pea técnica transcervical
(MIES FILHO, 1987). Neste procedimento foi utilizado aplicador universal para
caprinos (Minitube) e a bainha de revestimento (Minitube) foi a de ponta
excéntrica. Antes da realizagdo da inseminagao artificial, cada animal foi
pesado e avaliado quanto ao escore de condig&do corporal (1 — 5). O rufido foi
levado a presenga das fémeas a cada 12 horas, a fim de detectar o inicio do

estro, caracterizado pela aceitagdo da monta por estas fémeas. As rufiagdes
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ocorreram até a fémea ndo mais aceitar a monta, a fim de quantificar a sua
duragao.

As inseminacdes foram feitas, de preferéncia, intrauterinamente, 24
horas apds o inicio do estro, colocando-se a fémea de cabeca para baixo e
apoiada sobre um cavalete apropriado, que facilita o posicionamento do genital
feminino para realizagao das inseminagdes. Com o auxilio de um espéculo tipo
bico de pato e de uma fonte de luz, foram visualizados a entrada da cérvix e o
aspecto do muco. O tempo para realizacdo das inseminacdes nao ultrapassou
1,5 minuto.

No momento da inseminacgao foi observado o aspecto do muco cervical
e quantificado como 1 — cristalino, 2 — estriado e 3 — caseoso.

Logo apds a inseminacéo foi anotado o local de deposigdo do sémen,
em que 1 — cervical superficial, 2 — cervical e 3 — intrauterino.

O diagndstico de gestacao foi efetuado aos 30 dias pds-inseminacgao,
com o auxilio de aparelho ultrassonografico equipado com transdutor linear de
5,0 MHz, por via retal. Foi também realizada a quantificacao fetal para posterior
quantificacado da prolificidade.

Analise estatistica: os dados paramétricos referentes a qualidade do
sémen, como motilidade, vigor, morfologia espermatica e numero de
espermatozoides vivos e mortos (supravital), foram avaliados pela analise de
variancia (ANOVA) e pelo teste SNK, utilizando-se o programa SAEG 9.0 (UFV,
2005). Os dados qualitativos nao paramétricos (taxa de gestacao) foram
testados pelo teste de qui-quadrado (3?) (AYRES et al., 2000).

3. Resultados e Discusséao
3.1. Sémen fresco

Para o Experimento 1 foram realizadas quatro coletas de sémen de cada
bode, totalizando oito coletas, destinadas ao congelamento do sémen e a
realizagao das inseminacdes, da mesma forma para o Experimento 2.

Na Tabela 1 estido os dados relacionados aos valores de moaotilidade,

vigor e volume seminal dos ejaculados.
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Tabela 1 — Médias e desvio-padrao para motilidade, vigor e volume seminal do
sémen fresco

Experimento 1 Experimento 2
Volume Motilidade Vigor Volume Motilidade Vigor
Bode 1 1,56+04a 88, 7+25a 38+0,2a 1,3+0,1a 90,0+4,0a 3,6+0,4a
Bode 2 1,0£0,3a 86,2+25a 38+04a 1,1+09 90,0+x4,0a 4,0x04a

Médias + S 1,3+04 875+26 38+03 12+01 90,0%3,7 3,8+04
Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (p < 0,05).

Quanto ao volume, os valores médios observados para todos os bodes,
em ambos o0s experimentos, encontraram-se acima do valor minimo
recomendado pelo CBRA (1998), que é de 0,8 mL.

Da mesma forma, os valores para motilidade e vigor obtidos nos dois
experimentos estdo acima do valor minimo exigido para o sémen caprino a
fresco sugerido pelo CBRA (1998), que &, respectivamente, de 70% e 3,0. Nao
houve diferenca (P > 0,05) entre os bodes nos dois periodos experimentais.

Na Tabela 2 estdo sumariados os valores relativos a coloracio supravital

e concentragao espermatica.

Tabela 2 — Médias e desvios-padrao para coloracido supravital e concentracao
espermatica do sémen fresco

Experimento 1 Experimento 2
Supravital (%) Concentragao (x109) Supravital (%) Concentracéo (x109)
Bode 1 86,5 + 4,0a 3,0+£0,8a 82,0+ 4,7a 3,1+0,9a
Bode 2 88,7 + 3,6a 21+0,2a 76,2 £ 6,2a 1,4+ 0,4a
Médias + S 87,6 £3,7 25+0,7 76,2 +6,2 22+11

Médias seguidas por letras iguais na mesma coluna n&o diferem entre si (p < 0,05) pelo teste
SNK.

Observando os dados obtidos por Castilho (2008), tem-se para
coloragao supravital valor médio de 88,6, um pouco superior aos valores aqui
registrados. Rovay (2006) constatou valores para concentragdo espermatica e
coloragdo supravital variando de 2,0 x 10°a 2,2 x 10%mL e de 88,8 a 92,6%,
respectivamente. Tais valores sao semelhantes aos aqui observados, com
alguma variacdo devido a fatores inerentes a particularidades de cada
experimento. Porém, para o sémen caprino fresco esses valores encontram-se

normais para o sémen fresco dessa espécie (BETINI et al., 1998). O valor
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normal da concentracdo espermatica para caprinos esta em torno de 3 x 10°,
podendo variar entre 2,0 x10° e 5,0 x10° por ejaculado (CASTELO et al.,
2008). Entretanto, no Experimento 2, o bode 2 apresentou concentragdo média
de 1,4 x 10° por ejaculado; este menor valor possivelmente esta relacionado ao
fato desse reprodutor ter sido mais utilizado em regime de monta natural que o
bode 1.

A morfologia espermatica (Tabela 3) esta agrupada em defeitos maiores
e defeitos menores. Pode-se notar que a totalidade dos defeitos, em ambos os
experimentos, € bastante baixa. Esse dado revela que todos os animais
estavam em perfeitas condicbes de serem doadores de sémen para o

experimento (CBRA, 1998), independentemente do experimento em questao.

Tabela 3 — Médias e desvio-padrdo para morfologia espermatica do sémen

fresco
Experimento 1 Experimento 2
Defeitos Maiores  Defeitos Menores  Defeitos Maiores  Defeitos Menores
Bode 1 1,75 + 2,36a 1,00 + 1,15a 1,65 + 1,46a 3,00 £ 2,12a
Bode 2 0,50 + 1,00a 1,00 £ 0,81a 0,60 +1,27a 4,00 +1,61a
Médias £ S 1,12+ 1,80 1,00 £ 0,92 1,12+ 1,80 1,00 £ 0,92

Médias seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente (p < 0,05).

Na Tabela 4 estdo dispostos os valores para volume seminal, motilidade,
vigor, supravital, concentragdo, defeitos maiores e defeitos menores do sémen
fresco, comparados entre os Experimentos 1 e 2.

Ao analisar os dados dispostos na Tabela 4, pode-se observar que com
excecgao dos valores da coloragdo supravital, ndo houve diferenga (p < 0,05)
entre os parametros observados quando os Experimentos 1 e 2 foram
comparados. A acéo do fotoperiodo €, segundo Mies Filho (1989), tanto mais
intensa quanto maior a latitude. No local do presente estudo, Vigosa-MG, a
latitude atinge 20°45'20" latitude S e 42°52'40" W Gr. Nesta latitude, mediante
os dados observados, os parametros seminais para o sémen fresco néo

sofreram alteragdes por causa da estacédo do ano.
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Tabela 4 — Médias e desvio-padrao para volume seminal, motilidade, vigor,
supravital, concentragao, defeitos maiores e defeitos menores do

sémen fresco, entre experimentos

Experimento 1

Experimento 2

Bode 1

Volume (mL) 1,5+ 0,4a 1,3+0,1a
Motilidade (%) 88,7 + 2,5a 90,0 + 4,0a
Vigor (0-5) 3,8+0,2a 3,6 £0,4a
Supravital (%) 86,5 + 4,0a 82,0+4,7b
Concentragao (x109) 3,0+£0,8a 3,1+0,9a
Defeitos maiores (%) 1,75 + 2,36a 1,65 + 1,46a
Defeitos Menores (%) 1,00 £ 1,15a 3,00 £ 2,12a
Bode 2

Volume (mL) 1,0+ 0,3a 1,1+0,9b
Motilidade (%) 86,2 + 2,5a 90,0 + 4,0a
Vigor (0-5) 3,8+0,4a 4,0+0,4a
Supravital (%) 88,7 + 3,6a 76,2+ 6,2b
Concentragao (x10°%) 2,1+0,2a 1,4+ 0,4a
Defeitos Maiores (%) 0,50 + 1,00a 0,60 £ 1,27a
Defeitos Menores (%) 1,00 £ 0,81a 4,00 £ 1,61a

Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem entre si (p < 0,05).

3.2. Sémen congelado

Para o sémen congelado, os valores de motilidade, vigor e coloragao

supravital estao dispostos na Tabela 5.

Tabela 5 — Valores médios para caracteristicas fisicas e qualitativas do sémen
congelado de bodes das ragas Saanen e Alpina

Experimento 1 Experimento 2
Tratamento — - - — - -
Motilidade Vigor Supravital ~ Motilidade Vigor Supravital
T1 58,7+51a 2,7+03a 58,7+75a 543+6,2a 2,6+0,2a 56,3+8,1a
T2 612+51a 3,1+0,2b 61,7t6,1a 606+4,1a 3,1+0,2b 57,7+6,8a

Meédias+S 60,0 +5,1 29+03 602+68 575+60 28+03 57,073

Médias seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente (p < 0,05).
T1 =20% de gema-de-ovo; T2 = 2,5% de gema-de-ovo.

Os dados obtidos nos dois experimentos apontam para uma similaridade
dos resultados, embora estes dados tenham sido gerados em épocas do ano

diferentes (dentro e fora da estagéo reprodutiva) e, consequentemente, situagéao
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fisiolégica diferente, possivelmente no que diz respeito ao plasma seminal dos
animais. Vale lembrar que no Experimento 1 o sémen foi processado para o
congelamento sem passar pelo processo de retirada do plasma seminal e no
Experimento 2 foi retirado o plasma seminal do sémen submetido ao
tratamento 1. Essa diferenga ocorreu devido ao nao congelamento das
amostras do Tratamento 1, possivelmente pelo fato de estas apresentarem alto
nivel de gema-de-ovo (20%) no diluente, o que n&o ocorreu com o Tratamento
2. La Falci et al. (2002) estudaram as variagbes ocorridas na produgao de
enzimas do plasma seminal de bodes durante o ano e relatam haver diferenca
na producdo da enzima coaguladora da gema-de-ovo (PELLICER-RUBIO et
al., 1997).

Os beneficios obtidos pela remocédo do plasma seminal podem variar.
Algumas pesquisas indicam que a remogado € necessaria para o plasma
seminal, maximizando a motilidade pds-congelamento e a integridade
acrossomal no sémen caprino (DROBNIS et al., 1980; RITAR; SALAMON,
1982; MEMON et al., 1985), enquanto outros autores relatam resultados
positivos para o sémen congelado sem lavar (RITAR; SALAMON, 1982;
AZEREDO et al., 2001). E ainda importante ressaltar que em experimento
realizado por Cavalcante (2003) foram encontradas dosagens de progesterona
de 346,7 ng/dL para a estacao reprodutiva e de 288,57 ng/dL, fora da estacéo
reprodutiva. Essas diferengas nas dosagens podem ser suficientes para tornar
a glandula bulbouretral desses animais mais ativa, e dai secretarem mais
enzimas coaguladoras da gema-de-ovo.

Apesar dos variados resultados descritos pelos citados autores, o0 sémen
congelado apresentou, no Experimento 1, média de 60,0 % de motilidade, 2,9
de vigor e 60,2 para coloracao supravital, sendo observada diferenca (P<0,05)
para vigor entre os tratamentos 1 e 2. No Experimento 2, os valores médios
observados para as mesmas caracteristicas foram 57,5 + 6,0%, 2,8 + 0,3% e
57,0 + 7,3%, respectivamente. Semelhantemente ao Experimento 1, para o
vigor foi observada diferenca (P < 0,05) entre os tratamentos 1 e 2. Os valores
obtidos nos tratamentos e em ambos os experimentos estdo de acordo com o
minimo exigido pelo CBRA (1998) para utilizagdo de sémen congelado.

Aboagla e Terada (2003) demonstraram o uso de um diluente a base de

trealose e gema-de-ovo (20%) e verificaram, apds descongelagdo, motilidade
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progressiva de 57%, enquanto os resultados para tris-citrato-gema (20%)
ficaram em 46%. Utilizando-se de metodologia similar a destes experimentos,
Rovay (2006), usando diluente leite desnatado-gema, observou valores de

49,1, 2,0 e 44,4% para motilidade, vigor e supravital.

Tabela 5 — Médias e desvio-padrao para defeitos maiores e defeitos maiores do
sémen congelado

Experimento 1 Experimento 2
Tratamento Defeitos Defeitos Defeitos Defeitos
Maiores Menores Maiores Menores
T1 51+22a 20+1,1a 47+14a 22+14a
T2 26+14b 0,7+0,8b 25+0,7b 3,1+18a
Médias + S 3,8+2,2 1,3+1,2 36+1,6 26+1,6

Médias seguidas por letras diferentes diferem estatisticamente (p < 0,05).
T1 = 20% de gema-de-ovo; T2 = 2,5% de gema-de-ovo.

No tocante a morfologia espermatica descriminada na Tabela 5, pode-se
observar que os valores para defeitos maiores, assim como para defeitos
menores, permaneceram baixos, sendo todas as partidas de sémen
congeladas aprovadas para utilizagdo na inseminagdo das cabras de acordo
com o proposto pelo CBRA (1998). Portanto, em ambos os experimentos n&o

houve nenhum defeito que chamasse atencéo.

3.3. Fertilidade do sémen congelado

As inseminacgdes foram todas realizadas apds 24 horas da verificacdo do
inicio do estro, o que foi realizado com o auxilio de rufides.

As médias referentes ao local de deposicdo, aspecto do muco, peso,
escore e tempo de permanéncia das fémeas em cio (horas) foram dispostas na
Tabela 6.

O local de deposicédo do sémen na hora da IA tem papel de relevante
importancia na taxa de fertilidade, sendo os piores resultados obtidos quando a
sua deposicao é feita na vagina e os melhores alcangados quando o sémen é
depositado intra-uterinamente (MACHADO; SIMPLICIO, 1988). Para o local de
deposicdo, as médias neste experimento foram acima de 2,8, em escala de 1 a

3, significando que a maioria das inseminagdes foi realizada dentro do utero.
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Essa elevada taxa de passagem pela cervix pode estar relacionada ao fato de
as |IA terem sido realizadas 24 horas do inicio do estro. Ja no experimento do
capitulo anterior, a taxa de passagem foi menor, possivelmente devido as
inseminagdes terem ocorrido 12 horas apds o inicio do estro. Ferrari et al.
(1998) realizaram 16 inseminagdes, seis foram intracervicais profundas, duas
intracervicais superficiais e oito intrauterinas. No entanto, os autores nao
relataram quanto tempo apos o inicio do estro foram realizadas as |IA. Segundo
Barbosa (1999), a facilidade de transposi¢ao cervical esta relacionada a varios
fatores, como: fase do ciclo estral em que a fémea se encontra, variagao
individual da anatomia cervical, categoria reprodutiva e habilidade do
inseminador. Ritar e Salamon (1983) verificaram que a propor¢ao de cabras em
que é possivel realizar a inseminagao intra-uterina varia de 12 a 53% nos
trabalhos realizados e que a profundidade da IA influencia significativamente a
taxa de fertilidade.

A observacdo do muco, e de sua alteragdo durante o periodo de cio,
pode ser usada para estimar o melhor momento do estro para realizar a
inseminagao, uma vez que ha correlagao entre o tipo de muco observado no
momento da inseminacdo e a taxa de fertilidade. Neste estudo o muco foi
classificado de 1 a 3, sendo o 1 — classificado como cristalino, 2 — estriado e
3 — caseoso. Dessa forma, o melhor momento para realizar a inseminacao é
quando o muco apresenta-se estriado e abundante, que corresponde ao tergo
médio para o final do estro (SIQUEIRA, 2009).

Neste estudo, independentemente do experimento realizado, as médias
observadas para aspecto do muco se mantiveram proximas a 2,0,
caracterizando que a maioria das cabras foi inseminada em um momento
proximo ao final do estro, possivelmente coincidindo com o momento da ovulagao.

Franca (1981) observou taxas de fertilidade ao parto de 76,2 e 86,4%
quando as cabras foram inseminadas com o muco cervical apresentado-se
com aspecto cristalino e estriado, respectivamente.

Com relagdo ao peso e ao escore de condigdo corporal, foram
observados pesos variando de 47,0 e 54,5 kg no primeiro experimento e de
49,8 kg e 50,1 kg no segundo experimento, e escores variando de 2,8 e 2,8 no
Experimento 1, e de 2,9 e 2,8 no Experimento 2, para os tratamentos T1 e T2,

respectivamente. Palhdo (2006) relatou pesos e escore variando de 31,9 a
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Tabela 6 — Parametros de controle entre o tratamento com relagdo ao local de
deposicdo do sémen, aspecto do muco, peso, escore corporal e
duragao do estro

Experimento 1 Experimento 2
Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 1 Tratamento 2
Local 28+0,3a 29+0,2a 28+0,3a 29+0,2a
Muco 20+01a 20+£0,3a 20+£0,1a 20+04a
Peso 47,0+£9,0a 545+11,0a 49,8 £ 10,2 a 50,1+10,5a
Escore 28104 a 28+03a 29+0,3a 28+0,3a
Cio (horas) 324+89a 30,8+9,8a 328+9,7a 304+89a

Local: 1 — cervical superficial, 2 — cervical e 3 — intrauterino. Muco: 1 — cristalino, 2 — estriado e 3 —
caseoso. Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p < 0,05).

55,6 kg e de 1,8 a 3,1, respectivamente. A duragao do estro nos dois experi-
mentos e a obtida entre os tratamentos assemelham-se com os resultados
obtidos por Palhdo (2006), que observou média de duragdo de estro de 33,87
horas, trabalhando com animais do mesmo rebanho. Siqueira et al. (2009)
encontraram média de 32,24 + 12,09 horas para cabras com cio induzido por
prostaglandina F2a durante a estagao de monta.

Na Tabela 7 os mesmos parametros observados anteriormente na
Tabela 6 foram comparados entre experimentos. Pode-se observar que nao
houve diferenca (p < 0,05) para os parametros observados.

Os resultados de fertilidade estdo dispostos na Tabela 8. Quanto aos
dados referentes ao Experimento 1, observa-se que o T1 foi inferior ao T2
(p > 0,05), de onde se obteve a média de 46,67 e 70,00%, respectivamente.
Dorado et al. (2007) utilizaram diluente tris-gema com 20% de gema-de-ovo e
obtiveram taxas de prenhez de 47,62%, resultados bem proximos aos
encontrados para o T1. Taxas de fertilidade semelhantes foram obtidas em
outras ragas com sémen congelado com 20% de gema-de-ovo: 51% na raga
Angora (RITAR; SALAMON, 1983) 39,1% na raca Cashemira (RITAR et al.,
1990) e 57% na Murciana-Granadina (SALVADOR et al., 2005). Por outro lado,
Barbas et al. (2008), utilizando diluente com baixa concentracdo de gema-de-
ovo, obtiveram valor médio de prenhez de 46,4%, inferior aos obtidos no T2.
Da mesma forma que os autores anteriores, Ferrari et al. (1998) relataram
valores para taxa de nao retorno ao estro de 31,2%, também utilizando baixa

concentragdo de gema-de-ovo no diluente (1,5%).
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Tabela 7 — Parametros de controle entre o tratamento com relagéo ao local de
deposicdo do sémen, aspecto do muco, peso, escore corporal e
duracgao do estro, entre experimentos

Experimento 1 Experimento 2
Tratamento 1
Local 28+0,3a 2,8+0,3a
Muco 2,0+01a 20+0,1a
Peso 470+9,0a 49,8 £ 10,2 a
Escore 28+04a 29+0,3a
Cio (horas) 324+89a 3286 +9.72 a
Tratamento 2
Local 29+0,2a 29+0,2a
Muco 2,0+0,3a 20+04a
Peso 545+11,0a 50,1+ 10,5a
Escore 28+0,3a 28+0,3a
Cio (horas) 30,8+9,8a 304+89a

Local: 1 — cervical superficial, 2 — cervical e 3 — intrauterino. Muco: 1 — cristalino, 2 — estriado e
3 — caseoso. Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente
(p <0,05).

Tabela 8 — Fertilidade do sémen caprino congelado em diferentes épocas do
ano de acordo com os tratamentos

Experimento 1 Experimento 2
Tratamento — -
Total de Animais Prenhez (%) Total de Animais Prenhez
T1 30 14 (46,67)aA 24 12 (50,00)aA
T2 30 21 (70,00)bA 26 20 (76,00)aA

Médias seguidas por letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente
(p < 0,05). Médias seguidas por letras maiusculas iguais na mesma linha nao diferem estatis-
ticamente (p < 0,05).

T1 =20% de gema-de-ovo; T2 = 2,5% de gema-de-ovo.

Os valores de prenhez obtidos nos Experimentos 1 e 2 ndo diferiram
entre si (p < 0,05). No entanto, entre os tratamentos T1 e T2, no Experimento
1, foi observada diferenca (p < 0,05). Ja no Experimento 2 ndo houve diferenca
(p < 0,05) entre os tratamentos T1 e T2, possivelmente pelo numero de animais
utilizados. Vale ressaltar ainda que o sémen utilizado no T1 passou pelo
processo de retirada do plasma seminal, apesar do porcentual de prenhez do
T2 ter acompanhado o aumento no resultado de prenhez. Outro ponto a ser
observado € que Experimento 2 foi realizado dentro da estagao reprodutiva

fisiologica para a espécie.
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4. Concluséao

Mediante as analises seminais realizadas in vitro e os resultados obtidos
por meio da fertilidade in vivo, pode-se concluir que o diluente glicose-EDTA,
com uma concentragdo de 2,5% de gema-de-ovo, pode ser utilizado na
conservagao do sémen caprino congelado, independentemente da época do

ano.
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ANEXO A

Artigo 1
Caracteristicas e taxa de fertilidade do sémen caprino armazenado a 5°C

por 24 horas, em fungdo das concentragcdes de
gema-de-ovo no diluente

Sémen fresco

VOLUME

Descricao Valores Médias Desvios Dados
BODE Todos 0.7555556 0.3148430 90
BODE - - - - - - - - - - - - - 1. 0.8652174 0.2948169 23
BODE - - - - - - - - - - - - - 2. 0.8173913 0.3927203 23
BODE - - - - - - - - - - - - - 3. 0.7272727 0.2814619 22
BODE - - - = === - - - - - - 4. 0.6045455 0.2148693 22
MOTF

Descricéo Valores Médias Desvios Dados
BODE Todos 87.94444 3.343150 90
BODE - - - - - - - - - - - - - 1. 88.47826 2.793980 23
BODE - - - - === - - - - - - 2. 87.82609 2.948839 23
BODE - - - - - - - - - - - - - 3. 86.36364 3.512501 22
BODE - - - - - - - - - - - - - 4 89.09091 3.663320 22
VIGORF

Descricao Valores Médias Desvios Dados
BODE Todos 3.972222 0.3622736 90
BODE - - - - - - - - - - - - - 1 3.934783 0.3472079 23
BODE - - - - === - - - - - - 2. 4.000000 0.3692745 23
BODE - - - - - - - - - - - - - 3. 3.863636 0.3836485 22
BODE - - - - - - - - - - - - - 4 4._.090909 0.3322493 22
CONCENTRACAO

Descricao Valores Médias Desvios Dados
BODE Todos 1.322222 0.6545635 90
BODE - - - - - - - - - - - - - 1. 1.600000 0.8017027 23
BODE - - - - === - - - - - - 2. 1.313043 0.6538726 23
BODE - - - - - - - - - - - - - 3. 1.162727 0.5088379 22
BODE - - - - - - - - - - - - - 4 1.200909 0.5558769 22
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HIPOSMOTICO

Descricéo Valores Médias Desvios Dados
BODE Todos 72.78889 7.859002 90
BODE = - - - - - - - - - - - - - 1. 76.34783 8.009135 23
BODE - - - - - - - - - - - - - 2. 74.65217 7.419928 23
BODE - - - - - - - - - - - - - 3. 67.77273 7.104203 22
BODE = - ----=-=---- - - - 4. 72.13636 6.475562 22
SUPRAVITAL

Descricao Valores Médias Desvios Dados
BODE Todos 78.24444 9.391977 90
BODE - - - - - - - - - - - - - 1. 74.65217 7.480938 23
BODE - - - - - - - - - - - - - 2. 69.56522 5.671508 23
BODE - - - - - - - - - - - - - 3. 82.22727 7.157625 22
BODE - - - - - - - - - - - - - 4. 87.09091 5.919372 22

Analise de Variancia

VOLUME

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
BODE 3 0.8838230 0.2946077 3.192 0.02761
Residuo 86 7.938399 0.9230697E-01

Coeficiente de Variacao = 40.212

NEWMAN KEULS

Variavel = VOLUME (0.9230696E-01)

BODE Descricao Dados Médias Comparagbes 5%
1 23 0.8652 A
2 23 0.8174 AB
3 22 0.7273 AB
4 22 0.6045 B
MOTILIDADE
Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
BODE 3 90.76965 30.25655 2.879 0.04064
Residuo 86 903.9526 10.51108

Coeficiente de variacdo = 3.687
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NEWMAN KEULS

variavel = MOTF (10.51108)

BODE Descricéo Dados Médias Comparacgbes 5%
4 22 89.0909 A
1 23 88.4783 AB
2 23 87.8261 AB
3 22 86.3636 B
VIGOR
Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
BODE 3 0.6192907 0.2064302 1.605 0.19415
Residuo 86 11.06126 0.1286194
Coeficiente de Variacdo = 9.029
CONCENTRACAOQ
Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
BODE 3 2.660050 0.8866835 2.150 0.09987
Residuo 86 35.47231 0.4124687
Coeficiente de Variacdo = 48.573
HIPOSMOTICO
Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
BODE 3 934.0996 311.3665 5.869 0.00108
Residuo 86 4562 .889 53.05685
Coeficiente de Variacdo = 10.007
NEWMAN KEULS
Variavel = HIPOSF (53.05685)
BODE Descricéo Dados Médias Comparacbes 5%
1 23 76.3478 A
2 23 74.6522 A
4 22 72.1364 AB
3 22 67.7727 B
SUPRAVITAL
Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
BODE 3 4100.071 1366.690 31.338 0.00000
Residuo 86 3750.551 43.61106

Coeficiente de Variacgcdo = 8.440
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NEWMAN KEULS

Variavel = SVF (43.61106)

BODE Descricéo Dados Médias Comparacgbes 5%
4 22 87.0909 A
3 22 82.2273 B
1 23 74.6522 C
2 23 69.5652 D
Sémen resfriado 24 horas a 5°C
MOTILIDADE
Descricéo Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 73.30556 12.55339 180
TRAT - = = = = = = = = = - - - 1. 68.55556 15.49274 90
TRAT - = = = = = = = = = - - - 2. 78.05556 5.593658 90
VIGOR
Descricao Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 2.875000 0.5953146 180
TRAT - = = = = = = = = = - - - 1. 2.544444 0.6164617 90
TRAT - - = = = = = = = - - - - 2. 3.205556 0.3343150 920
SUPRAVITAL
Descricéo Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 65.28333 15.44219 180
TRAT - = = = = = = = = = - - - 1. 59.40000 17.26255 90
TRAT - = = = = = = = = = - - - 2. 71.16667 10.56414 90
HIPOSMOTICO
Descricao Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 49.27222 15.49043 180
TRAT - = = = = = = = = = - - - 1. 42.26667 15.77354 90
TRAT - - = = = = = = = - - - - 2. 56.27778 11.59914 920
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Analise de Variancia

MOTILIDADE

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.

TRAT 1 4013.773 4013.773 30.138 0.00002

BODE 3 901.2774 300.4258 2.256 0.08369

TRAT BODE 3 338.8488 112.9496 0.848  FHxxxxkk

Residuo 172 22906.82 133.1792

Coeficiente de Variacdo = 15.743

VIGOR

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.

TRAT 1 19.58235 19.58235 80.214 0.00001

BODE 3 1.480731 0.4935771 2.022 0.11269

TRAT BODE 3 0.2990887 0.9969624E-01 0.408  *******

Residuo 172 41.98962 0.2441257

Coeficiente de Variacdo = 17.186

SUPRAVITAL

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.

TRAT 1 6199.826 6199.826 46.253 0.00001

BODE 3 13309.07 4436.358 33.097 0.00002

TRAT BODE 3 89.94822 29.98274 0.224  F**kdkx

Residuo 172 23055.08 134.0411

Coeficiente de Variacdo = 17.734

HIPO

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.

TRAT 1 8799.474 8799.474 74.495 0.00001

BODE 3 13664 .45 4554 .817 38.560 0.00002

TRAT BODE 3 136.3304 45.44347 0.385  F*HkAkx

Residuo 172 20316.87 118.1214

Coeficiente de Variacdo = 22.058

Fertilidade Sémen Resfriado

LOCAL

Descricao Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 2.838235 0.3709727 68
TRAT - = = = = = = = = = - - - 1. 2.777778 0.4216370 36
TRAT - - = = = = = = = - - - - 2. 2.906250 0.2961446 32
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MUCO

Descricéo Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 2.095588 0.4075532 68
TRAT - = = = = = = = = = = - - 1. 2.111111 0.3984095 36
TRAT - = = = = = = = = = - - - 2. 2.078125 0.4233007 32
PESO

Descricao Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 48.88529 8.097194 68
TRAT - = = = = = = = = — - - - 1. 48.57778 8.227553 36
TRAT - = = = = = = = = = - - - 2. 49.23125 8.064956 32
SCORE

Descricéo Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 2.974265 0.4449964 68
TRAT - = = = = = = = = = - - - 1. 3.013889 0.4469917 36
TRAT - = = = = = = = = = = - - 2. 2.929688 0.4455622 32
DURACAOC

Descricao Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 31.23529 9.070401 68
TRAT - = = = = = = = = = - - - 1. 33.33333 9.121403 36
TRAT - = = = = = = = = — - - - 2. 28.87500 8.544948 32

84



Artigo 2

Avaliacéo da fertilidade do sémen caprino congelado em funcgéo das
concentracdes de gema-de-ovo no diluente

Experimento 1: Estacédo induzida por luz

Sémen fresco

VOLUME
Descricao Valores Médias Desvios Dados
BODE Todos 1.312500 0.4673252 8
BODE - - - - - - - - - - - - - 1. 1.575000 0.4349329 4
BODE - - - - - - - - - - - - - 2. 1.050000 0.3696846 4
MOTILIDADE
Descricao Valores Médias Desvios Dados
BODE Todos 87.50000 2.672612 8
BODE = - ----=-=----- - - 1. 88.75000 2.500000 4
BODE - - - - - - - - - - - - - 2. 86.25000 2.500000 4
VIGOR
Descricao Valores Médias Desvios Dados
BODE Todos 3.875000 0.3535534 8
BODE - - - - === - - - - - - 1. 3.875000 0.2500000 4
BODE - ----=-=----- - - 2. 3.875000 0.4787136 4
CONCENTRACAO
Descricao Valores Médias Desvios Dados
BODE Todos 2.296250 1.132342 8
BODE - - - - === - - - - - - 1. 3.150000 0.9110434 4
BODE - ----=-=----- - - 2. 1.442500 0.4670029 4
SUPRAVITAL
Descricao Valores Médias Desvios Dados
BODE Todos 79.12500 6.010408 8
BODE - - - - === - - - - - - 1. 82.00000 4.760952 4
BODE = - ----=-=----- - - 2. 76.25000 6.291529 4

DEFEITOS MENORES

Descricao Valores Médias Desvios Dados
BODE Todos 1.000000 0.9258201 8
BODE - - - - - - - - - - - - - 1. 1.000000 1.154701 4
BODE - - - - - - - - - - - - - 2. 1.000000 0.8164966 4
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DEFEITOS MAIORES

Descricéo Valores Médias Desvios Dados
BODE Todos 1.125000 1.807722 8
BODE - - - - - - - - - - - - - 1. 1.750000 2.362908 4
BODE - - - - - - - - - - - - - 2. 0.5000000 1.000000 4
Analise de Variancia

VOLUME

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
BODE 1 0.5512500 0.5512500 3.384 0.11547
Residuo 6 0.9775000 0.1629167

Coeficiente de Variacado = 30.753

MOTILIDADE

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
BODE 1 12.50000 12.50000 2.000 0.20703
Residuo 6 37.50000 6.250000

Coeficiente de Variacdo = 2.857

VIGOR

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
BODE 1 0.000000 0.000000 0.000  F****ix
Resitduo 6 0.8750000 0.1458333

Coeficiente de Variacdo = 9.855

CONCENTRACAO

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
BODE 1 5.831112 5.831112 11.127 0.01569
Residuo 6 3.144275 0.5240458

Coeficiente de Variagdo = 31.526

SUPRAVITAL

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
BODE 1 66.12500 66.12500 2.124 0.19523
Residuo 6 186.7500 31.12500

Coeficiente de Variacao = 7.051

DEFEITOS MENORES

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
BODE 1 0.000000 0.000000 0.000  F***kix
Restduo 6 6.000000 1.000000

Coeficiente de Variacdo = 00.000
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DEFEITOS MAIORES

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
BODE 1 3.125000 3.125000 0.949 Fiddkkk
Residuo 6 19.75000 3.291667

Coeficiente de Variacdo = 161.271

Sémen congelado

MOTILIDADE
Descricéo Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 60.00000 5.163978 16
TRAT - = = = = = = = = = - - - 1. 58.75000 5.175492 8
BODE - - - - - - - - - - - - - 1. 60.00000 4.082483 4
BODE - - - - - - - - - - - - - 2. 57.50000 6.454972 4
TRAT - = = = = = = = = = - - - 2. 61.25000 5.175492 8
BODE - - - - - - - - - - - - - 1. 62.50000 6.454972 4
BODE = - ----=-=---- - - - 2. 60.00000 4.082483 4
VIGOR
Descricao Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 2.968750 0.3859512 16
TRAT - = = = = = = = = = - - - 1. 2.750000 0.3779645 8
BODE - - - - - - - - - - - - - 1. 2.875000 0.2500000 4
BODE - - - - - - - - - - - - - 2. 2.625000 0.4787136 4
TRAT - = = = = = = = = = - - - 2. 3.187500 0.2587746 8
BODE - - - - - - - - - - - - - 1. 3.250000 0.2886751 4
BODE - - - - - - - - - - - - - 2. 3.125000 0.2500000 4
SUPRAVITAL
Descricéo Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 60.25000 6.845923 16
TRAT - = = = = = = = = = = - - 1. 58.75000 7.573450 8
BODE - - - - - - - - - - - - - 1. 58.25000 6.994045 4
BODE - ----=-=---- - - - 2. 59.25000 9.178780 4
TRAT - = = = = = = = = = - - - 2. 61.75000 6.158618 8
BODE - - - - - - - - - - - - - 1. 65.00000 6.218253 4
BODE - ----=-=---- - - - 2. 58.50000 4.654747 4
DEFEITOS MENORES
Descricao Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 1.375000 1.204159 16
TRAT - = = = = = = = = = - - - 1. 2.000000 1.195229 8
BODE - - - - - - - - - - - - - 1. 2.500000 1.000000 4
BODE - - - - - - - - - - - - - 2. 1.500000 1.290994 4
TRAT - = = = = = = = = = - - - 2. 0.7500000 0.8864053 8
BODE - - - - - - - - - - - - - 1. 0.7500000 0.9574271 4
BODE - - - - - - - - - - - - - 2. 0.7500000 0.9574271 4
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DEFEITOS MAIORES

Descricéao Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 3.875000 2.247221 16
TRAT - = = = = = = = = = - - - 1. 5.125000 2.295181 8
BODE = - - - - - - - - - - - - - 1. 5.750000 1.707825 4
BODE - ----=-=---- - - - 2. 4.500000 2.886751 4
TRAT - = = = = = = = = = - - - 2. 2.625000 1.407886 8
BODE - - - - - - - - - - - - - 1. 2.500000 1.732051 4
BODE = - ----=-=---- - - - 2. 2.750000 1.258306 4
Analise de Variancia

MOTILIDADE

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.

TRAT 1 25.00000 25.00000 0.857  FaFdkik

BODE 1 25.00000 25.00000 0.857  FAddkkk

TRAT BODE 1 0.000000 0.000000 0.000  F*H*kix

Restduo 12 350.0000 29.16667

Coeficiente de Variacdo = 9.001

VIGOR

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.

TRAT 1 0.7656250 0.7656250 7.000 0.02135

BODE 1 0.1406250 0.1406250 1.286 0.27899

TRAT BODE 1 0.1562500E-01  0.1562500E-01 0.143  FFxkxkk

Residuo 12 1.312500 0.1093750

Coeficiente de Variacao = 11.140

SUPRAVITAL

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.

TRAT 1 36.00000 36.00000 0.744  F***kix

BODE 1 30.25000 30.25000 0.625  Fdkdkk

TRAT BODE 1 56.25000 56.25000 1.163 0.30209

Residuo 12 580.5000 48.37500

Coeficiente de Variacdo = 11.544

DEFEITOS MENORES

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.

TRAT 1 6.250000 6.250000 5.556 0.03625

BODE 1 1.000000 1.000000 0.889  F¥Fdkik

TRAT BODE 1 1.000000 1.000000 0.889  Fikkkkk

Residuo 12 13.50000 1.125000

Coeficiente de Variacdo = 77.139

DEFEITOS MAIORES

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.

TRAT 1 25.00000 25.00000 6.316 0.02726

BODE 1 1.000000 1.000000 0.253  FFFdkik

TRAT BODE 1 2.250000 2.250000 0.568  Fikkkkk

Residuo 12 47 .50000 3.958333

Coeficiente de Variacdo = 51.343
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Fertilidade

LOCAL

Descricao Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 2.883333 0.3237318 60
TRAT - = = = = = = = = - - - - 1. 2.833333 0.3790490 30
TRAT - = = = = = = = = - - - - 2. 2.933333 0.2537081 30
MUCO

Descricao Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 2.016667 0.2906257 60
TRAT - = = = = = = = = = = - — 1. 2.000000 0.1856953 30
TRAT - = = = = = = = = = - - - 2. 2.033333 0.3698400 30
PESO

Descricao Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 50.81667 10.72079 60
TRAT - = = = = = = = = - - - - 1. 47.08667 9.095574 30
TRAT - = = = = = = = = = - - - 2. 54.54667 11.05980 30
ESCORE

Descricao Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 2.866667 0.4024993 60
TRAT - = = = = = = = = - - - - 1. 2.875000 0.4488971 30
TRAT - = = = = = = = = = = = — 2. 2.858333 0.3576946 30
TEMPO EM CIO

Descricao Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 31.60000 9.364918 60
TRAT - = = = = = = = = - - - - 1. 32.40000 8.996551 30
TRAT - = = = = = = = = = = - - 2. 30.80000 9.806402 30
DIAGNOSTICO DE GESTAGAO

Descricao Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 1.416667 0.4971671 60
TRAT - = = = = = = = = - - - - 1. 1.533333 0.5074163 30
TRAT - = = = = = = = = - - - - 2. 1.300000 0.4660916 30
Analise de Variancia
LOCAL

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TRAT 1 0.1500000 0.1500000 1.442 0.23470
Residuo 58 6.033333 0.1040230

Coeficiente de Variacdo = 11.186
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MUCO

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TRAT 1 0.1666667E-01  0.1666667E-01 0.195  FHxkkkk
Residuo 58 4.966667 0.8563218E-01

Coeficiente de Variacao = 14.511

PESO

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TRAT 1 834.7740 834.7740 8.142 0.00598
Residuo 58 5946 .409 102.5243

Coeficiente de Variacdo = 19.925

SCORE

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TRAT 1 0.4166667E-02 0.4166667E-02 0.025  FHxxxxEx
Residuo 58 9.554167 0.1647270

Coeficiente de Variacéo = 14.158

TEMPO EM CIO

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TRAT 1 38.40000 38.40000 0.434  FFxxxkx
Residuo 58 5136.000 88.55172

Coeficiente de Variacdo = 29.779

DIAG.

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TRAT 1 0.8166667 0.8166667 3.441 0.06869
Residuo 58 13.76667 0.2373563

Coeficiente de Variacao = 34.390
Correlacdes de Pearson

Variavel Variavel Observacodes Correlacéao T Significancia
LOCAL DIAG. 60 -0.1141 -0.8745 0.1927
MUCO DIAG. 60 -0.1075 -0.8237 0.2068
PESO DIAG. 60 -0.0710 -0.5418 0.2950
SCORE DIAG. 60 -0.0141 -0.1075 0.4574
TEMPOCIO DIAG. 60 0.3568 2.9083 0.0026
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Experimento 1: Estacéo fisioldgica

Sémen fresco

VOLUME
Descricéo Valores Médias Desvios Dados
BODE Todos 1.225000 0.1488048 8
BODE - - - - - - - - - - - - - 1. 1.325000 0.1258306 4
BODE = - - - - - - - - - - - - - 2. 1.125000 0.9574271E-01 4
MOTILI1DADE
Descricéo Valores Médias Desvios Dados
BODE Todos 90.00000 3.779645 8
BODE - ----=-=----- - - 1. 90.00000 4.082483 4
BODE - - - - - - - - - - - - - 2. 90.00000 4.082483 4
VIGOR
Descricéo Valores Médias Desvios Dados
BODE Todos 3.812500 0.4580627 8
BODE - ----=-=----- - - 1. 3.625000 0.4787136 4
BODE - - - - - - - - - - - - - 2. 4.000000 0.4082483 4
CONCENTRACAO
Descricéo Valores Médias Desvios Dados
BODE Todos 2.587500 0.7395703 8
BODE - ---=-=-=---- - - - 1. 3.050000 0.8062258 4
BODE - - - - - - - - - - - - - 2. 2.125000 0.2362908 4
SUPRAVITAL
Descricéo Valores Médias Desvios Dados
BODE Todos 87.62500 3.777282 8
BODE - ----=-=---- - - - 1. 86.50000 4.041452 4
BODE - - - - - - - - - - - - - 2. 88.75000 3.685557 4
DEFEITOS MENORES
Descricéo Valores Médias Desvios Dados
BODE Todos 1.000000 0.9258201 8
BODE = - ----=-=----- - - 1. 1.000000 1.154701 4
BODE - - - - - - - - - - - - - 2. 1.000000 0.8164966 4
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DMAF

Descricéo Valores Médias Desvios Dados
BODE Todos 1.125000 1.807722 8
BODE - - - - - - - - - - - - - 1. 1.750000 2.362908 4
BODE - - - - - - - - - - - - - 2. 0.5000000 1.000000 4
Analise de Variancia

VOLUME

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
BODE 1 0.8000000E-01  0.8000000E-01 6.400 0.04469
Residuo 6 0.7500000E-01  0.1250000E-01

Coeficiente de Variagdo = 9.127

MOTILIDADE

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
BODE 1 0.000000 0.000000 0.000 F****ix
Residuo 6 100.0000 16.66667

Coeficiente de Variacdo = 4.536

VIGOR

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
BODE 1 0.2812500 0.2812500 1.421 0.27824
Restduo 6 1.187500 0.1979167

Coeficiente de Variacdo = 11.669

CONCENT

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
BODE 1 1.711250 1.711250 4.849 0.06991
Residuo 6 2.117500 0.3529167

Coeficiente de Variacao = 22.959

SUPRAVITAL

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
BODE 1 10.12500 10.12500 0.677  Fx*ikix
Residuo 6 89.75000 14 .95833

Coeficiente de Variacdo = 4.414

DEFEITOS MENORES

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
BODE 1 0.000000 0.000000 0.000  FHAkkkx
Residuo 6 6.000000 1.000000

Coeficiente de Variacdo = 100.000
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DEFEITOS MAIORES
Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
BODE 1 3.125000 3.125000 0.949 Fdkkkk
Residuo 6 19.75000 3.291667
Coeficiente de Variacdo = 161.271
Sémen congelado
MOTILIDADE
Descricéo Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 57.50000 6.055301 16
TRAT - - = = = = = = = - - - - 1. 54.37500 6.232117 8
BODE - - ---=-=---- - - - 1. 51.25000 4.787136 4
BODE - - - - - - - - - - - - - 2. 57.50000 6.454972 4
TRAT - - = = = = = = = - - - - 2. 60.62500 4.172615 8
BODE = - ----=-=---- - - - 1. 61.25000 4.787136 4
BODE - ----=-=---- - - - 2. 60.00000 4.082483 4
VIG
Descricéo Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 2.875000 0.3415650 16
TRAT - = = = = = = = = = - - - 1. 2.625000 0.2314550 8
BODE - - - - - - - - - - - - - 1. 2.625000 0.2500000 4
BODE - ---=-=-=---- - - - 2. 2.625000 0.2500000 4
TRAT - = = = = = = = = = - - - 2. 3.125000 0.2314550 8
BODE = - - - - - - - - - - - - - 1. 3.125000 0.2500000 4
BODE - - - - - - - - - - - - - 2. 3.125000 0.2500000 4
SUPRAVITAL
Descricao Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 57.06250 7.316363 16
TRAT - - = = = = = = = - - - - 1. 56.37500 8.140507 8
BODE = - ----=-=---- - - - 1. 56.25000 9.844626 4
BODE - - - - - - - - - - - - - 2. 56.50000 7.593857 4
TRAT - - = = = = = = = - - - - 2. 57.75000 6.881653 8
BODE = - - --=-=-=---- - - - 1. 57.50000 8.266398 4
BODE - ---=-=-=---- - - - 2. 58.00000 6.480741 4
DEFMEN
Descricéo Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 2.687500 1.662077 16
TRAT - = = = = = = = = = - - - 1. 2.250000 1.488048 8
BODE - - - - - - - - - - - - - 1. 2.500000 1.732051 4
BODE - ---=-=-=---- - - - 2. 2.000000 1.414214 4
TRAT - = = = = = = = = = - - - 2. 3.125000 1.807722 8
BODE - - - - - - - - - - - - - 1. 3.250000 1.258306 4
BODE - - - - - - - - - - - - - 2. 3.000000 2.449490 4
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DEFMAI

Descricéo Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 3.625000 1.627882 16
TRAT - = = = = = = = = = - - - 1. 4.750000 1.488048 8
BODE = - - - - - - - - - - - - - 1. 5.250000 1.500000 4
BODE - - - - - - - - - - - - - 2. 4.250000 1.500000 4
TRAT - = = = = = = = = = - - - 2. 2.500000 0.7559289 8
BODE - - - - - - - - - - - - - 1. 2.000000 0.000000 4
BODE = - ----=-=----- - - 2. 3.000000 0.8164966 4

Analise de Variancia

MOTILI1DADE

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TRAT 1 156.2500 156.2500 6.000 0.03063
BODE 1 25.00000 25.00000 0.960 F***xix
TRAT BODE 1 56.25000 56.25000 2.160 0.16737
Residuo 12 312.5000 26.04167

Coeficiente de Variacado = 8.875

VIGOR
Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TRAT 1 1.000000 1.000000 16.000 0.00176
BODE 1 0.000000 0.000000 0.000  FHx***xxx
TRAT BODE 1 0.000000 0.000000 0.000Q  F**FFx*x
Residuo 12 0.7500000 0.6250000E-01

Coeficiente de Variacdo = 8.696

SUPRAVITAL

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.

TRAT 1 7.562500 7.562500 0.114 Frxsx

BODE 1 0.5625000 0.5625000 0.008  Fx*xxx*
TRAT BODE 1 0.6250000E-01  0.6250000E-01 0.001 FH*xkxx
Residuo 12 794.7500 66.22917

Coeficiente de Variacao = 14.262

DEFEITOS MENORES

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.

TRAT 1 3.062500 3.062500 0.974  Fdddkk

BODE 1 0.5625000 0.5625000 0.179 FHddkdkx
TRAT BODE 1 0.6250000E-01  0.6250000E-01 0.020  FHdkkk
Residuo 12 37.75000 3.145833

Coeficiente de Variacdo = 65.996

DEFEITOS MAIORES

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.

TRAT 1 20.25000 20.25000 15.677 0.00190

BODE 1 0.000000 0.000000 0.000  FHkkkkk

TRAT BODE 1 4.000000 4.000000 3.097 0.10389

Residuo 12 15.50000 1.291667

Coeficiente de Variacdo = 31.352
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Fertilidade

LOCAL

Descricao Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 2.882353 0.3253957 51
TRAT - = = = = = = = = - - - - 1. 2.826087 0.3875534 23
TRAT - = = = = = = = = = - - - 2. 2.928571 0.2622653 28
MUCO

Descricéo Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 2.039216 0.3441386 51
TRAT - = = = = = = = = - - - - 1. 2.021739 0.1832944 23
TRAT - = = = = = = = = = - - - 2. 2.053571 0.4375709 28
PESO

Descricao Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 50.00196 10.33666 51
TRAT - = = = = = = = = = - - - 1. 49.83478 10.27988 23
TRAT - = = = = = = = = = - - - 2. 50.13929 10.56950 28
SCORE

Descricéo Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 2.852941 0.3910769 51
TRAT - = = = = = = = = = - - - 1. 2.913043 0.3960651 23
TRAT - = = = = = = = = = - - - 2. 2.803571 0.3870421 28
TEMPOCIO

Descricéo Valores Médias Desvios Dados
TRAT Todos 31.52941 9.283002 51
TRAT - - = = = = = = = - - - - 1. 32.86957 9.720196 23
TRAT - = = = = = = = = = - - - 2. 30.42857 8.933618 28

Analise de Variancia

LOCAL

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TRAT 1 0.1326270 0.1326270 1.259 0.26729
Residuo 49 5.161491 0.1053365

Coeficiente de Variacao = 11.260

95



MUCO

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TRAT 1 0.1279534E-01  0.1279534E-01 0.106  FHxxxxkx
Residuo 49 5.908773 0.1205872

Coeficiente de Variacao = 17.029

PESO

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TRAT 1 1.170844 1.170844 0.011 FHxxxxx
Residuo 49 5341.159 109.0032

Coeficiente de Variacdo = 20.880

SCORE

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TRAT 1 0.1513290 0.1513290 0.989  FHxxxkk
Residuo 49 7.495730 0.1529741

Coeficiente de Variacdo = 13.709

TEMPOCIO

Fontes de Variagdo G.L. Soma de Quadrado Quadrado Médio F Signif.
TRAT 1 75.24004 75.24004 0.871 FH*xxxxx
Residuo 49 4233.466 86.39726

Coeficiente de Variacdo = 29.480
Correlacdo de Pearson

Variavel Variavel Observacotes Correlacéo T Significancia
LOCAL RESULTAD 51 0.0150 0.1049 0.4584
MUCO RESULTAD 51 -0.0248 -0.1736 0.4315
PESO RESULTAD 51 0.0840 0.5904 0.2788
SCORE RESULTAD 51 0.0421 0.2948 0.3847
TEMPOCIO RESULTAD 51 0.4128 3.1724 0.0013
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