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RESUMO

Este trabalho teve por abjetiva compargr o wso do dilwidor citrato de sddioscema estéril por pré-filtragdo com o mes-
wier diluidor preporado de forma convencional isto & sem a fTltrapdo na fecundidade de fémeas bovings, Para tanto wiflizou-se
sémen de doiy reprodutares da ragca Nelore de 5 ¢ U anos de idade, respectivamente. Foram criopreservados 4.000 doses de
cadae animal, sebdivididas nos dofs diluidores, e se proceden & Inseminacds de 4.007 fémeas alegtoriamenie com sémen em
diluidor pre-filtrado e ndo filtrado. Ao diagnastico de gestaedo (45/60 dias) obtevese 79,9% de prenhez. No entanto, sepa-
randeo-se 05 dois lotes de fémeas, observou-se wma frequéneia maior {82,8%) de gestantes inseminadas com sémen em diluidor
extéril do gue nas com dilwidor ndo estéril [ 77%), Apesar de ndo haver diferenpa estativtica entre o mimere de fémeas insermi-
radas com um on ouire dilwidor, bem come em propriedades diferentes, howve diferenga estatisticamente significaliva enlre

o witmera de gestacies ¢ o Hpo de diliidor, mostrando ser o diluidor pré-filtrado mais eficiente,

PALAVRAS-CHAVE: Sémen; Diluidor; Citrato-pema; Inseminagdo Artificial,

1 — INTRODUCAD

A maioria das Centrais de Inseminagio Artificial no
Brasil, Estados Unidos e Europa,. vtilizam diluidores para
sémen 4 base de citrato de sdédio-gemaa (Mies Filho, 1982).
0 mesmo ¢ preparado com dgua bidestilada efou deioniza-
da, glicerol estéril, antibidticos e pema de ovo. Diluidor
preparado desta maneira, apesar dos cuidados na sua
manipulacdo, nfo & estéril. N#o =0 a dgua, apesar de bi-
destilada efou deionizada, nio & estérl, como também o
maior contaminante & a gema do ovo da galinha. Apesar de
se usar ovos [rescos (preferentemente do dia) sabe-se que
nos mesmos hd nivel de contaminagfo por bactérias (He-
trick, Bottino, apud July et al, 1971 ¢ Hafez, 1982}, mesmo
em ovos provenientes de granjas onde o controle sanitdrio
apresente alto grau de eficiéncia. Este diluidor pode veicular
microorganismos a0 sistema genital feminino que irfo
dificultar a fecundagio. No entanto, apds o preparo do
diluidor, podese submetélo 3 pré-filtragiio a vicuo em
membrana S2itz com poros de didmetro conhecido, reten-
do-s¢ particulas acima do mesmo, como por exemplo
hactérias.

2 — REVISAQ BIBLIOGRAFICA

Bratton et al (1949}, atilizando vdrios tipos de
diluidores para sfmen boving resfriado e baseados no nfo
retorno a0 cio acs 60790 dias apds a inseminagio, conclui-
ram que o citzato-gema com sulfamidas foi o mais eficiente.

Almquist et al (1954), utilizando trés tipos de diluidores,
entre cles o cifrato-gema, ndo observaram diferengas estatis-
ticamente significativas no nimero de prenheses rasultantes.
Almquist & Wickershan (1962}, ao analisarem os resultados
de 4 547 primeiras inseminacdes em vacas, ndo encontraram
diferencas significativas entre diluidores citratopema e 3
base de leite.

Mo Brasil, viros experimentos foram concluidos
sobre indices de fertilidade na inseminagdc artificial,
podendo-se destacar os estudos de Norte (1976), no Estado
de Minas Gerais, onde foram inseminadas 3.734 ({émeas,
obtendo-se um indice de 79,8% (2.953 gestaciies), sem no
entanto afirmar o tipo de diluidor vtilizado. Vilela Barbosa
(1976) relatando trabalhos de inseminagdo artificial no Es-
tado de Pernambuco, afirma que um total de 1.001 vacas
inseminadas obteve o coeliciente de fertilidade de 76.6%,
utilizando até 3 inseminagdes.

Fonseca et al (1921), utilizando sémen de trés tou-
03, inseminaram 78 ffmeas, obtendo resultados diversifi-
cados, de 62,6% a 81,1% de fertilidade, quando se levon em
conta padries de qualidads do sémen.

Passos et al (1985) com o objelivo de estabelecer o
melhor momento para a inseminagdo artificial, obtiveram
pm indice de fertilidade de 656, 7%.

Hetriek Jr (1971 apud July et al, 1971) conclui gue
hd 14% a 100% de contaminagio dos oves das galinhas logo
apds a postura. Esta contaminacZo se di pelos mais diversos
tipos de bactérias. Bottino (1971 apud July et al 1971}
afirma ser a infecg@o do saco da gema por Escherichia coli a
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mais constante. July et al (1971} concluiram que se wma
galinha for portadora de infecgdo ovariana por Salmonelia,
de 60% a T0% dos seus ovos também estarfo contaminados.

Coelho et al (1976) estudando contaminagdes de
sémen diluido e refrigerado, abservaram o nimero de ger-
mes vidveis de zero a 46 300 microorganismos prescntes nas
amostras analisadas, encontrando of mais variados tipos de
agentes,

Hafes (1982) preconiza que além dos cuidados espe-
ciais de assepsia no preparo dos diluidores se deve usar anti-
higticos para inihir o crescimento bacteriano, Preconiza
também que os ovos a serem utilizados sejam previamente
inspecionado: e que sejam procedentes de granjas isentas de
doengas.

Mies Filho (1932) afirma que a adigdo de antibidti-
cos ao meio diluidor inibe o desenvolvimento da flora pre-
pucial colhida junto ao sémen no momento da ejaculagio,
Mies Filho (1989) relata que o sémen diluide ¢ congelado
em citrato-pema, apds o teste de termoresisténcia rdpida
{TTR), fai superior acs demais diluidares, concluindo por
um maior grau de degradagfo espemmdtica quando estes di-
Taidores 8o utilizados.

Com a finalidade de testar a eficidéncia do diluidor
citrato sddic-gema pré-filtrado ou ndo na criopreseovacio
de stmen boving fod realizado este projeto, pois os dades
da literatura indicam ser este o dilwidor conhecide mais
utilizade pelas centrais de inseminacio, bem como aguele
que melhores resultados apresenta.

3 — MATERIAL E METODOS

Foram utilizados sémen de dois reprodutores Prros de
Origem {PO) da raca MNelore, com idade de 05 ¢ 09 anos,
ambos criados em regime de semi-estabolagio.

De cada reprodutor foram colhidos, criopreserva-
dos e armazenadas 4.000 doses de sémen em palhetas fran-
cesas de 0,3 ml Utilizou-se a eletrogjaculagio como meto-
dologia para a ohtengfo de sémen.

Apos cada colheita proceden-se 2 avaliagfo da mobi-
lidade, vigor espermdtico, porcentagem de espermatiedides
vivos (coloragdo pds-vital de Blom, 1950), pH, concentra-
gio ¢ wolume, mantendo-se o s8men em banho maria a
35°C.

D cada colheita, o volume obtido (ol dividido em
duas porgdes iguais e se acrescentou o diluidor preconizado
por Salishbury (1941), modificado por Polge, et al (1949). A
primeira fragfo do sémen (I) acrescentou-se o diluidor citra-
to sddic-gema estéril por fillragdo & vicuo em filtro Seitz,
tipo EKS, com 14 cm de didgmetro e 0.5 micrdmetros de po-
rosidade, ¢ a sepunda (11} acrescentou-se o mesmo diluidor,
processado de forma convencional, porém ndo estéril. A
concentragfo espermdtica das fracdes [ e 11 seguiv a cons-
tante de 50 x 10% espermatozdides vidveis por dose. Apds o
pericdo de resfriamento, o sémen com o diluidor 1 foi enva-
sade e congelado em vapor de nitrogénio liquido. [pual pro-
cedimento foi realizado com a fragio com o diluidor TL

Efetvada z criopreservacfio o sémen fol utilizado em
02 propriedades criadoras de Bovines da raga Melore e efe-
tuada sua aplicagiio em dose dnica, inseminando-se alterna-
damente com as fragies | e Il e identificando-se o animal
inserninado.

As fémeas utilizadas no experimento favem parte de
um rebanho com sanidade contreladd, com vacinagdes de
praxe ¢ vermifugacdes periddicas ¢ mineralizacio adequada,

criadas em pastagens artificial de Brachiaria Brizantha e Es-
trela Africana Variedade Roxa, Todas as fémeas tinham pa-
rido na estagdo anterior, portanto consideradas férteis. Para
detecgdo do Estro usou-se rufidies com desvio lateral de pre-
piicio ¢ penis. As inseminacoes artificiais foram realizadas
na primavera, verdo e parte do outono {(até 15 de maio),
Numa das propriedades utilizou-se um rebanho de 700 ma-
trizes da raga Nelore, registradas (PO) e a outra, pertencente
a0 mesmo proprictirio, contava com um rebhanhao de aproxi.
madamente 12.000 fémeas, sendo utilizadas no experimen-
to 3.307 matrizes Aneloradas.

Aoz 4560 dizs apds a inseminagio se fer o dizgndsti-
co de prenhez por palpagio retal nas fémeas, que ndo apre-
sentaram estro subsequente a inseminagio,

A cada partida de sémen congelado, fez-se sua avalia-
cIo e procedeu-se a teste de dermoresisténeia rdpida (TTR),
conforme preconizada por Mies Filho (1982}, sendo libera-
das zpenas as partidas com mobilidade de 20% ou mais ¢
vigor acima de 02,

4 — RESULTADOS

Mo perfodo compreendido entre janeiro de 1986 2
overciro de 959 foram inseminzdas 4 007 fémeas, sendo
2010 com diluider T (estérily e 1,997 com diluidor 11 {nio
estéril). Do tofal de 4007 ventres inseminados diagnosti-
cou-se 3.205 (79.9%) pestacdes, sendo 1.666 por sémen
com diluidar [ e 1359 por diluidor 1 {Tab_ 1)

TABELA 1 — INSEMINACOES REALIZADAS E
FREQUENCIAS DE GESTACOES COM OS
DILUIDORES [ E 1L

Diluidores N de Prenhes

Porcentagem
Inseminacdes Positiva g &
1 2010 Letets) B8,
[T | ey 1539 77,0
TOTAL 4007 3205
Média s
Ceaal 4007 3205 0

Mg teste de Qui-quadrado ndo houve diferenga esta-
tistica entre a quantidade de fémeas inseminadas com of
diluidores T e II. A diferenca encontrada entre 2 frequéncia
de prenhez entre o3 dois diluidores € estatisticamente signi-
ficativa (x* =22.0: P <0013,

TABELA 2 — INSEMINACQOES ARTIFICIAIS
REALIZADAS POR FAZENDA

I*I-. dL. Inzeminacdas  Inseminadas Piicenitagen
animais Dleidor T Diluidor 11
Fazenda A TO0 372 %8 17,5+
Faxend: B 3300 1.638 1.66% B2.5
TOTAL £ 0T 2014 19497 L0,

A tabela 2 indica o namero de matrizes inzeminadas
artiticialmente, ndo havendo diferencas estatisticas entre as
imseminadas com diluidor Te IT, para ambas as fazendas.
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TABELA 3 — INDICE DE FECUNDIDADE POR REFRODUTOR E FOR FAZENDA

Reprodutor FAZENDA A FAZENDA B TOTAL
Diluidor | Diluidor 11 Dilaidor I Diluidor 11

Com 5 anos 150 127 G73 H32 | 582

Com 9 anos 151 128 G922 652 1.623

TOTAL 301 255 1.3a5 1.284

TOTAL GEEAL S5 2649 3.205

A tabela 3 mostra o ndmero de gestagdes ocorridas
com o wso dos diluidores T e 1T, indicando que o fator repro-
dutor foi igual em ambas as fazendas, ndo havendo diferen-
cas estatisiicas,

5§ — DISCUSSAO

A produgdo animal passa na atualidade por um incre-
mento tecnolégico de grandes proporgdes. Metodologias
{inseminagdo artificial, saperovulagio, transferéncia de em-
hrifies ¢ micromanipulagio) estdo sendo colocadas 2 dispo-
sicio da bovinocultura procurando-se obter maior produti-
vidade, Um dos métodos mais eficazes ¢ de grande poder
de propagagio de pendtipos é o da Inseminagic Artificial.
Este métode muito jd4 contribui ¢ ainda contribuird para a
melhoria genética do plantel bovino brasileiro. Por isso se
few mister seu incremento metodeldgico, buscando maxi-
mizar a criopreservagio de sémen.

Bration ot al {1949), ac inseminarem 1924 fémeas
com sémen resfriade, cbtiveram 36,3% de nio retorno ao
cio aos 6090 dias. Neste trabalho foram inseminadas
4007 wventres e se obteve 3205 (799%) de gestagdes no
mesmo periodo. Evidentemente hi uma diferenga signi-
ficativa entre estes dois trabalhos, refletindo uma melho-
fia acentuada nas técnicas de inseminagio artificial efou
criopreservacdo do sémen,

Os resultados de prenhex apds inseminacdo artifi-
cial obtidos por Almquist et al (1954), Salisbury (1957),
Almquist ¢ Wickershan (1962} e Passos et al (1985), com
porcentagens de 668 (2.674 inseminagBes). 684 (4.8369

inseminaces), 69.7 (4.547 inseminagiies) e 66,7% (230
inseminagdes), respectivamente, também ficaram abaixo
dos obtidos no presente trabalho, tanto para o diluidor nio
estéril (77%) como para estéril (82,8%).

Os indices de fertilidade referidos por Norte (1976) ¢
Vilela Barbosa (1976), de 79,8% (2.953 gestagtes por inse-
minagfo) e 76,6 (1.001 gestagdes por inseminagdo), respec-
tivamente, sdo semelhantes aos 79,9 (média geral) obtido
no presente experimento, porém abaixo dos 82.8% de pes-
tacdes com diluidor pré-filtrado.

Ti o resultados de Fonseca et al (19810, de B1,1% de
fertilidade com sémen de alto padrfio se aproxima dos
#2 8% do presente experimento.

Estas diferengas sio resultantes de imimeras varidvels,
entre as quais se podem citar: qualificagio mais adequada
do pessoal que realiza a inseminagio; incrementa de Lécnl-
cas, materiais & equiparnentos, preparoe das doses para crio-
preservagdo do sémen, etc. MNeste dltimo ftem € que tam-
bém se inclui, o fata de o diluidor ser pré filtrado ou ndo,
o que parace ser verdadeiro com os dados da atual pesquisa.

6 — CONCLUSAQ

Ap6ds avaliagdes efetuadas conchui-se que:
— 0 uso do diluider pré-filtrado aumenta a eficiéncia do sé-
men na inseminagfo artificial,
— Aumenta a fecundidade por inseminagio artificial.
-Proporciona uma melhor visualizagdo do espermatozdide
apds a adigdo do diluente.

BASILE, B.H.; WALDRIGUES, A. — Sodium citrate-yolk sterilezed by fltration diluter in bovine semen criopreservation.

SUMMARY

Sadium citrate-epg volk is the usual diluent used for frozen bovine sermen. The objelive af thiz work was [o compare
the diluent prepared wsing steril sodiwm citrate-cgg yolk, one obtained by filtration and the other non filrered. Serten from
two Nelore bulls, 5 and 9 vears old, were used. Four thousand doses from each aninmal, subdivided into the two dilrents were
wsed. Four “housand snd seven females were fmseminated at randon with the steril and non steril diluents. Pregnancy diaghosis
(45-60 days after insemination) resulted 79, 9% positive tests. With the steril dilured semen a higher positive frequency was
obtained — 82 8% . Whereas with the non steril diluted semen, the frequancy obtained was 77,0%. Although there was no
significant difference berween the number of females inseminated with the two different diluled semen, and i wo farms,

there was a significant difference between positive pregnancy and the type of diluent used, showing thar the steril dituted
senen was wrove offeciive,

KEY-WORDS: Semen: Diluent; Sodivm citrate-cgg yolk; Artificial insemination.
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