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Resumo

As proteinas do plasma seminal de 14 reprodutor&o$7taurus tauruse 7 Bos taurus indicus,

foram analisadas por eletroforese bidimensional, em géis de poliacrilamida a 8%, corados por Comassie
Blue. Trés bandas protéicas, presentes em 100% das amostras de plasma seminal, foram quantificadas
de acordo com a densidade 6ptica exibida: 195 kDa, pl 6,5-7,5 ; 66 kDa, pl 5,4 e 55 kDa, pl 4,5. As
amostras de plasma seminal provenientes de taurinos apresentaram densidades 6pticas significativa-
mente superiores (p<0,05) as dos zebuinos na banda de 55 kDa, que foi imunoidentificada como
osteopontina. As demais proteinas analisadas ndo apresentaram variacdes significativas entre as sub-
espécies. A banda protéica de 66 kDa, foi imunoidentificada como albumina. Nas amostras provenien-
tes de taurinos, as densidades Opticas das trés bandas protéicas quantificadas ndo evidenciaram varia-
¢ao significativa entre os reprodutores. Entretanto, nos zebuinos, as densidades 6pticas da albumina
apresentaram diferencas significativas entre os touros (p<0,05).

Palavras-chave bovinos, plasma seminal, proteinas, eletroforese bidimensional.

Abstract

Two dimensional polyacrylamide gel electrophoresis was performed in seminal plasma dBsgven
taurus taurus and severBos taurus indicudulls with high semen freezability, from an artificial
insemination center. In a 8% polyacrylamide gels, three bands of 195, 66 and 55 kDa, present in 100%
of the samples in both sub-species, were analyzed by their optical densBies.taurussamples, the
opticals densities of 55 kDa band, imunoidentified as osteopontin were superior (p<0.0Bpghan
indicus samples. The 66 kDa band was imunoidentified as albumin. IBdkelaurussamples, the

bands did not show any variation among the bull samples, but Bothédicusthe albumin optical
densities showed significant variation among samples.
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Introducéo de Reproducdo Animal (1998), sendo considerados,

A técnica de eletroforese vem sendo utilizada pagg acordo com os critérios da central, como animais

identificagéo e mapeamento dos componentes f§ 2/ta congelabilidade do sémen. A taxa de
plasma seminal em bovinos desde a década deSSgelabilidade f.OI baseado em um total de 2.296
(LARSON:; SALISBURY, 1954). Os primeiros tra- COngelagoes realizadas.

balhos utilizaram eletroforese em papel, gel de agar, O sémen foi coletado por vagina artificial € uma
gel de amido, acetato de celulose (SZUMOWSKAHliquota de 1,0 mL foi centrifugada por 20 minutos
1956). Mais recentemente, tem-se utilizadg 1.500 x g, para a obtencéo do plasma seminal, con-
eletroforese uni ou bidimensional em gel dgeladas em nitrogénio liquido e posteriormente
poliacrilamida (MANJUNATH et al., 1987; recentrifugadas por 60 minutos a 10.000 x g, dividi-
KILLIAN et al., 1993; BRANDON et al.,1999). das em aliquotas, congeladas e mantidas 2-€70
Varios componentes protéicos do plasma seminglgeterminac&o das proteinas totais foi realizada de
foram relacionados com os indices de fertilidade ¢gqrqo com Lowry et al., (1951) e a eletroforese
reprodutores bovinos (KILLIAN et al1993), sui- pigimensional conforme o descrito por O’'Farrel et

nos (FLOWERS, 1998) e equinos (BRANDON €L (1977, modificado por Rodnight @it (1988).
al., 1999) e com a congelabilidade (RONCOLETTA,

1999: RONCOLETTA et al., 1997, 1999, 2000) e a A Primeira dimensaoNEPHGE consistiu em
viabilidade do sémen (AL SOMAI et al.,1994:UMa focalizacao isoelétrica em gradiente de pH ndo
BARRIOS et al., 2000). As diferencas na Composgquilibrado, em gel tubular (10 cm de comprimento
¢&o do plasma seminal entre taurinos e zebuin§s1Mm de diametro) de poliacrilamida a 3,5%, com
verificadas por meio de eletroforese unidimensiondradiente de pH 2-10. FO_' apllcada_ a quanﬂdade_ de
referem-se as variagdes na proteina total e & preséffJg de proteina nos geéis, e a corrida eletroforetica,
ca ou & auséncia de determinadas bandas protéf® duracéo de 90 minutos, foi realizada com 800V
(ROCHA et al., 1974; MARTINS JUNIOR et al., de voltagem, corrente de 10 mA e poténcia de 0,125

1995: RONCOLETTA, 1999: RONCOLETTA et al., W por tubo. Apos a corrida, os géis foram mantidos

1997, 1999). em —20° C até serem transferidos para a segunda
. . dimensao. Esta se consistiu de uma eletroforese em
O presente trabalho teve como objetivo anallsar

. acas (16cm x 14cm) de d8IDS-PAGEa 8%, onde
as proteinas de alto peso molecular presentes em

100% das amostras do plasma seminal gg prot_elnas previamente separadas pela carga elé-
. . trica migraram conforme seu peso molecular. A cor-
reprodutores de alta congelabilidade de semend q da di 5ot q 50 de 6.5 h
taurinos e zebuinos, por meio de eletrofored&? e.s.e.gun a |me:1$ao eve,al ure:gac(; Z 2 No-
bidimensional. ras, e iniciava com voltagem maxima fixada de 125
V e corrente de 20 mA por placa. Como marcador
de peso molecular foi utilizado {0do padrdo SDS

Material e Métodos 6H* (de pesos moleculares entre 29 e 205 kDa).

Foram utilizados 14 reprodutores adultos, doa- Os geis foram corados em solugéo de Azul de
dores de sémen de uma central de inseminacéo dapmassié (Comassie Brilliant Blue 250-R 0,15%;
ficial. Sete eram taurinos, sendo dois da raca Holakeido acéticb7%; metandl53%) por aproximada-
desa, cinco da raca Red Angus e os demais, zebuim@site 18 horas. A descoloragéo foi realizada, du-
da raca Nelore. Os animais apresentavam indice sante cerca de 4 horas, em solucao fixadora (acido
perior a 90% de ejaculados viaveis poOsacético 7% e metanol 53%), sob agitacao, com subs-
descongelacéo do sémen, com valores superiores#ogcdo da solucdo a cada hora. Ao término desta
critérios minimos exigidos pelo Colégio Brasileiraetapa, a solugdo de fixacao foi substituida pela solugdo
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de secagem, composta de glicetéb e metanol 50%. o reagente de luminol e emite luminescéncia, que
Os géis foram mantidos nesta solugdo por 2h sob aggnsibiliza o filme de raio-X
tacdo e, a seguir, colocados para secar entre duas fo;

lhas d | celof b | de vid O delineamento experimental foi completamen-
8s de papet celolane, Sobre Uma placa de Vidro. o casualizado, em um fatorial hierarquico, sendo

Depois de secos, 0s géis foram escaneadamsiderado um dos fatores a sub-espécie e outro
(Scanjet 6100 § e analisados para a determinacafator os touros dentro da sub-espécie. Os logaritmos
da densidade 6ptica das bandas protéicas, expredss percentagens relativas das bandas protéicas fo-
em pixeis e quantificada em percentagem relativam comparados entre as sub-espé&gpigsanalise
ao total do gel, utilizando o programa OptiQuarde variancia (teste F). Como teste complementar foi
Acquisition & Analysig. Foram realizadas variasutilizado o teste de Tukey, usando-se o nivel de
reaplicacdes da mesma amostra, para a obtencasigaificancia de 5%. O programa estatistico utiliza-
pelo menos dois géis bidimensionais de excelerde foi 0 SAS (Statistical Analysis System), versao
qgualidade, a fim de se excluir quaisquer possivedsl2, PROC GLM.
variacdes na utilizacéo da técnica.

Foram quantificadas trés proteinas, i_demiﬁcad%?esultados e Discussao
como 25 27 e 29Estas bandas protéicas foram
quantificadas porque apresentaram menor variabili- OS valores medios observados na dosagem de
dade nas amostras de plasma seminal de todoPHteina total realizada nas amostras de plasma se-
animais, recebendo inicialmente a denominaco gunal dos reprodutores nao diferiram estatisticamen-
pontos ancora. As demais bandas presentes nos §&i§nire as sub-espécies, sendo de 75,96 mg/ml +
n&o foram quantificadas em razéo da grande varfgl,67 para os taurinos e de 75,16 mg/ml + 19,54

bilidade que apresentaram entre todas as amostP@§2 0S zebuinos. Os resultados situam-se dentro dos
dos reprodutores. referidos por Pangawkar et al. (1988), Nauc e

3 Manjunath (2000), diferindo do referido por
As bandas proteicas 27, de 66 kDa, pl 5,4 e 2 oncoletta (1999), que encontrou variacdes signifi-

de 55 kDa, .pl 4.5 fora'm |mun0|dent|f|caglas POLativas na concentracdo de proteinas totais; em
western blottingAs proteinas foram transferidas do%ebuinos (71 mg/mi + 9,56) e taurinos (57,30 + 11,76)

ggls para mem.brana de nltroceIuPosgnforme des- _de alta congelabilidade do sémen. Esta diferenca
crito por Towbin et al. (1979). Para munodetecgagode ter ocorrido pelo fato do referido autor ter rea-

da banda de 55 kDa, a membrana foi bloqueada “§%4do a coleta das amostras em varios periodos du-

SOIUQ?O de MTBS (leite em plo desnatadd’ &b rante o ano, o que poderia ter evidenciado flutuacoes
tampdo TBS, Tri8 20 mM, NaC¥ 500 mM, pH 7,5). na concentracdo protéica do plasma seminal.

Para imuno-deteccdo da banda de 66 kDa, a mem-

brana foi bloqueada com PVP-2@\p6s o blogueio, Em razéo da grande variabilidade observada nas
as membranas foram incubadas com os anticorgdas proteicas com pesos acima o!e .40kDa, nas
especificos (anti-osteopontina policlonal 1:1006}m05_tfa3 de ambas as sub-espécies, foram
anti-albumina monoclon#l1:800). Os anticorpos quantificadas apenas trés proteinas, presentes em
secundarios utilizados foram anti-lgG de co&hol00% das amostras analisadas. As bandas analisa-
para a banda de 55 kDa e anti-IgG de camundbng@as foram identificadas como 25 (195 kDa, pl 6,5-
para a banda de 66 kDa, biotinilados conjugados’#): 27 (66 kF)a, pl 5’4_) e 29 (55 kDa,.pI 4,5), con-
peroxidase e estreptoavidina e diluidos a 1:3000 dafme se ver|f|~ca ha Figura 1. A analls~e de outras
MTBS. Para identificacio da reacdo, utilizou-se Bandas de ndo foi realizada, em razéo da grande
método do lumindf, onde a peroxidase reage conyariabilidade entre todas a mostras dos animais, con-
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forme o referido por Frazer et al. (1996), Roncoletta congelabilidade do sémen. Jobim et al. (2002) ve-
et al. (1977) e Roncoletta et £1999. rificaram que esta proteina apresentou densidades

A Tabela 1 apresenta 0s pesos moleculares eo&tlcas significativamente superiores nas amostras de

aproximados das bandas protéicas de alto pe%Igsma ”semlnal Ade r'eprodutores de alta

molecular, médias e desvio padrdo das densida&gggelab"'dade de seémen, independentemente da sub-
6pticas das bandas observadas em 18 gg&péue a que pertenciam. Entretanto, quando se com-
bidimensionais de amostras de plasma seminal %rar,am amosltras de ;I)Iaﬁrna semmail de taurinos e
sete reprodutores taurinos e em 17 géis de amosﬁ’ggumos de alta congelabilidade de se.men, como no
de sete zebuinos de alta congelabilidade do sémeﬂf%sente frabalho, as amosiras de taurinos apresenta-

valores de p entre as espécies e entre 0s reprodutorraég'. as maliores dgn&dggles opticas. Em sua maioria,
os trabalhos que identificaram e relacionaram esta

Verifica-se, pela Tabela 1, que as trés proteinggyteina foram realizados em ragas taurinas, e na lite-

quantificadas, aquelas presentes em 100% das am@gjra consultada, ndo ha relatos de quantificaco da
tras, conforma ja referido anteriormente, apresenigsteopontina no plasma seminal de zebuinos.

ram pesos moleculares entre 55 e 195 kDa e pl entre N _ B
4,5a7,5, com densidade 6ptica média de 1,22 a 2,13.A banda 27 (66kDa, .p.l 5,4) foi |mun0|dent.|f|cada
utilizando-se o anticorpo

A banda 29 foi imunoidentificada como osteopontin:‘g,Omo | alblumlna,,f. N _ "
utilizando-se o anticorpo policlonal especifico, qugwnoc onal especitico, que nao reagiu com henhu-

n&o reagiu com nenhuma outra banda protéica ng_a ogtra banda protéica presente na amgstra ava.lia-
sente na amostra avaliada (Figura 3). Na comparacd .(Fl.gura 2). Nao fgram ob,se.rvadas variagoes sig-
entre sub-espécies, foi a Unica banda que apreserﬂgl‘fat'vas nas denS|daQes optlcas,desta band.a, ?n-
diferenca significativa (p<0,05), ocorrendo maior der{[e as amostra? de taurmos. € zebu.mos. As varlagogs
sidade 6ptica na amostras de reprodutores taurinos%%concentragao de albumlna} seminal foram. aS§OCI-
relacdo as amostras dos zebuinos. A osteopontingdélS em geral, com altt?ragoes' na egpermlogenese
uma glicoproteina acida, isolada da matriz 6ssea 6§_ZUMOSKI, 1956) e hlpoplasga. testicular (RO-
vina, cartilagens, pele fetal, cérebro, rins, ovério, at&HA 19_74) €os reprodgtorgs utll!zados no p.resen-
ro, bem como da urina, bile e leite bovinos (Kerr 4 experimento eram an'm_a's_ sadios, emAreg|me re-
al., 1991; Sorensen; Petersen, 1993). Esta proteinaﬂ‘B‘ar de coleta e ,comerC|aI|zagéo de. se~mer?. Ngs
localizada nas ampolas e vesiculas seminais, mas ﬁg?)ostras de zebuinos, ocorreram variagges indivi-

foi detectada no testiculo, epididimo, canal deferen%lfais significativas nas densidades opticas desta ban-

prostata e glandula bulbo uretrais, indicando quedg’ fato ndo observado nas de taurinos, que apresen-

proteina nao se ligaria ao espermatozoéide, ou te}"ﬂ’gam maior homogeneidade na expressao da prote-
apenas uma associagao transitoria com a membrdia I?oncoletta et al. (1_997) € Ronco.letta (1999),
espermatica (CANCEL et al.,1999). Em reprodutoré@mbem observaram maior homogeneidade no per-

taurinos, Killian et al. (1993), observaram que esfl} Proteico do plasma seminal nas amostras de plas-

proteina seria um dos marcadores de alta fertilidad&* seminal de reprodutores taurinos do que nas

existentes no plasma seminal. No entanto, Canceraé?osfras de,z.ebuinos. Este reSL,"tf"ldo fo.i atribuido a
al. (1999), consideraram que a relacdo ent§g|egao ggnetlca que a sub-espécie taurina vem sen-
osteopontina no plasma seminal e a fertilidade egr? submetida ao longo do tempo.

machos seria indireta, pela protecédo a infec¢cdes A banda 25 (195 kDa, pl 6,5-7,5) poderia ser con-
bacterianas (Brow et al., 1992) que a proteina propaieerada como globulina, tendo em vista que estas
cionaria na superficie das glandulas acessorias, defgprteinas sao referidas no plasma sangiineo com
minando entdo um efeito positivo na fertilidade. semelhantes pesos moleculares.

Recentemente, a osteopontina foi relacionada com
24
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Concluindo, pela analise eletroforéticalbuminado plasma seminal de reprodutores taurinos
bidimensional das proteinas de alto peso molecukzebuinos apresentaram uniformidade de expressao
de amostras de plasma seminal de reprodutoreseire as espécies. As concentracdes de osteopontina,
alta congelabilidade de sémen, das sub-espécatretanto, foram superiores (p<0,05) nas amostras
taurina e zebuina, verificou-se que existe ampla vde plasma seminal dos animais da sub-espécie
riagdo nas proteinas de pesos moleculares acimaalgina. Tendo em vista que os reprodutores eram
40 kDa, em ambas as espécies. Das trés bandassiderados como de alta congelabilidade do sé-
protéicas analisadas, foram imunoidentificadasraen, as variacées observadas podem também refle-
albumina e a osteopontina. As concentracdes tiepadrdes especificos de cada sub-espécie.

Tabela 1— Bandas protéicas analisadas, pesos moleculares (kDa) e pontos isoelétricos (pl) aproximados,

média (%) e desvio padrao das densidades Opticas das proteinas de alto peso molecular observadas em 1
géis bidimensionais de amostras de plasma seminal de sete reprodutores taurinos e em 17 géis de amostra
de sete zebuinos de alta congelabilidade do sémen, e valores de p entre as sub-espécies e entre o0s reprodutor

Banda Peso Taurinos Zebuinos
Protéica Molecular n=7 n=7 p™
kDa P Média Desvio p* Média Desvio p*
25 195 6,5-7,5 1,39 +0,23 0,506 1,45 +0,33 0,082 0,97
27 66 5,4 2,02 +0,28 0963 213 +058 0001 0,56
29 55 4,5 1,59 +050 0,491 1,22 +0,18 0,740 0,02

* Valor da probabilidade do teste de comparacéo entre reprodutores
** Valor da probabilidade do teste de comparacéo entre sub-espécies
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Figura 1 — Proteinas de alto peso molecular do plasma seminal bovin@DSePAGEa 8%, corado por azul de
Comassie. A seta superior indica a direcéo do gradiente de pH nao equiNERKGE) na primeira dimenséo. Os
marcadores de peso molecular e respectivos pesos estao colocados a direita do gel.
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Figura 2 —Imunoidentificacdo da albumina no plasma seminal bovino. Em A, a seta indica a posi¢do da proteina no
gel de poliacrilamida corado por azul de Comassie. Em B, autoradiografia, mostrando a imunodetec¢do com anticorpo
monoclonal anti-antialbumina.
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Figura 3 — Imunoidentificacdo de osteopontina no plasma seminal bovino. Em A, a seta indica a posi¢ao da proteina
no gel corado por azul de Comassie. Em B, autoradiografia, mostrando a imunodetec¢do com anticorpo policlonal
anti-osteopontina.

26

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 23, n. 1, p. 21-28, jan./jun. 2002



Imunoidentificacdo de albumina e osteopontina no plasma seminal de reprodutores taurinos e zebuinos

Agradecimentos tissues: widespread association with luminal epithelial
surfaces Molecullar Biology Cellullar,Coimbra, v.3,
Os autores agradecem a Empresa Lagoa da S¢ya69-1180, 1992.
SA, pelo fornecimento das amostras efinanciameaANCEL, A.M.: CHAPMAN, D.A., KILLIAN, G.J.

to parcial, ao Dr. Gary Killian do J.O. AlmquistOsteopontin localization in the holstein bull reproductive
Center- Pennsylvania State University-EUA, pelgfact.Biology of ReproductiorChampaign, v.60, p.454-
anticorpo anti-osteopontina e a FAPERGS (Fundégo’ 1999.

¢3o de Amparo a Pesquisa do Rio Grande do SUPPLEGIO BRASILEIRO DE REPRODUGAO ANI-

. ; . MAL . Manual para exame androlégico e avaliacdo de
elo financiamento do experimento. . : i
P P sémen animak.ed. Belo Horizonte: CBRA, 1998.

FLOWERS, W. L. Boar fertility and artificial
insemination. In: INTERNATIONAL PIG
VETERINARY SOCIETY CONGRESS, 15., 1998,
1Sigma;2Comassie Blue, Amersham Pharmaci&irmingham.Proceedings..Birmingham: International

Biotech do Brasil® “ Synth; Hewlett Packard; P9 Veterinary Society, 1998. p.45:52
"Packard Instruments, versdo 02.88ybond ECL, JOBIM, M. I. M.; OBERST, E. R.; SALBEGO, C. G. et

Amersham Pharmacia Biotech do Bragiftolico, al. AIbu.mlna e qsteopontlna - Protemas.c.io pIasmaAseml-
510Tris. A ham Ph i2 Biotech do B nal bovino relacionadas com a congelabilidade do sémen.
Nestlé;*Tris, Amersham Pharmacia Biotech do '8Revista Brasileira Reproducédo Anim8elo Horizonte,

sil; *NaCl, Synth??PVP 40, SigmaB2901, Sigma; v.26,n.4, p.296-305, 2002.

“PATCH 17353, Amersham Pharmacia Biotech dRerr j.M.: FISHER, L.W.: TERMINE, J.Det al. The
Brasil; "PATCH 150714, Amersham PharmaciaDNA clonig and RNA distribuition of bovine
Biotech do Brasill®Amersham Pharmacia BiotechosteopontinGene Amsterdam, v.108, p.237-243, 1991.

do Brasil;*” Omat, Kodak KILLIAN, G. J.; CHAPMAN, D. A.,, ROGOWSKI, L.
A. Fertility-associated proteins in Holstein bulls seminal
plasma.Biology of ReproductionChampaign, v.49,
Referéncias p.1202-1207, 1993.
AL-SOMAI, N.; VISHWANATH, R.; SHANNON, P, et ARSEN, L. B. ; RAVN, P.; BOISEN, A. et al. Primary
. : . structure of EPV20, a secretory glycoprotein containing
al. Low molecular weight components in bovine semen . .
. . s a previously uncharacterized type of dom&nropean
diffusate and their effects on maotility of bull sperm. ; .
. o Journal Biochemical,v.15, n.243, p.437-441, 1997.
Reproduction Fertility and Developmemelbourne, v.6,
p.165-171,1994. LARSON, B. L.; SALISBURY, G.W. The proteins of

ASHWORTH, P.J.C., HARRISON, R. A. P.: MILLER, bovine seminal plasma I. Preliminary and electrophoretics

N.G.A. et al Survival of ram spermatozoa at high dilution'Stmjles‘]oum"JII Biology Chemistry.206, n.2, p.741-749,
. X . 1954,

protective effect of simple constituents of culture media

as compared with seminal plasrReproduction Fertility LOWRY, O H.; ROSEBROUGH, WJ.; FARR, A. L. et

and Developmenty/ielbourne, v.6, p.173-180, 1994.  al. Protein measurement with folin phenol reagent.
BARRIOS, B.: PEREZ-PE, R.: GALLEGO, Met al. Journal Biology Chemistry.193, p.265-275, 1951.

Seminal plasma proteins revert the cold-shock damayygANJUNATH, P.; SAIRAM, M.R., UMA, J. Purification
on ram sperm membranBiology of Reproduction of four gelatin-binding proteins from bovine seminal plas-
Champaign, v.63, n.5, p.1531-1537, 2000. ma by affinity chromatographBioscience Reproduction,

BRANDON, C.I.; HEUSNER, G.L.; CAUDLE, ABet V7 M3 P-231-238, 1987.

al. Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresiIARTINS JUNIOR, A.; RAMOS, P.R.R.; SILVA, R.L.

of equine seminal plasma proteins and their correlatid®erfil eletroforético das proteinas do plasma seminal de
with fertility. TheriogenologyStoneham, v.52, p.863- touros de origem européia e zebuina. In: CONGRESSO
873,1999. BRASILEIRO REPRODUCAO ANIMAL, 11, 1995,
BROWN, L.F.: BERSE, B.: VAN DE WATER, L., et al. Belo Horizonte Anais....Belo Horizonte: Colégio Brasi-

Expression and distribution of osteopontin in humalnelro de Reprodugao Animal, 1995. p.272.

Fontes de Aquisicao

27

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 23, n. 1, p. 21-28, jan./jun. 2002



Oberst, E. R. et al.

28

NAUC, V.; MANJUNATH, P. Radioimmunoassay for bull a congelabilidade de sémen de tourd999. 109p. Dis-
seminal plasma proteins (BSP-A1/A2, BSP-A3, and BSRertacédo (Mestrado em Ciéncias Agrarias e Veterinarias)
30 kilodaltons), and their quantification in seminal plas- Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Univer-
ma and spernBiology of ReproductiorChampaign, v.63, sidade Estadual Paulista, Jaboticabal-SP, 1999.

p-1058-1066, 2000. RONCOLETTA, M.; FRANCHESCHINI, P. H.; de
O'FARREL, P. Z.; GOODMAN, H.M.; O'FARREL, P. LIMA, V. F. M. H. et al. Perfil em SDS-PAGE das prote-

H. High resolution of wo-dimensional electrophoresis ofnas do plasma seminal e sua relacdo com a
basic as well as acidic proteir@ell, Cambridge, v.12, congelabilidade do sémen de touros doadores da raca Gir.
p.1133-1142, 1977. Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal

PANGAWAKAR, G.R.. SHARMA, R.D., SINGH, R. ScienceSao Paulo, v.36, n.2, 1999. Disponivel ehitps/

) o . . o | .scielo.br>. Acesso em: abr. 2002.
Protein, sialic acid and zinc concentrationin the semmalwwwi
plasma of bulls in relation to freeability of sembrdian RONCOLETTA, M.; MORANI, E.S.C. ;

Veterinary Journal Madras, v.65, p.58-60,1988. FRANCHESCHINI, P. H. et al. Caracterizacdo da prote-

ROCHA, M. C.; GARCIA, O. S., FERREIRA NETO, " 26KDa do plasma seminal e sua relagdo com a
J.M. et al. Proteina total e seu fracionamentgonselaplllgadeu?:%é%n;en diltourAB:]uglgs chulgaz—g
eletroforético em plasma seminal de touros zebus cq Ooeterlnarla Porto Alegre, v.28, n.1, p.323,
alterag@es reprodutiva8rquivos da Escola de Veterina- '

ria da Universidade Federal de Minas Geraselo Ho- SORENSEN, E. S., PETERSEN, T. E. Purification and
rizonte, v.26, n.2, p.223-233, 1974. characterization of three proteins isolated from the

RODNIGHT. R.* ZAMANI. R.. TWEEDALE. A. An proteose peptone fraction of bovine milkurnal of Dairy

investigation of the experimental conditions for studyingqueseamhCamb”dge’ v-60, p.189-197, 1993.

phosphorylation in micro-slices of rat brain by two-SZUMOWSKI, P. Quelques resultats de I' examen
dimensional electrophoresidournal of Neuroscience éclectrophorétique des protéines du plasma seminal de
Methods,Amsterdam, v.24, p.27-48, 1988. taureau. In: INTERNATIONAL CONGRESS OF ANI-
RONCOLETTA, M.: FRANCHESCHINI, P. H.: de l\PArﬁcI:_eed?nEzR(C)aDrrLlchr:iglgNl,%Sé, 1935722C""mb”dge'
LIMA et al. Perfil em SDS-PAGE das proteinas do plas- gs... 9e, - P '
ma seminal e sua relacdo com a congelabilidade do 3®WBIN, H.; STAEHELIN, T.; GORDON, J.
men de touros zebuindss VeterinariaJaboticabal, v.13, Electroforetic transfer of proteins from polyacrilamide
n.2, p.135-140, 1997. gels to nitrocellulose sheets: Procedures and some
RONCOLETTA, M. Perfil em SDS-PAGE das proteinasappl|cat|onsProcesses Academic Sciened6, p.4350-

. X . 4354, 1979.
de espermatozoides e plasma seminal relacionados com

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 23, n. 1, p. 21-28, jan./jun. 2002



