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Efeito de Diferentes Diluidor es na Fertilidade de Eguas de Diferentes Har as
| nseminadas com Sémen Diluido, Resfriado e Transportado em Conteiner Especiall

José Monteiro da Silva Filho?, Francisco Aloizio Fonseca3, Maristela Silveira Palhares?,
Vicente Ribeiro do Valle Filho?, Henrique Nunes de Oliveira?, Heloisa Helena Capuano Resende®

RESUM O - Osefeitos de diluidor e haras sobre afertilidade de 64 fémeas equinas, daraga M angal arga M archador, inseminadas em
dias alternados, com sémen diluido, resfriado e transportado em um contéiner especial (MSP-2) de um garanhao, foram estudados. As
éguas foram distribuidas ao acaso, em um esquema fatorial 2x2, com dois Haras (H1 e H2) e dois diluidores (Glicina-gema de ovo - T1le
lactose-gema de ovo modificado - T2), com nimero desigual de repeticOes por tratamento. A taxa de concepgdo ao primeiro ciclo ndo
foi influenciada pelos efeitos de haras ou diluidor. N&o se observou efeito de haras ou diluidor sobre ataxade prenhez/ciclo e sobre
as seguintes caracteristicas reprodutivas: ciclos/prenhez, nimero de | A/égua, | A/égua gestante, 1A/égua vazia, temperatura da agua no
contéiner, temperaturado sémen no contéiner, tempo médio da colheitaainseminacéo e eficiénciade prenhez. Recomenda-se autilizagdo
do diluidor lactose gemade ovo modificado, para o transporte de sémen resfriado entre haras. O novo conteiner demostrou ser maisuma
opcao para o transporte de sémen resfriado de garanhdes entre haras.
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Effect of Extender on the Fertility of Maresfrom Different Farms|nseminated with
Diluted, Cooled Semen Transported in a Newly Designed Container

ABSTRACT - Theeffectsof extender and farmson thefertility of sixty-five MangalargaM archador breed mareswere studied. The
mareswererandomly assignedtoa?2 x 2 factorial experiment, with two breeding farms (H1 and H2) and two extenders (glycine-egg yolk
- T1 and lactose-egg yolk modified - T2), from only one stallion, with different number of replicates. The mares were inseminated, on
alternated days, with diluted, cooled, transported semen, in a special container (M SP-2). There were no differences in the conception
rate at first cycle, regardiess of the breeding farm or extender used. Also, there was no difference among breeding farm or extender
concerningtheconceptionrate/cycleand thefollowing reproductive characteristics: number of cycles/pregnancy, number of inseminations/
mare, i nseminati ons/pregnant mare, inseminations/open mare, water temperaturein the container, temperature of semenin the container,
time between collection and insemination and efficiency of pregnancy. The use of |actose-egg yolk modified extender for the dilution,
cooling and transport of stallion semen between farms is recommended. The new container MSP-2 showed to be a option for the
transportation between farms, for the same purpose.
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Introducéo

Diferentes metodol ogias foram desenvolvidas e
utilizadas por varios pesquisadores paratransporte de
sémen equiino diluido e resfriado, merecendo énfase
a japonesa (NISHIKAWA, 1959), a holandesa
(BERGHUIS, 1987; De VRIES, 1987), a americana
(DOUGLAS-HAMILTON et al., 1984; 1987), a
francesa (PALMER, 1984, 1989) eaalema (TEKIN
et al., 1989; WITTE, 1989; HUECK, 1990).
Independentemente da metodol ogia utilizada, tem-se
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procurado realizar uma selegdo prévia de doadores,
para manter as caracteristicas de motilidade e
fertilidade das células esperméticas, por um periodo
prolongado (De VRIES, 1987; PALMER, 1989).

A centrifugacéo do sémen, apos prévia diluicdo,
ndo tem sido um procedimento imprescindivel a
conservagdo do sémen. Alguns autores enfatizam a
necessidade de se eliminar o plasmaseminal antesdo
resfriamento e da estocagem (NISHIKAWA, 1959,
BERGHUIS, 1987; DeVRIES, 1987), enquanto outros
tém obtido taxas de concepcdo satisfatorias, sem a
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utilizacdo deste procedimento (DOUGLAS-
HAMILTON et a., 1984, 1987, PALMER, 1984,
1989; HUECK, 1990). Quando possivel, alguns
pesqui sadores tém recomendado a utilizacdo de uma
atmosfera, contendo 5% de CO, duranteaestocagem
(HEISKANEN et a., 1987).

Varios diluidores foram utilizados para diluir o
sémen a ser resfriado e transportado. Alguns
pesquisadores tém preferido os diluidores com gema
de ovo em uma das seguintes constituigdes: Baken |
(NISHIKAWA, 1959), glicose + gema de ovo
(WIERZBOWSKI et a. 1967) ou glicina-gema de
ovo (BERGHUIS, 1987; De VRIES, 1987). Outros
optaram por diluidores a base de leite, como leite
desnatado (VLACHOS e PASCHALERI, 1965),
minima contaminacdo (DOUGLAS-HAMILTON et
al., 1984, 1987) ou leite esterilizado a ultra-alta
temperaturacom 1,5% de gordura (PALMER, 1984,
1989). Os diluidores com gema de ovo foram
superioresagquel esabasedeleite quanto amanutengdo
das caracteristicas de motilidade em diferentes
periodosdeestocagem (TEKIN etal., 1989; WITTE,
1989; HUECK, 1990). A concentragao ideal por
doseinseminante ndo tem sido avaliada, criticamente,
no que se refere ao sémen diluido, resfriado e
transportado. PALMER (1989) obteve taxas de
concepcao satisfatdriascom concentragdes de apenas
200x1CP espermatozdides méveis/dose inseminante,
enquanto DOUGLAS-HAMILTON et al. (1984,1987)
utilizaram concentragfes de 1,0 a 1,5x10° e 2,4 x10°
espermatozoides moéveis/dose inseminante,
respectivamente.

Diferentes contéineres tém sido propostos para
estocar 0 sémen diluido durante o resfriamento e o
transporte; no presente, ostrésmodel osmaisutilizados
sd0: modelo Equitainer (DOUGLAS-HAMILTON
et a., 1984, 1987; HUECK, 1990) modelo Sarstedt
(BERGHUIS, 1987; De VRIES, 1987; HUECK,
1990) modelo Celle (HUECK, 1990). O Equitainer
apresentou mel hor capacidade deisolamento do meio
exterior com manutencéo datemperaturade5°C, durante
48 horas, ja o contéiner model o Sarstedt foi inferior aos
outrosdois, quanto amanutencdo das caracteristicasde
motilidade e isolamento do meio exterior, notadamente
quando se utilizou um diluidor & base deleite desnatado-
glicose (HUECK, 1990). Independentemente do
contéiner utilizado, tem-se optado por um sistemacapaz
de oferecer resfriamento vagaroso do sémen (-0,3°C/
minuto), até a temperatura de estabilizacdo de 4 a8°C
(DOUGLAS-HAMILTON et al., 1984, 1987,
HEISKANEN et al., 1987; HUECK, 1990).

A importancia prética do transporte do sémen
diluido e resfriado consiste em ndo incorrer no
deslocamento das éguas e garanhdes entre os haras,
principal mente, quando ocorre o estabelecimento de
condominios de garanhBes. Os principais objetivos
deste trabalho foram comparar o efeito do sémen
diluido, em dois diluidores (glicina-gema de ovo e
lactose-gema de ovo), resfriado e transportado sobre
a fertilidade de éguas inseminadas, e verificar a
eficiéncia de um novo contéiner (MSP-2) para
transporte do sémen diluido e resfriado.

M aterial e M étodos

O experimento foi conduzido nos Haras Sedugéo
(1), Monte Carlo (2) e Arco iris (3), localizados,
respectivamente, nos Municipios de Guarapari,
Cariacicae VilaVelha, Estado do Espirito Santo, no
periodo de setembro de 1987 amaio de 1988. Foram
utilizadas 65 éguas e potras da ragca Mangalarga
Marchador, pertencentes adiferentes ordens de parto
e categorias reprodutivas (potras, éguas solteiras e
com “potro ao p€”), distribuidas ao acaso, em um
fatoriad 2 x 2, envolvendo dois diluidores (glicina
gema de ovo e Nagase modificado) e transporte do
sémen paradoisHaras(1 e2). Durante o experimento
as éguas foram mantidas nos Haras 1 (27 éguas) e 2
(38 éguas), submetidasao mesmo manej o reprodutivo.

Antes do inicio do experimento, as éguas foram
submetidas a exame ginecoldgico, inclusive com
tratamentosuterinosadequados, quando necessarios.
As éguasforam rufiadasindividua mente com auxilio
deum rufi&o e palpadas, por viaretal, detrésem trés
dias até inicio do cio e, ou, presenca em um dos
ovérios, de um foliculo com 25 a 30 mm de diametro,
quando rufiacdo e pal pagéo tornaram-se diérias, até
deteccdo daovulacdo. Aséguasparidasforam rufiadas
e papadas a partir do quarto dia do pés-parto,
diariamente, ou a cada trés dias, dependendo do
crescimento folicul ar apresentado no primeiro exame,
atéoinicio do cio ou presenca, em um dos ovérios, de
um foliculo com 25 a 30 mm de didmetro, a partir do
gual os procedimentos tornaram-se didrios até a
ovulagdo. Aspotrasforam controladas por pelo menos
um ciclo regular e ovulatério antes de serem
inseminadas. As éguas foram inseminadas no corpo
do utero em dias alternados, a partir de um foliculo
com 30 a 35 mm de didmetro até a ovulagdo. No
retorno ao cio, foram reinseminadas utilizando-se o
outro diluidor proposto e, assim, sucessivamente, até
confirmag&o daprenhez ou do término do experimento.
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O diagnostico de gestacao foi realizado por pal pacéo
retal aos 17, 25, 30, 40 e 60 dias ap0s ovulagdo, com
0 objetivo detectar reabsor¢Bes embrionérias ou
abortos.

Utilizou-se sémen de apenas um garanhdo da
raca Mangalarga Machador, de seis a sete anos de
idade, alojado no Haras 3, para inseminar todas as
éguas envolvidas no experimento.

Para o transporte do sémen diluido eresfriado foi
idealizado um contéiner (MSP-2) que permitisse
resfriamento lento do sémen, com estabilizacéo e
manutencéo da temperatura dentro de limites
adequados. O contéiner, esquematizado na Figura 1,
consistia essencialmente das seguintes partes. a)
caixa isotérmica com tampa, modelo “INVICTA”,
com 47,0 x 27,5 x 31,4 cm, b) plataforma inferior,
congtituidapor umalaminadezincocom 39,3x 19,8x 4,2
cm, apresentando seis orificios de 7,7cm de diémetro,

77
distribuidos uniformemente, c¢) plataforma superior,
congtituida por uma lamina de zinco com 42,5cm de
comprimento por 23,0 cm de largura, com seis
perfuracbes com 7,7 cm de didmetro, distribuidos
uniformemente, d) seis tubos de PVC com 23 cm de
comprimento por 7,5 cm de didmetro, apresentando
orificios de 1,2 cm de didmetro, distribuidos,
equidistantemente, nos 8cm inferiores da sua parede
lateral, €) travas no fundo dos tubos de PVC, com a
finalidade de servir de apoio paraas mamadeirascom
sémen e f) mamadeiras plasticas para o
acondicionamento do sémen.

Para atingir as caracteristicas ideais de
resfriamento eestabilizagdo datemperaturado sémen,
utilizou-se adequadarel agao dgua/gel o, em condicoes
delaboratoério. Concluiu-se que estas condi¢beseram
fornecidas acrescentando-se em quatro litrose meio
de &gua, a temperatura ambiente (26,97 = 1,28°C),

Tabela 1- Avaliacéofisicadosémen e dodesempenho reprodutivo do garanhdo na estagdo de monta (1987/1988)

Table 1 -  Physical evaluation of the semen and reproductive performance of the stallion in the breeding season (1987/1988)
Variavel n Xt s
Variable
Tempo de reacéo 1 (seg) 103 22,64+ 23,04
Reaction time 1 (sec)
Tempo de reacdo 2 (seg) 14 16,36 + 11,86
Reaction time 2 (sec)
Intervdo da erecio a monta 1 (seg) 100 511+ 8,59
Interval between erection and mounting 1 (sec)
Intervdlo da erecio a monta 2 (seg) 12 7,50%9,90
Interval between erection and mounting 2 (sec)
Duracdo da gaculacdo 1 (seg) 87 30,16 £ 3,75
Duration of gjaculation 1 (sec)
Duracdo da gaculagéo 2 (seg) 17 2935+ 325
Duration of gjaculation 2 (sec)
NUmero de montas/ejaculado 108 1,18+ 0,40
Number of mounts/ejaculate
Intervalo entre gjaculactes (dias) 107 2,02
Interval between gjaculations (days)
NUmero de éguas inseminadas/ejaculado 108 4631214
Number of inseminated mares/gjaculate
Volume (mL) 108 95,55 + 28,82
Motilidade (%) 108 75,19+ 380
Motility
Vigor (0-5) 108 4,04+ 0,15
pH 87 7,41+ 0,32
Concentragdo (x108sptz/mL) 106 73,35+ 27,97
Concentration (x10° sperm/mL)
(x1Psptz moéveis/mL) 106 55,28 + 21,50
(x10° motile sperm/mL)
(x108sptz/ejaculado) 106 6877,41 = 3074,97
(x10° sperm/egjaculate)
(x108sptz moveis/ejacul ado) 106 5185,53 + 2347,52

(x10° motile sperm/ejacul ate)

Concentrac8o utilizada/dose |nseminante(x108sptz méveis) 106

Concentration used/inseminate dose (x10°Pmotile sperm)

552,83 + 214,95
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cubos de gelo de trés a trés e meia férmas (27,5 cm
de comprimento x 10,7 cm de largura x 4,0 cm de
altura- com doze pedras de gel o/f6rma), dependendo
da temperatura da agua, avaliada diariamente antes
da colheita.

Apbs colheita e avaliagdo fisica do sémen, foram
retiradas amostras para avaliacdes da concentracéo
e da morfologia espermética. A seguir, procedeu-se
adiluicao do sémen (10 mL de sémen mais 10 mL do
diluidor) para ambos os diluidores, produzindo doses
inseminantes de 20 mL.

Chegando aosHaras1 e2, mediu-seatemperatura
da agua do contéiner e do sémen resfriado a ser
utilizado naguele Haras, anotando-se os dados em
ficha propria. Em seguida, as mamadeiras com o
sémen foram transferidas parareci pientes com &gua
a 37°C, visando seu reaquecimento. Apls o
reaquecimento, todas as amostras foram
homogenei zadas e conferidas paramotilidadeevigor,
em microscopio oOptico, a 100X e 400X. As
inseminacOes foram realizadas por via intravaginal
profunda, utilizando-se pipetas de plastico,
descartaveis, com deposicdo do sémen no corpo do
atero.

Paraasandlisesestatisticas, utilizou-se o sistema
“Statistical Analysis System” - Versdo 5. Os dados
proporcionais (taxa de concepgéo, ciclos/prenhez e
prenhez/ciclo) foram analisados por meio da tabela
de contingéncia (Qui-Quadrado). A analise de
varidncia foi aplicada as taxas de concepgéo, no
sentido de detectar diferencas entre tratamentos,
utilizando-se o sistema de pontos adotado
anteriormentepor VOSSet al . (1975). Ap6satribuicdo
dospontos, determinaram-seasmeédiaspor tratamento
com adenominacgao deeficiénciadeprenhez. Paraas
varidveis quantitativas (concentracdo/dose

inseminante, eficiénciade prenhez, efeito do diluidor,
efeitodo haras, nimero deinseminagdes/égua, numero
de inseminagfes/égua gestante, numero de
inseminagdes/égua vazia, tempo médio da colheita a
|A, temperatura da &gua no Haras 3, temperatura da
dgua nos Haras 1 e 2 e temperatura do sémen nos
Haras 1 e 2), aplicou-se a andlise de variancia,
comparando-se o contraste entre médias einteragoes
pelo teste de Tukey.

Resultados e Discussao

Osdadosrel acionados ao comportamento sexual,
as caracteristicasfisicas do sémen e ao desempenho
reprodutivo do garanh&o séo apresentadosna Tabela 1.

Os efeitos haras e diluidor sobre as taxas de
concepcgao e as varias caracteristicas reprodutivas
s80 apresentados nas Tabelas 2, 3,4, 5,6 e 7.

As taxas de concepcdo ao primeiro ciclo e
concepcgéo/ciclo (Tabelas 2 e 3) ndo foram
influenciadas pelos efeitos de haras e de diluidor,
mesmo aposquatro ciclos. Aposutilizagdo do sistema
de pontos, proposto por VOSS et al. (1975), também
nédo foram detectadas diferencgas entre tratamentos.
As caracteristicas reprodutivas ciclos/prenhez,
prenhez/ciclo, nUmero de |A/égua, nimero de |A/
égua gestante, nimero de |A/égua vazia, taxa de
concepcao/ciclo e eficiéncia de prenhez (Tabela 3)
ndo foram influenciados pel os tratamentos utilizados.
Também ndo foram verificadas diferencas entre
tratamentos, em relacéo a concentragfes utilizadas/
dose inseminante, temperatura da &gua no Haras 3,
temperaturadaéguae do sémen no contéiner etempo
médio da colheita ainseminacdo (Tabela 3).

Como n&o se observou interagdo entre haras e
diluidores, os resultados foram agrupados para se

Tabela 2 - Taxa de concepcgao/ciclo de éguas inseminadas com sémen diluido, resfriado e transportado, de acordo com o

diluidor e o haras

Table 2 - Conception rate/cycle of inseminated mares with diluted, cooled and transported semen according to extender and farm

Glicinagema de ovo

Nagase modificado

Glycine-egg yolk Modified Nagase
Haras 1 Haras 2* Haras 1 Haras 2
Farm Farm Farm Farm
Ciclo NQ9ciclos  Tx.prenhez (%) NQ9ciclos Tx.prenhez (%) N2 ciclos Tx. prenhez (%)  NC2ciclos Tx. prenhez (%)

Cycle N. of cycles Pregnancy rate

N. of cycles Pregnancy rate

N. of cycles Pregnancy rate N. of cycles Pregnancy rate

1 13(7)T 53,85 17(11) 64,71 14(9) 64,29 19(10) 52,63
2 5(1) 20,00 10 (6) 60,00 6(0) 0,00 7(4) 57,14
3 6(3) 50,00 2(1) 50,00 2(0) 0,00 3(1) 33,33
4 1(1) 100,00 1(1) 100,00 2(1) 50,00 - -

Total  25(12) 48,00 30 (19) 63,33 24(10) 41,67 29(15) 51,72

* Duas éguas ndo ciclaram durante a estacdo de monta (Two mares did not cycle during the breeding season).
NUmero entre parénteses referem-se as éguas que ficaram gestantes (Numbers in parenthesis refer to pregnant mares).
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Tabela 3 - Efeitodo diluidor e do haras sobre algumas caracteristicas da eficiéncia reprodutiva de éguas inseminadas com
sémen diluido, resfriado e transportado

Table 3 -  Effect of extender and farm on some reproductive characteristics of inseminated mares with diluted, cooled and transported
semen

Caracteristica

Glicina-gema de ovo Nagase modificado

Characteristic Glycine-egg yolk Modified Nagase
Haras 1 Haras 2* Haras 1 Haras 2

Farm Farm Farm Farm
NUmero de éguas 13 17 14 19
Number of mares
Numero de ciclos 25 30 24 29
Number of cycles
Ciclos/prenhez 2,08 158 2,40 193
Cycles/pregnancy
Prenhez/ciclo 048 0,63 042 0,52
Pregnancy/cycle
NUmero de IA/égua 2,00+ 0,87 240+ 0,97 225 £0,90 241+087
Number of Al/mare
NUmero de 1A/égua gestante 182+0,72 247+0,77 2,30+ 1,06 220+0%4
Number of Al/pregnant mare
NUmero de IA/égua vazia 215+ 0,99 227+ 127 2,21+ 0,80 264+0,74
Number of Al/non pregnant mare
Volume utilizado na IA (mL) 20 20 20 20
Volume used in Al
Concentragdo (x10Psptz)/dose inseminante 601,39 + 236,45 530,66 + 21349 595,55 + 291,22 535,24 + 173,66
Concentration (x10%sperm)/inseminate dose
Temperatura da &gua Haras 3 PC) 2734+128 26,64+ 1,08 26,98+ 1,57 26,99+ 1,20
Water temperature Farm 3
Temp. da &gua no contéiner PC) 9,17+ 238 7,74+ 2,47 895+ 1,87 7,39+ 245
Water temperature in the container
Temperatura sémen no contéiner €C) 1034+ 225 856+ 231 993+ 1,85 837+214
Semen temperature in the container
Tempo médio da colheita & I1A(min) 160,92 + 44,61 11307+2153 16646+ 4376 107,63+ 1358
Mean time between collection and Al
Taxa de concepcdol/ciclo (%) 48(12/25) 63,33 (19/30) 41,67(10/24) 51,72(15/29)
Conception rate/cycle
Eficiéncia de prenhez 4,00 5,60 392 476
Pregnancy efficiency

*Duas éguas ndo ciclaram durante a estacdo de monta.
*Two mares did not cycle during the breeding season.

estudar somente os efeitos diluidor (Tabelas4e5) e
haras (Tabelas 6 e 7) sobre as vérias caracteristicas
reprodutivas.

Os diluidores ndo influenciaram as taxas de
concepgao, obtidas no primeiro ciclo (Tabela 4). Ao
final dequatro ciclos, também n&o se observouqua quer
diferenca nataxa de concepcao/ciclo (Tabelas 4 e 5).
M esmo comaadogao do sistemade pontospreconizado
por VOSSet al. (1975), ndo sedetectaram diferencas
entre diluidores.

A eficiénciade prenhez, de 4,87 e 4,38, foi obtida,
respectivamente, com os diluidores de glicina e
lactose-gema de ovo. Além disso, ndo foram
observadas diferencas entre diluidores, em relagdo
ao numero de ciclos/prenhez, prenhez/ciclo, nimero
de 1A/égua, nimero de | A/égua gestante, nimero de
IA/égua vazia, concentracdo esperméatica/dose
inseminante, temperatura da agua no Haras 3,

temperatura da dgua e do sémen no contéiner nos
Haras 1 e 2 e tempo médio da colheita do sémen a
inseminagdo artificial.

Possivel mente, estevenhaaser o segundorelato,
na literatura, envolvendo a utilizagdo do diluidor de
NAGASE e NIWA (1964), modificado pelaretirada
doglicerol, desuaformulacéo original paratransporte
do sémen resfriado de equinos.

As taxas de concepcdo de aproximadamente
60% parao primeiro ciclo (Tabela2 e4) sdo similares
as citadas na literatura como caracteristica de haras
bem manejados. Além disso, aproximam-sedaobtida
por SILVA FILHO et al. (1991b), para 0 mesmo
periodo (60% - 18/30), envolvendo o sémen diluido
em idéntico diluidor (n&o-centrifugado), resfriado e
transportado. A escassez de literatura, envolvendo a
utilizacdo desse diluidor com este proposito, limitaem
muito comparagdes mai s profundas. Entretanto, deve-
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se sdlientar a taxa de concepcdo satisfatoria de
71,43% (10/14), obtida com sémen a fresco, diluido
neste diluidor, no mesmo periodo, em outro
experimento (SILVA FILHO et al. 1991a). Além
disso, ROMBE (1966) obteve taxa de concepgéo de
40% paraas 15 primeirasinseminagdes com o sémen
diluido em um diluidor de lactose-gema. Quando se
adicionou o glicerol ao diluidor, ataxa de concepgao
calu para 29% (4/14) e, apés duas inseminacoes,
obteve-se taxa de paricéo de 70%.

Apbs quatro ciclos, as taxas de concepgao/ciclo
foram numericamente inferiores a de 62,50% (25/
40), obtidaem trésciclos, utilizando-se sémen diluido
no mesmo diluidor (ndo-centrifugado), resfriado e
transportado em menor tempo - 86 minutos (SILVA
FILHO et al. 1991b). Devem ser enfatizados os bons
resultados obtidos por SILVA FILHO et al. (1991a),
de 70,59% (12/17), para sémen a fresco, diluido,
considerando-se a mesma variavel.

As taxas de concepgao, obtidas ao primeiro ciclo
com o diluidor de glicina, aproximam-se das
conseguidas por SILVA FILHO et a. (1991a), de
61,54% - 8/13, para 0 sémen a fresco, diluido no
mesmo diluidor, no mesmo periodo, contudo, sdo
superiores as obtidas por BERGUIS (1987), para o
sémen diluido, resfriado e transportado (36,4% - 16/44),
no primeiro ciclo.

Apbs quatro ciclos, as taxas de concepgao/ciclo
aproximam-se das obtidas por SILVA FILHO et al.
(19918) para o sémen a fresco, diluido no mesmo
diluidor (56,25% - 9/16), para a mesma variavel.
Entretanto, sd0 numericamente superiores aos
resultados apresentados por WITTE (1988), de
41,48%, para 0 sémen diluido no mesmo diluidor e
periodo avaliado, embora se utilize grande nimero de
ciclos (56/135) e inseminacbes dentro de no maximo
4 a 6 horas apos a col heita.

Apesar do razoavel numero de trabalhos
envolvendo o resfriamento do sémen, ndo tem sido

apresentado, até o momento, o diluidor capaz de
oferecer as melhores condi¢des para o resfriamento
dosespermatozoidesdo equiino, visando amanutencéo
da motilidade e da fertilidade, durante prolongado
periodo. Basicamente, os diluidores tém apresentado
macromol écul as da gema de ovo ou do leite em sua
constitui¢cdo, associadas a agucares (glicose, lactose,
frutose e sacarose) e antibiéticos. Dentre ostrabal hos
que utilizaram diluidores com macromoléculas da
gemadeovo para transporte do sémen resfriado citam-
seosdeNISHIKAWA (1959), WIERZBOWSKI et al.
(1967), BERGHUIS (1987), De VRIES (1987).

De maneira geral, os diluidores mais utilizados
paratransporte do sémen eqiino resfriado tém sido o
de leite desnatado-glicose e 0 de glicina. Astaxas de
concepcdo obtidas neste experimento reforgcam os
resultados obtidos na Holanda, com o diluidor de
glicina, por vérios pesquisadores. Comparando-se 0s
resultados apresentados pel os autores citados com 0s
do presente experimento, pode-se recomendar
também o diluidor delactose-gemade ovo (NAGASE
e NIWA, 1964) modificado, pela retirada do glicerol
de suaformulag&o, como mais umaopgao paradiluir
0 sémen a ser resfriado, estocado e, ou, transportado.
Estarecomendacéo ocorre, principalmente, emvirtude
da similaridade dos resultados encontrados neste
experimento com osdoisdiluidores. Além disso, hade
Se mencionar os experimentos realizadosin vitropor
TEKINetal. (1989), WITTE (1989), HUECK (1990),
apresentando superioridade do diluidor de glicina,
guando comparado ao de | eite desnatado-glicose, no
gue diz respeito a manutencéo das caracteristicas de
motilidade ap6s diferentes periodos de estocagem.

A partir de 1970, tem sido demonstrado por
inimeros pesquisadores que as taxas de concepgao
estéo maisligadasaconcentracdo esperméticaideal por
dose inseminante do que ao volume de sémen utilizado.
Assm, PICKETT et a. (1974) demonstraram que
volumestéo peguenos quanto 0,6 mL de sémen podem

Tabela 4 - Efeitododiluidorsobre ataxade concepgédo/ciclode éguasinseminadascomsémendiluido, resfriado

e transportado

Table 4 - Effect of extender on the conception rate of mares inseminated with diluted, cooled and transported semen
Glicina-gema de ovo Nagase modificado
Glycine-egg yolk Modified Nagase

Ciclo NUmero de ciclos Taxa de concepcdo (%) NUmero de ciclos Taxa de concepcio (%)
Cycle Number of cycles Conception rate Number of cycles Conception rate

1 30(18)! 60,00 33(19) 57,58

2 15(7) 46,67 13(4) 30,77

3 8(4) 50,00 5(1) 20,00

4 2(2) 100,00 2(1) 50,00

Total 55(31) 56,36 53(25) 4717

1 NGmeros entre parénteses referem-se as éguas que ficaram gestantes (Numbers in parenthesis refer to pregnant mares).
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Tabela 5 - Efeito do diluidor sobre algumas caracteristicas da eficiéncia reprodutiva de éguas inseminadas com sémen

diluido, resfriado e transportado
Table 5 -

semen

Effect of extender on some reprodutive efficiency characteristics of mares inseminated with diluted, cooled and transported

Caracteristica

Glicinagema de ovo

Nagase modificado

Characteristic Glycine-egg yolk Modified Nagase
Numero de ciclos 55 53
Number of cycles

Ciclos/prenhez 1,77 212
Cycles/pregnancy

Prenhez/ciclo 0,56 047
Pregnancy/cycle

NUmero de |A/égua 222+0% 2,34+ 0,88
Number of Al/mare

NUmero de IA/égua gestante 2,23+0,80 2,24+ 0,97
Number of Al/pregnant mare

NUmero de IA/égua vazia 221+110 243+0,79
Number of Al/ non pregnant mare

Volume utilizado na 1A(ml) 20 20
Volume utilized in Al

Concentragdo (x10Psptz)/dose inseminante 559,64 + 224,96 561,50 + 233,16
Concentration (x108sperm)/inseminate dose

Temperatura da &gua - Haras 3 PC) 26,96+ 1,22 26,98 + 1,37
Water temperature Farm 3

Temperatura da &gua no contéiner PC) 840+ 251 811+232
Water temperature in the container

Temperatura do sémen no contéiner CC) 9,35+243 9,08+ 215
Semen temperature in the container

Tempo médio da colheita a IA (min) 134,82+ 41,37 134,27 + 42,67
Mean time between collection and Al

Taxa de concepcao/ciclo (%) 56,36(31/55) 47,17(25/53)
Conception rate/cycle

Eficiéncia de prenhez 487 4,38
Pregnancy efficiency

resultar 6timas taxas de concepcgdo, desde que
contenham ndmero minimo de 100 x 10°
espermatozoides moveis/dose inseminante. A
concentracdo ideal para obtencdo da maxima
eficiénciareprodutiva, em equinos, ndo tem recebido
unanimidade entre os diferentes pesquisadores. A
literatura, além de escassa, & conflitante.
Concentraces de 50 x 10° espermatoz6ides/dose
inseminante foram associadas a taxas de concepgao
inferiores (P<0,05) as obtidas com concentragdes de
500 x 10° espermatoz6ides/dose inseminante, emdois
experimentos (HOUSEHOLDER et al. 1981).

Para sémen diluido, resfriado e transportado, as
recomendacfes sobre a concentracdo ideal/dose
inseminante sGo mais controvertidas e escassas do
gue as encontradas para 0 sémen in natura ou
diluido. Além disso, nenhum estudo foi redizado para
comparar o efeito de diferentes concentragoes
espermati cas sobre afertilidade das éguasinseminadas,
com o sémen transportado. Concentrages de 200, 400,
450 e 500 x 10° espermatozéides/dose inseminante
foram utilizadas por PALMER (1984, 1989),

BERGHUIS(1987) eDeVRIES(1987). BERGHUIS
(1987) sdlienta que, como a motilidade do sémen
transportado variou de 60 a 75%, 0 nimero minimo de
espermatozoides utilizados/dose inseminante foi de
270 x 1CP. Entretanto, De VRIES (1987) recomenda
concentracdo minima de 400 x 1P espermatozéides
movei s/dose inseminante, para o sémen transportado
na Holanda.

Concentragbes muito acima das citadas
anteriormente foram utilizadas em dois outros
trabalhos, envolvendo a denominada “metodologia
americana de transporte de sémen”. No primeiro
caso, DOUGLAS-HAMILTON et al. (1984)
utilizaram concentracbes de 1 a 1,5 x 10°
espermatozoides/dose inseminante, na expectativa
de que 50% dos espermatozdides morressem durante
o transporte. Assim, apenas de 500 a 750 x 1C°
espermatozdides moveis seriam verdadeiramente
utilizados por dose inseminante. Em outro experimento,
DOUGLAS-HAMILTON et d. (1987) recomendaram
concentragdes ainda maiores, de 2,4 x 10°
espermatozéides moéveis/dose inseminante, para o
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Tabela 6 - Influéncia do haras nataxa de concepcao/ciclo de éguas inseminadas com sémen diluido, resfriado

e transportado

Table 6 -  Effect of farm on the conception rate/cycle of mares inseminated with diluted, cooled and transported semen
Haras 1 Haras 2
Farm Farm

Ciclo NUmero de ciclos Taxa de concepcdo (%) NUmero de ciclos Taxa de concepcdo (%)
Cycle Number of cycles Conception rate Number of cycles Conception rate
1 27(16)1 59,26 36(21)? 58,33

2 11(1) 9,09 17(10) 58,82

3 8(3) 3750 5(2) 40,00

4 32 66,67 1(1) 100,00

Total 49(22) 4490 59(34) 57,63

1 Numero entre parénteses referem-se as eguas que se tornaram gestantes (Numbers in parenthesis refer to pregnant mares).
2 Duas das 21 éguas apresentaram reabsorcao embrionaria e foram reinseminadas (Two of the 21 mares had embryonic reabsorption

and were reinseminated).

sémen transportado, utilizando amesmametodol ogia.

A concentracdo médiatotal utilizada no presente
experimento aproxima-se das citadas por PALMER
(1984), BERGHUIS (1987), De VRIES (1987) e
PICKETT et al. (1974) para se obter a maxima
eficiéncia reprodutiva, quando se utiliza 0 sémen in
natura, ou a fresco, diluido, mas esta aquém das
mencionadas por DOUGLAS-HAMILTON et al.
(1984, 1987). A utilizagéo de concentragdestéo altas
como as citadas por estes Ultimos autores reduz, em
muito, o nimero de éguas inseminadas por € aculado
e, consequientemente, o rendimento de um garanh&o
em determinada estacdo de monta. No presente
experimento, pode-se observar que cada ejaculado
daria para inseminar de duas a trés éguas, se
concentragdes de 2,4 a 1,5 x 10° espermatozdides
moveis/dose inseminante fossem utilizadas,
respectivamente. Entretanto, seguindo as
recomendacbesdePICKETT etal. (1974), PALMER
(1984), BERGHUIS(1987), DeVRIES (1987) seriam
inseminadas, em média, 10 éguas/ejaculado, com
sémen transportado.

A taxa de diluicdo do sémen é uma variavel
associada a concentracdo espermatica/dose
inseminante, devendo sempre ser considerada, quando
se pretende estocar o sémen, durante um prolongado
periodo de tempo, na tentativa de manter
caracteristicas de motilidade e fertilidade dos
espermatozdides. Este procedimentotem sido utilizado
pelamaioriados pesquisadoresparareduzir osefeitos
nocivos do plasma sobre os espermatozoides,
principal mente quando se pretenderesfriar, armazenar
ou transportar o sémen a longas distancias. Além
disso, tem sido um método alternativo a colheita
fracionada ou a centrifugacdo do sémen. A taxa de
diluicdo ideal para sémen do garanh&o exige ainda
maior nimero de estudos. Embora preocupagéo com

0 tema n&o seja um fato novo, apenas recentemente
um experimentofoi realizado (VARNER et al ., 1987).
Se, por um lado, existe a necessidade de se diluir o
sémen visando reduzir o efeito nocivo do plasma
seminal sobre o0s espermatozdéides, por outro, sabe-se
gue o excesso de diluicdo provoca impedimento da
viabilidade espermatica, principamente quando a
concentracdo situa-se abaixo de 20 x 10°
espermatozéides/mL. No presente experimento,
utilizou-se ataxa de diluicdo de 1:1. Esta taxa € bem
inferior as recomendadas por PALMER (1984) para
amaxima sobrevivéncia espermética (de 1:3 a 1:25).
Entretanto, SQUIRES et al. (1989) estabeleceram
gue excessiva diluicdo do sémen leva a reducdo da
viabilidade espermética. Além disso, tem sido
demonstrado que adicdo de compostos como
macromol éculas do leite, da gema de ovo, séricas e
alcool polivinilico aumentam, notavelmente, a
resi sténciaespermati caaos ef eitos del etériosde uma
alta taxa de diluicao.

A concentracdo espermatica por mL do sémen
diluido variou em fungdo daconcentracdo espermaética
do gaculado, em virtude de se manter fixo o volume
de sémen in natura, utilizado por dose inseminante.
Considerando-seaconcentragdo médiatotal utilizada
no presente experimento, pode-se observar que a
média satisfaz, grosseiramente, os 25 x 10°
espermatozoides/mL recomendados por VARNER
et al. (1987) como ideais para manutencéo da
motilidade maxima, durante prolongado periodo de
tempo. Entretanto, o desvio-padréo observado indica
gue, na maioria das vezes, a taxa de diluicdo e,
consequentemente, a concentracdo espermatica/mL
do sémen diluido foram subdtimas, principalmente se
forem consideradas as recomendacdes preconi zadas
por PALMER (1984) e VARNER et a. (1987). Em
nenhum dos estudos envolvendo o transporte do
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sémen resfriado foi observadaqual quer preocupacéo
dos autores.

Foram avaliadasastemperaturasfinaisal cangadas
pela &gua e pelo sémen diluido nos dois diluidores
(glicina e lactose-gema) e nos dois diferentes Haras
(1 e 2). Pode-se observar que a temperatura do
sémen foi de, aproximadamente, 1°C a mais em
relacdo a temperatura da &gua no contéiner,
independentemente do harase do diluidor (Tabelas 3,
5e 7). A reducdo da temperatura tem sido o meio
prético eecondmico paradiminuir asreacbesquimicas
e a motilidade, com conseguiente prolongamento da
viabilidade espermatica. Além disso, temperaturas
de 0 a 10°C tém sido utilizadas na maioria dos
trabalhos como preferenciais para estocagem do
sémen, em virtude de serem mais baratas e faceis de
serem atingidas. Pareceexistir, ainda, granderelacéo
entre taxa de resfriamento, temperatura final de
armazenamento e duracdo da estocagem, no que diz
respeito a manutencdo da motilidade e fertilidade do
sémen equino diluido e resfriado, transportado ou
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ndo. De maneirageral, tem-se observado que, quanto
maior a duragdo da estocagem pretendida, mais
vagarosa deveria ser ataxa de resfriamento e menor
atemperaturafinal de armazenamento. Desse modo,
procurou-se, em primeiro lugar, idealizar um contéiner
gue permitisse resfriamento lento do sémen, para
evitar “o choque pelo frio”, aém de manter a
temperaturaapdsestabilizagéo, por umlongo periodo.

Como pode ser observado na Tabela 7, o contéiner
utilizado (M SP-2) ndo forneceu oisolamento necessario
paraamanutencdo de umatemperaturauniforme, apos
aestabilizacdo. Assm, houveel evagdo dastemperaturas
daéguaedo sémen no contéiner com aumento do tempo
de estocagem, traduzindo um isolamento inadequado do
contéiner do meio exterior. Diferentesconténeres, com
variadosgrausderefinamento e complexidade, tém sido
propostos pel os diferentes autores, utilizando sémen de
equinodiluido, resfriado etransportado (MILOVANOV
et al., 1939; NISHIKAWA, 1959; DOUGLAS-
HAMILTON et al., 1984).

Apesar das limitagbes mencionadas,

Tabela 7 - Influéncia do haras sobre vérias caracteristicas da eficiéncia reprodutiva de éguas inseminadas com sémen

diluido, resfriado e transportado

Table 7 - Effect of farm on some reproductive characteristics of inseminated mares with diluted, cooled and transported semen

Caracteristica Haras 1 Haras 2
Characteristic Farm Farm
NUmero de ciclos 49 59
Number of cycles

Ciclos/prenhez 2,23 174
Cycles/pregnancy

Prenhez/ciclo 045 0,58
Pregnancy/cycle

Numero de 1A/égua 212+0,88 241+ 091
Number of Al/mare

NUmero de 1A/égua gestante 2,05+ 0,90 2,35+ 0,85
Number of Al/pregnant mare

Numero de |A/égua vazia 2,19+ 0,88 248+ 1,00
Number of Al/non pregnant mare

Volume utilizado na IA(mL) 20 20
Volume used in the Al

Concentracdo (x10Psptz)/dose inseminante 598,36 + 265,042 532,91 + 194,200
Concentr ation(x108sper m)/inseminate dose

Temperatura da &gua - Haras 3 PC) 2716+ 143 2681+ 114
Water temperature - Farm 3

Temperatura da &gua no contéiner C) 9,06+ 2,122 7,56 + 2,44P
Water temperature in the container

Temperatura do sémen no contéiner PC) 10,14+ 2,052 846+ 221°
Semen temperature in container

Tempo médio da colheita a IA(min) 163,63 + 43,822 110,39 + 18,120
Mean time between collection and Al

Taxa de concepcdo tota (%) 81,48(22/27) 94,44(34/36)
Total conception rate

Eficiéncia de prenhez 3,96 5,19

Pregnancy efficiency

a.b NGmeros na linha seguidos por letras diferentes s&o diferentes pelo teste Tukey (P<0,05).

ab Numbers in a row followed by different letters are different by Tukey test (P<.05).
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principal mente quanto ao isolamento inadequado e a
falta de controle sobre a taxa de resfriamento, o
contéiner MSP-2 foi eficaz para manutencdo da
capacidade fecundante dos espermatozoéides. Os
resultados obtidos neste experimento com o uso do
sémen diluido, resfriado e transportado no contéiner
M SP-2, dentro de no méximo 6 horas da col heita, sdo
compativeis com os resultados apresentados por
DOUGLAS-HAMILTON et al. (1984, 1987),
BERGHUIS (1987) e De VRIES (1987), que
utilizaram contéineres mais sofisticados e duragéo
mais longa de estocagem do sémen. Entretanto, superam
numericamente os resultados, apresentados por
MILOVANOV et d. (1939) e NISHIKAWA (1959).

A capacidade de isolamento do contéiner MSP-2
utilizado neste experimento foi inferior a dos trés
contéineres utilizados por HUECK (1990). As
temperaturas da adgua e do sémen no interior do
contéiner (Tabela 7) foram alteradas (P<0,05) em
funcéo do tempo deestocagem. No contéiner Sarstedt,
considerado o de pior isolamento, temperaturasimilar
a do Haras 1 para o sémen foi alcancada somente
entre 12 e 14 horas de estocagem. Entretanto, no
modelo Celle, entre 22 e 24 horas, e no modelo
Equitainer esta ndo foi alcangada sequer ao término
do experimento. No contéiner Sarstedt, temperatura
similar & do Haras | para o sémen so foi acangada
entre 12 e 14 horas (de PC a 13,2°C), no modelo
Celle, entre 28 e 30 horas de estocagem, e no modelo
Equitainer ndofoi atingidanemaofinal do experimento
(48 horas).

O experimento realizado por HUECK (1990) ndo
envolveu inseminacdo de éguas, o que de certaforma
limita comparacdes mais abrangentes. Ha que se
observar, entretanto, que os contéineres Sarstedt e
Equitainer foram associados a taxas de concepgéo
satisfatorias, quando utilizados de formaisolada, por
outros pesquisadores. E interessante salientar que o
Equitainer sempre esteve associado a um diluidor de
leite desnatado-glicose quando de sua utilizac&o
(DOUGLAS-HAMILTON et al., 1984, 1987)
enquanto o contéiner Sarstedt esteve sempreassociado
ao diluidor de Dimitropoulos, D-11, ou Glicina-gema
de ovo, com gema de ovo em sua formulagdo
(BERGHUIS, 1987; De VRIES, 1987). De certa
forma, as macromol éculas dagemade ovo podem ter
sido responsaveis pel aprotecdo dos espermatozoides
nas condigdes subdtimas de estocagem, fornecidas
pelo contéiner Sarstedt. Tal afirmativa pode ser
razoavelmente comprovada no estudo de HUECK
(1990), em que o diluidor deglicinafoi superior ao de

leite desnatado no contéiner Sarstedt, para a
manutencdo da motilidade progressiva, mas ndo nos
outros dois contéineres (Equitainer e Celle). Além
disso, BOGART e MAYER (1950) demonstraram
queumfator ou fatoresdagemadeovo, possivel mente
a fracéo lipoprotéica de baixa densidade
(CRISTANELLI et al., 1985), podem proteger os
espermatozoi desde mudangas bruscasdetemperatura
econdigdes ambientai sadversas, taiscomo alteragoes
de pH, pressdo osmotica e presenca ou acumulo de
substancias téxicas do metabolismo espermatico.

Maisrecentemente, TEKIN etal. (1989) eWITTE
(1989) verificaram que os vaores de motilidade
foram superiores nos espermatozéides mantidos no
diluidor de glicina, quando comparados aos das
amostras conservadas no diluidor de |eite desnatado-
glicose, independentemente da temperatura de
conservagdo (ambiente-20-22°C ou 5°C). Alémdisso,
TEKIN et al. (1989) verificaram que todos os
gaculados, mantidosa5°C (geladeira), apresentaram
motilidade progressiva superior a dos conservados a
temperatura ambiente, de 20 a 22°C.

As condicdes desconhecidas de resfriamento e
inadequadas de estocagem no conté ner M SP-2 podem
ter sido, pel o menos parcial mente, contrabal anceadas
pelos diluidores utilizados com 20% de gema de ovo
em suaformulagéo. Tal afirmativaencontrarespaldo
nos trabalhos mencionados anteriormente. Assim, ndo
causa surpresa as boas taxas de concepgdo, obtidas
com o diluidor de glicina e de lactose gema de ovo, ea
nao diferencaentreeles(Tabelas 4 e5). Possivelmente,
os resultados de concepgcdo obtidos com 0 sémen
transportado durante curto periodo de tempo, neste
experimento inferior a 6 horas, estejam mais
associados a qualidade dos diluidores utilizados do
que ao refinamento e acompl exidade dos contéineres.

Outro fator importante foi o tipo de envasamento
de sémen em mamadeiras plésticas. Esta forma de
envasamento foi considerada inadequada em virtude
de permitir grande acumulo de ar no espaco sobre o
liquido, gerando inadequadarelacéo O,/CO,, dém de
proporcionar agitacdo desnecessaria do sémen. A
preocupacdo com aformade envasamento do sémen
aser transportado ndo éumfato novo. MILOVANQV
et a. (1939) demonstraram que a sobrevivéncia
espermética do sémen diluido € inversamente
proporcional ao grau de aeracdo. Recomendaram,
ainda, envasamento do sémen em tubos-testes, em
contéineres estreitos, para evitar sua agitagéo.
HEISKANEN et al. (1987) realizaram varios
experimentos no sentido de identificar as condigoes
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ideais para estocagem do sémen equino durante 24
horas. Quanto ao envasamento, verificaram que a
utilizacdo de bolsas plasticas com eliminaggo total do
ar foi superior aum atmosfera com 95% de O, + 5%
de CO, e muito superior apresencade ar dentro das
bolsas.

Astemperaturasfinaisdearmazenamento do sémen
foramde8,46 + 2,21°Ce 10,14 + 2,05°C paraosHaras
2 e1(P<0,05), respectivamente. Temperaturafinaisde
2a5°C, 4°C,5°C,4a6°C, 4a8°C e4°Cforamutilizadas,
respectivamente, por VLACHOS e PASCHALERI
(1965), NISHIKAWA (1959), DOUGLAS-
HAMILTON et a. (1984, 1987), PALMER (1989)
parasémendiluido, resfriado etransportado, utilizando-
se diferentes metodol ogias.

Nos experimentosin vivo, ndo houve diferencas
entre temperaturas de estocagem de 4 a 3C e 20°C,
notadamentequando aséguasforaminseminadasdentro
de 24 horas de estocagem. Neste grupo, encontra-se 0
trabalho de PALMER (1984), gque obteve taxas de
concepcdo de21 e 38% parao sémen mantido por 1 hora
a 20 ou £°C, respectivamente. Temperaturas de 20 ou
5°C foram utilizadas para armazenar o sémen diluido
durante 24 horas (SQUIRES et al., 1988; VARNER
etal., 1989) sem que seobservasse qualquer influéncia
da temperatura de estocagem sobre as taxas de
concepcgéo. Entretanto, quando o sémen foi
armazenado por um periodo de 48 horas, as taxas de
concepcdo obtidas com sémen conservado a 5°C
foram superiores as obtidas com o0 sémen mantido a
20°C (SQUIRES et al., 1988).

Final mente, devem-se salientar asrecomendagdes
de SQUIRESEt al. (1988), em que o sémendiluidoem
umdiluidor deleite desnatado-gli cose pode ser mantido
astemperaturas de 5 ou 20°C, durante 12 horas, sem
se observar qualquer efeito adverso na fertilidade.
Entretanto, para estocagens acima de 12 horas, o
sémen da maioria dos garanhdes poderia reter as
caracteristicas de motilidade e apresentar melhor
fertilidade, quando resfriado lentamente para 3C e,
assim, conservado até o momento da inseminagao.

Conclusodes

O ndo efeito de diluidor em todos os aspectos
avaliados permite indicar o diluidor lactose-gema de
ovo modificado, parao transporte do sémen resfriado
entre haras, emfuncéo desuasimplicidadeefacilidade
de preparacéo.

O novo contéiner demonstrou, de maneira
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satisfatoria, ser mais uma op¢éo integralmente
nacional, para o transporte entre haras de sémen
resfriado de garanhdes.
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