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Efeito de Diferentes Concentr acdes Esper maticas sobre a Fertilidade de Eguas
I nseminadas com Sémen Equino Diluido, Resfriado a 20°C e Transportado

Giovanni Ribeiro de Carvalho?, José Monteiro da Silva Filho2, Marcos Chalhoub Coelho
Lima3, Henrique Nunes Oliveira?, Maristela Silveira Palhares?

RESUMO - Cento eum ciclos estrais de 92 fémeas equiinas daraga Mangal arga Marchador foram analisados para estudar o efeito
de diferentes concentragdes espermati cas sobre diferentes caracteristicas reprodutivas. As éguas foram inseminadas com sémen diluido
resfriado a 20°C e transportado: T1 - concentracdes menores que 250 milhdes de espermatozdides vidveis (177,58 + 41,74 x 10°); T2 -
concentragdes entre 250 e 350 milhdes (315,51 + 20,78 x 10°); e T3 - concentrages maiores que 350 milhdes (477,71 + 136,83 x 106). As
taxasde concepgdo ao primeiro ciclo foram de 43,75 (7/16); 57,89 (11/19); e 54,55% (18/33) paraostratamentos 1, 2 e 3, respectivamente.
Apéscinco ciclos, astaxas de concepgéo foram, namesmaordem, 36,00 (9/25); 44,12 (15/34); e54,76% (23/42). Concentragdesde 177,58
+ 41,74 x 10° espermatozéides viaveis por dose inseminante suportaram indices de fertilidade razoaveis em um programa comercial
usando sémen resfriado e transportado.
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Effect of Different Spermatic Concentration on the Fertility of Inseminated M ares
with Diluted Equine Semen, Cooled at 20°C and Transported

ABSTRACT - One hundred and one estral cycles of 92 Mangalarga Marchador breed mares were analyzed to study the effect of
different spermatic concentrations on different reproductive characteristics. The mareswereinseminated with dil uted equine semen, cooled at 20°C
andtransported: T1.- concentrationsbel ow 250x 106 (177.58+ 41.74 x 108 viablespermatozoaper inseminatedose), T2 - concentrationsbetween 250
and 350 108 sptz(315.51+ 20.78x 10%), and T3- concentrationsabove350x 108 sptz (477.71+ 136.83x108). Theconceptionratesinthefirstcyclewere
43.75(7/16),57.89(11/19) and 54.55% (18/33) for treatments 1, 2 and 3, respectively. After fivecycles, theconceptionrateswere 36.00 (9/25), 44.12
(15/34) and 54.76% (23/42) for treatments 1, 2and 3, respectively. Concentrationsof 177.58 + 41,74 x 106 viablespermatozoaper inseminatedosehad
moderatefertility index inacommercia program using cooled and transported semen.
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Introducéo fertilidade de éguas sub-fértei sinseminadas com 100

ou 500 x 10P espermatozoides vidveis por dose

O numero recomendado de espermatozdides vié
veis por doseinseminante variade 100 x 106 (DEMICK
et d., 1976) a 500 x 10° (PICKETT et al., 1987,
TISCHNER, 1988). Entretanto, poucos trabalhos com-
pararam a influéncia de diferentes nimeros de
espermatozoides por dose inseminante sobre afertilida:
de de éguas inseminadas. Nestes experimentos, foram
utilizados sémen in natura (PICKETT et al., 1975;
PALMER, 1984), diluido a fresco (PICKETT et dl.,
1975; DEMICK etd.,1976; SILVA FILHOetd.,1993;
VILARIM et d., 1993), resfriado a5°C (DEMICK et dl.,
1976; WITTE, 1989) ea10°C (DEMICK et d., 1976).

PICKETT et a. (1975), quando compararam a
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inseminante, com sémenin natura, observaram que
0 numero de espermatozoides, dentro do intervalo
apresentado, ndo influenciou a fertilidade.
DEMICK et al. (1976), ao estudarem o efeito do
numero de espermatozdides sobre a fertilidade de 72
éguas inseminadas, concluiram que, aparentemente,
ndo houve diminuicdo da fertilidade, em éguas
inseminadas com sémen de garanhdes férteis e com
concentracdo de 100x10° espermatozdides moveis.
A fertilidade de éguasinseminadas com sémenin
natura, com 200x10° ou 400x10° espermatozoides
moveis por dose inseminante, foi comparada por
PALMER (1984). Nesse trabalho néo se observou
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diferencanafertilidade por ciclos, quefoi, respectiva-
mente, de 48 (n=122) e 45% (n=152).

WITTE (1989), ao avaliar a influéncia da dose
inseminante sobre o resultado de concepc¢do, ndo
observou diferencas entre os tratamentos. As con-
centragbes totais de espermatozoides por dose
inseminante foram: concentragdes menores que 250,
entre 250 a 300, 300 a 350, 350 a 500 e maiores que
500x10° espermatozoides.

Na tentativa de determinar a quantidade minima
de espermatozdides por dose inseminante necessaria
para obtencdo de maior indice concepcdo/ciclo, na
producdo de muares, VILARIM et al. (1993) utiliza-
ram sémen de apenas um jumento da raca Péga,
diluido no meio de minima contaminagdo. As éguas
inseminadas com 50 e 100x10° espermatozdides tive-
ram menor fertilidade por ciclo (P<0,05) que éguas
inseminadas com 200, 400 ou 600x 108 espermatozdides.
Com base nesses dados, esses autores acreditam que o
nimero minimo de espermatozGides necessarios por
dose inseminante, sem detrimento da fertilidade, esteja
proximo de 200 milhdes.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de
diferentes concentragdes esperméticas sobre aferti-
lidade de éguas inseminadas com sémen diluido,
resfriado a 20°C e transportado.

M aterial e M étodos

Este trabalho foi desenvolvido em dois haras
(haras 1 e haras 2), distantes 15 km um do outro.
Foramacompanhadas92 fémeasdaracaM angalarga
Marchador, pertencentesadiferentesordensde partoe
categorias reprodutivas (potras, éguas solteiras e éguas
com potro ao pé), inseminadas por até cinco ciclos,
perfazendoumtotal de101 ciclosestraisavaliados. Para
as inseminagdes, utilizou-se sémen de apenas um
garanhdo defertilidade conhecida, daragaMangaarga
Marchador, colhido por 118 vezes no haras 1 durante o
periodo experimental . Aséguasforaminseminadascom
0 sémen diluido no diluidor de lactose gema de ovo
(NAGASE e NIWA, 1964) modificado por SILVA
FILHO et a. (1987), resfriado a 20°C e transportado
parao haras 2 no contéiner MSP-2 (SILVA FILHO et
a., 1991), desenvolvido para permitir o resfriamento
gradua do sémen diluido durante o transporte.

Paraaandlise do efeito de diferentes nimeros de
espermatozoides sobre afertilidade, agruparam-se os
dados em trés diferentes grupos de concentractes
espermaticas: T1 - nUmero de espermatozoides via-

veis por dose inseminante menor que 250x10° (n=25
ciclos); T2 - nUmero de espermatozdéides viaveis por
dose inseminante entre 250 e 350x10° (n=34 ciclos);
e T3 - nimero de espermatozoides viaveis por dose
inseminante acima de 350x10° (n=42 ciclos).

Aséguasforamrufiadasindividua menteepal padas
detrésemtrésdiasatéoiniciodo cio e, ou, napresenca
de um foliculo de diametro de 25 a 30 mm em um dos
ovarios, quando os procedimentos se tornaram diarios,
até aovulacdo. Asinseminactes foram realizadas com
volumes variados de sémen, dependendo do nimero de
€éguas a serem inseminadas por dia, por viaintravagina
profunda, a cada 48 horas, a partir da deteccéo de um
foliculo com 30 a35 mm dediametro em um dosovarios,
até a ovulagdo. Os diagnoésticos de gestagdo foram
realizados a partir do 172 dia apés a ovulagdo e
acompanhados até o 602 dia de gestacao.

O sémen foi colhido no haras 1 por intermédio de
uma vagina artificial modelo Hannover, onde foi
realizado aavaliagdo dosejacul ados segundo FONSE-
CA et d. (1992). Dentro de um periodo de 10 minutos
apos a colheita, o gaculado foi diluido na proporcéo de
1:1 com o diluidor, atemperatura de 37°C, eacondicio-
nado em mamadeiras plésticas de 50 mL. Neste mo-
mento, o contéiner de transporte foi gustado para o
resfriamento do sémen adicionando-se &guaegelopara
obter a temperatura N0 momento da inseminagéo de
20°C no haras 2 (CARVALHO et al., 1997).

Os dados proporcionais (taxa de concepgéo, Ci-
clo/prenhez e prenhez/ciclo) foram analisados pela
tabela de contingéncia (Qui-quadrado). As taxas de
concepcao também foram analisadas por andlise de
variancia, na tentativa de se detectarem pequenas
diferencas entre os tratamentos. Tal procedimento
foi possivel adotando-se um sistemade pontos utiliza-
dos por VOSS et a. (1975), segundo o qual as éguas
gue conceberam no primeiro ciclo receberam 10
pontos; no segundo ciclo, 8 pontos; no terceiro ciclo,
6 pontos; no quarto ciclo, 4 pontos, no quinto ciclo, 2
pontos, e zero pontos para as que ndo conceberam.
ApGs aadogdo dos pontos, foram obtidas médias deno-
minadas de eficiéncia de prenhez (SAS, 1985). As
comparagoes entre os tratamentos, no que serefere as
varidveis ciclos/égua, ciclo/égua gestante, nimero de
inseminagdes artificiais (IA)/ciclo, nimero de 1A/ciclo
gestante, nimero de IA/ciclo vazio, volume de sémen/
dose inseminante, nimero tota de espermatozdides/
doseinseminante etempo médio dacolheitaal A, foram
realizadas pela andlise de variancia, sendo as medias
comparadas pelo teste “t” de Student (SAS, 1985).
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Resultados e Discussao

Os resultados das taxas de concepgéo e dos
diferentes parametros reprodutivos analisados estdo
apresentados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

De acordo com os dados apresentadosna Tabela l,
as taxas de concepcdo ao primeiro ciclo e concepcao/
ciclo ap6s quatro ciclos ndo foram influenciadas pelos
tratamentos utilizados.

De igual forma, os seguintes parametros
reprodutivos, apresentados na Tabela 2, ndo foram
influenciados pelos tratamentos: ciclos/égua, ciclos/
égua prenhe, ciclog/prenhez, prenhez/ciclo, nimero
de IA/ciclo, nimero de IA/ciclo prenhe, nimero de
IA/ciclo vazio, tempo médio da colheita a IA e
eficiéncia de prenhez. Entretanto, observaram-se
diferencas (P<0,05) com relacéo ao nimero médio de
espermatozdéides por tratamento, ao volume de sé-
men, ao volume de diluidor, a0 volume total e a
temperatura da agua no haras 1.

N&o foram encontrados na literatura relatos a
respeito da comparacéo de diferentes nimeros de
espermatozoides, quando se utilizasémen resfriado a
20°C ou sémen transportado.

Trabalhos encontrados na literatura a respeito de
diferentes niumeros de espermatozdides/dose
inseminante em éguas avaliaram apenas taxas de
concepcao total, ndo mencionando outros parametros.
Além disso, as diferentes metodologias utilizadas
dificultam acomparagdo entre os dados desta andlise
e os da literatura.

Neste experimento, as taxas de concepgdo ao
primeiro ciclo foram numericamente superiores as
encontradas por PICKETT et a. (1975), quando
trabalharam com éguas sub-férteis com numero de
espermatozoides viveis de 100 ou 500x10P.
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PICKETT et a. (1975), quando compararam a
taxade prenhez ao primeiro ciclo de éguasinseminadas
com sémen diluido em TRIS a 2,4%, com dose
inseminante de 100 ou 500 x 10° espermatozoides,
obtiveram valores menores aos encontrados neste ex-
perimento. Além disso, verificou-se efeito aditivo deum
diluidor & base de TRIS a 2,4% e do nimero de
espermatozéides. Jacom autilizacdo de sémen afresco
sem diluigdo, com nimero total de espermatozdides de
500 x 10°, os valores foram ligeiramente superiores
(61,1%) aos encontrados neste trabal ho.

As taxas de concepgéo ao primeiro ciclo, em
relacdo aos diferentes nimeros de espermatozoides
por dose inseminante obtidas neste trabalho, foram
ligeiramente superiores asencontradaspor PALMER
(1984), quando comparou nimero de espermatozéides
vidveis por doseinseminante de 200 e 400 x 10° (48%
versus 45%).

Os dados agrupados por PICKETT et al. (1987)
apresentaram taxas de fertilidade ao primeiro ciclo
semelhantes as deste experimento. Para as éguas
inseminadas com 100x10° espermatozdidesviaveis, a
fertilidade foi de 40,6% e para éguas inseminadas
com 500x10P, 54,5%.

SILVA FILHO et a. (1993) obtiveram taxa de
concepgao ao primeiro ciclo um pouco acimadasencon-
tradas neste experimento, quando utilizaram ndmero
total deespermatozdidesviaveisde200e400x 106 (66,7
versus65,52%), emborautilizassem sémenafrescodiluido.

VILARIM et al. (1993), utilizando sémen dejumen-
to parainseminar éguas, obtiveramfertilidadeao primei-
rociclodeapenas20%, napresencadedoseinseminante
de 100x 106 espermatozdides, emrelagdo ade51,6%, a0
utilizarem nimero de espermatozlides viaveis de
200 x 106 (P<0,05). A taxa de concepGao no primeiro
ciclo neste experimento, para o grupo de nimero de

Tabela 1 - Taxade concepcao por ciclo estral de éguasinseminadas com sémen diluido, resfriado a 20°C etransportadocom
diferentes numeros de espermatozdides viaveis por dose inseminante

Table 1 - Conception rates from mares inseminated with semen diluted, cooled to 20°C and transported with different numbers of the viable
spermatozoa
Tratamento
Treatment

N2 sptz < 250 x 106(1) N2 sptz 250-350 x 10° N2 sptz > 350 x 106
Ciclo NQ ciclos  Concepcdo (%) NQ ciclos Concepcéo (%) NT ciclos Concepcao (%)
Cyce N.cycles Conception N.cycles Conception N.cycles Conception
1 16(7)2 43,75 19(11) 57,89 33(18) 54,55
2 8(2) 25,00 10(2) 20,00 5(4) 80,00
3 1(0) 0,00 4(2) 50,00 A1) 25,00
4 - - 1(1) 100,00 - -
Total 25(9) 36,00 34(15) 4412 42(23) 54,76

LI'N@ sptz refere-se ao nimero de espermatozdides Viaveis (N. sptz refers to the numbers of viable spermatozoa).
NUmeros entre parénteses referem-se as éguas gestantes (Numbers in parenthesis refer to the pregnant mares).
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Tabela 2 - Influéncia de inseminac¢6es com diferentes concentracdes de espermatozoéides viaveis por dose
inseminante, sobre algumas caracteristicas reprodutivas

Table 2 - Influence of the insemination with different concentrations of viable spermatozoa, on some reproductive traits
Item Tratamento
Treatment

N2 gptz < 250 x 10°() NQ sptz 250-350x 108 N2 sptz >350x 10°
NuUmero de éguas 22 31 39
Number of mares
NUmero de ciclos 25 A 42
Number of cycles
Ciclos/égua 140+0,73 1,64+0,56 1,33+0,70
Cyclessmares
Ciclos/égua gestante 1,22+0,67 1,40+ 0,62 1,26+ 0,45
Cycles/pregnantmares
Ciclog/prenhez 2,78 (25/9) 2,27 (34/15) 1,87 (42/23)
Cycle/gestation
Prenhez/ciclo 0,36 0,44 053
Gestation/cycle
NuUmero de IA/ciclo 1,92+0,88 1,97+0,85 2,33+1,15
Number of Al/cycle
Numero de IA/ciclo gestante 167+0,88 1,87+£0,72 256+ 1,26
Number of Al/pregnant cycle
NUmero de IA/ciclo vazio 2,06+ 0,89 2,05+ 0,99 2,05+ 0,97
Number of Al/nonpregnant cycle
Volume de samen (mL) 8,79+ 2,178 7,78+ 1,992 9,11+217P
Semenvolume
Volume do diluidor (mL) 8,93+ 2,07 8,29+ 1,692 9,41+ 1,450
Extender volume
Volume inseminante (mL) 17,72+ 4,20 16,07 + 3,472 18,52 + 3,370
Inseminant dose
Temp. da &gua haras 1 €C) 26,28 + 1,88° 27,74 + 1,442 26,19 + 2,25P
Water temperaturefarmi
Temp. da &gua haras 2 CC) 1944 + 1,22 19,74+ 1,30 19,62 + 0,86
Water temperaturefarm?2
Temp. sémen haras 2 €C) 19,74 + 1,16 20,03+ 1,16 20,13+ 0,84
Sementemperaturefarm?2
NQ sptz vidveisdose (x10°) 177,58 £ 41,742 315,51 + 20,78° 477,71 + 136,83
Number viablesptz/dose
Tempo de colheta a IA (min) 62,04 + 14,32 66,38 + 14,48 69,10+ 16,41
Interval fromsemencollectiontoAl
Eficiéncia de prenhez 344 4,06 519

Pregnancyefficiency

IN2 sptz refere-se ao nimero de espermatozéides viaveis (N2 sptz refer to the number of viable spermatozoa).
Médias na linha seguidas por letras diferentes sao diferentes (P<0,05) (Means within a row followed by different letters are different

(P<.05)).

espermatozdides viaveis por dose inseminante inferio-
res a 250x106 (média de 177,58 x 109), foi de 36%,
proximo ao vaor obtido por esses autores. Além disso,
guando se aumentou o nimero de espermatozoides por
dose inseminante nestes dois experimentos, ndo houve
incremento da taxa de concepco, a partir de 100 x 106
e 177,58 x 10° respectivamente.

As taxas de concepgéo por ciclo, na presente
andlise, para os trés tratamentos, foram proximas as
obtidas por PICKETT et a. (1975), que utilizaram
doses inseminantes de 100 ou 500 milhdes de
espermatozdides vidvels, demonstrando que os dife-
rentes nimeros de espermatozéides ndo influencia-

ram afertilidade. Entretanto, ao compararem ataxa
de concepcdo por ciclo, apdés quatro ciclos, com
sémen diluido em TRIS a2,4% com dose inseminante
de 100 ou 500 x 105, obtiveram valores menores
(P<0,05) para a primeira concentracdo. Portanto, a
utilizacdo de grande nimero de espermatozdides por
dose inseminante (500 x 10°) pode mascarar os
efeitos nocivos e oferecer compensacdo para um
diluidor de qualidade ruim. Assim, pode-se admitir
gue o diluidor utilizado (lactose gema de ovo) ndo se
mostrou deletério, mesmo quando se utilizaram nu-
merosinferiores a250x10° espermatozdides por dose
inseminante.
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Astaxasdeconcepcao por cicloobtidaspor WITTE
(1989), para diferentes nimeros de espermatozdides
viavels por dose inseminante, foram semelhantes as
obtidas neste experimento. Vale ressaltar que a media
do grupo inferior a 250x10° espermatozdides (177,58 +
41,74x10) foi menor que qualquer das concentragdes
utilizadas por WITTE (1989).

A diferenca significativa observada entre volumes
de sémen nos tratamentos 2 e 3 poderia ser explicada
pelavariabilidade da concentracdo de espermatozdides
por mililitro em diferentes gjaculados do garanh&o utili-
zado. Dequa quer forma, osvolumesdadoseinseminante,
utilizados para os trés tratamentos, estéo dentro de uma
amplitude de 0,6 a 26,8 mL, n&o tendo nenhum efeito
sobre afertilidade (PICKETT et a., 1987).

A diferenca entre a temperatura da agua do
tratamento 2 em relagcdo aos demais, provavel mente,
tenhasido casual, em virtude do delineamento utilizado.

Segundo DEMICK et al. (1976) e PICKETT et
al. (1987), parece que éguas férteis podem ser
inseminadas com quantidade t&o peguena quanto 100
milhdes de espermatozdides com motilidade progres-
siva, proveniente de garanhdes altamente férteis, sob
condicOes ideais, sem que afertilidade sejareduzida.

Conclusoes

O nuiimero de espermatozoides por doseinseminante
de 177,58 + 41,74x106 foi suficiente para utilizagéo de
sémen diluido, resfriado a20°C etransportado por curto
periodo de tempo, sem prejuizos a fertilidade. Esta
constatacdo éimportante paraatender aprerrogativade
gue 0 sémen deve ser utilizado de maneiramais econd-
mica possivel, para maximizar 0 nimero de éguas
cobertas por garanh&o em determinadaestagéo de monta.
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