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Resumo: Objetivou-se verificar a influéncia do tipo de diluidor e da temperatura sobre motilidade do
s€men ovino. A coleta do sémen foi efetuada uma vez por semana em cinco ovinos da raga Santa Inés,
apos feito um pool dos ejaculados e avaliado quanto ao volume, & motilidade, vigor, concentracdo e
diluido no Leite e Tris. As amostras foram envasadas em palhetas de 0,25 ml e congeladas em trés
temperaturas (- 79° C, -90° C, -120° C) no equipamento TK 3000. Quando atingida a primeira
temperatura, um grupo de palhetas foi transferido para o botijdo criogénico e assim sucessivamente, para
as demais temperaturas testadas. Apés 30 dias, as palhetas foram descongeladas e o s€émen avaliado pelo
método CASA. Procedeu-se a ANOVA para testar o efeito da temperatura de congelacdo sobre os
diluidores. Para o diluidor leite, a motilidade progressiva e a percentagem de espermatozdide rapidos
diferiu significativamente para temperatura de -79° C em relac@o as de -90° C e -120° C. No diluidor Tris
ndo houve diferenga significativa entre as temperaturas de congelac@o, entretanto foi significativo e
superior ao diluidor a base leite em todas as temperaturas testadas. O diluidor Tris e a temperatura de
congelacdo de -79° C mostraram ser o protocolo de congelagio mais apropriado para sémen de carneiros
Santa Inés, entretanto estudos utilizando a inseminacio artificial precisam ser conduzidos para validar sua
qualidade.
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Abstract: : This study aimed to verify the influence of the temperature and the extender type on the
motility of ram semen. The semen was collected a time per week in five “Santa Inés” ram, after it was
made one pool of the ejaculated and evaluated how much to the volume, motility, vigor, concentration
and diluted with Milk and Tris.The samples were stored in straw of 0,25 mL to be frozen in three
temperatures (-79°C,-90°C,-120°C) employing the TK 3000 equipment. When reached the first
temperature, a group of straws was transferred to the cryogenic container and thus successively, for the
the others tested temperatures. After 30 days, the straws had been thawed and the semen evaluated for the
CASA method. It was used the ANOVA to test the effect of the temperature of freezing on the extenders.
For the Milk, the progressive motility and the fast spermatozoid percentage for the temperature of -79°C
differed significantly when compared to the temperatures of -90°C and -120°C. In the extender Tris did
not have significant difference between the temperatures of freezing, however it was significant and
superior to the extender milk in all tested temperatures. The extender Tris and the freezing temperature of
-79°C showed to be the more appropriate freezing protocol for “Santa Inés” ram semen. However more
studies using the artificial insemination need to be lead to validate its quality
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Introducao

Os recentes avancos na tecnologia da reprodugdo assistida t&ém aberto uma nova perspectiva na
conservacdo do sémen (Yoshida, 2000). A combinacdo da temperatura de conservacdo, taxa de
congelagdo, composicdo quimica do diluidor, concentracdo do crioprotetor e do controle higi€nico na
manipulacdo do sémen sdo fatores que afetam a sobrevivéncia do espermatozéide congelado. Com o
conhecimento dos eventos provocados pelas injurias da criopreservacdo pode-se prevenir, retardar ou até
mesmo reverter as mudancas na membrana espermadtica e melhorar a eficiéncia da inseminagdo artificial
em ovinos (Maxwell & Watson, 1996). A interacdo entre diluidor e temperatura pode influenciar, positiva
ou negativamente, a conservacdo do s€men ovino congelado (D’ Alessandro et al., 2001; Bag et al., 2002).
Necessita-se, portanto, investigar esses fatores a fim de viabilizar o uso da inseminagdo por via cervical
com sémen congelado e desenvolver um protocolo de congelagdo, bem como uma técnica de inseminacio



artificial que possa ser aplicada nas ragas ovinas deslanadas do Nordeste e obter taxas de concep¢do mais
satisfatérias. O objetivo deste estudo foi verificar a influéncia dos tipos de diluidores e das temperaturas
de congelacdo sobre as caracteristicas de motilidade do s€men congelado de ovino.

Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Andrologia, Tecnologia do Sé&men e
Inseminag@o Artificial (LATSIA), da Embrapa caprinos, localizado na estrada Sobral/Groairas. Foram
utilizados cinco reprodutores ovinos da raca Santa Inés com idade média de 31,2 +10,7 meses, mantidos
em regime intensivo recebendo capim-elefante picado e 500g de um concentrado comercial, sal mineral e
dgua ad libidun. O sémen foi coletado uma vez por semana, durante seis semanas, usando vagina
artificial. Apds a coleta foi feito um pool de ejaculados para suprimir o efeito individual e obten¢do de um
volume de sémen suficiente para serem testados os protocolos de congelagdo. Em seguida, as amostras
foram mantidas em banho-maria a 32°C e avaliadas quanto ao volume, a motilidade, o vigor e 2
concentracdo espermdtica. Apds a mensuragdo da concentragdo espermatica do pool de sémen em
espectrofotdmetro, este foi diluido em dois diluidores: um diluidor com 91,5% de leite desnatado, marca
Molico, 5% de gema de ovo de galinha caipira e 3,5% de glicerol e outro contendo 76,5% de Tris, 20%
de gema de ovo de galinha caipira e 3,5% de glicerol. As amostras foram envasadas em palhetas de 0,25
ml para serem congeladas em trés temperaturas (- 79° C, -90° C, -120° C) no equipamento TK 3000, com
programa P3S1 especifico para ovinos. Quando atingida a primeira temperatura de -79° C, o primeiro
grupo de palhetas foi transferido para o botijao criogénico para serem conservadas em nitrogénio liquido
a -196° C, e assim sucessivamente, para as demais temperaturas. Apés 30 dias de congelacdo foi
procedida a descongelacdo das palhetas para andlise das caracteristicas de motilidade, método Computer
Assisted Sémen Analisys (CASA) realizadas no laboratério de tecnologia do s€men caprino e ovino da
Universidade Estadual do Ceard. O experimento foi conduzido em blocos casualizados. Procedeu-se ao
estudo da ANOVA para testar o efeito da temperatura de congelacdo sobre os diluidores testados. As
médias foram comparadas pelo teste t-student com probabilidade de 5% de erro. Os dados foram
analisados pelo programa estatistico SAS v. 6.11 (1996).

Resultados e Discussio

Para o diluidor a base de leite a motilidade progressiva do espermatozéide diferiu
significativamente(p<0,05) a temperatura de -79° C em relagdo as de -90° C e -120° C (Tabela 1). Esses
dados sdo semelhantes aos obtidos por Colas (1975) que observou a influencia da temperatura de
congelacdo na sobrevivéncia dos espermatozéides apds descongelacdo e uma melhor sobrevivéncia
espermdtica com a temperatura de -75" C quando comparadas as de -55°C, -90° C, -105° C, -125° C. Nio
houve diferenca significativa(p>0,05) entre as temperaturas de congelagdo no diluidor Tris, porém
observou-se melhor resultado a — 79° C, entretanto este diluidor foi superior (p<0,05) ao diluidor Leite
nas diferentes temperaturas. Resultados diferentes foram observados por D’ Alessandro et al. (2001) em
que o diluidor Leite desnatado apresentou a melhor avaliagdo in vitro comparada ao Tris.

Tabela 1.Comparagdes de médias da motilidade progressiva do espermatozéide com diferentes diluidores
e temperaturas de congelagdo.

o Temperatura
Diluidor 779°C 290°C 120°C
LEITE 8,008 3,12°¢ 5,49 °C
5TRIS 15,46 13,23 13,61**

Meédias seguidas de letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente pelo teste t
(P<0,05). Médias seguidas de letras maiusculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo
teste t (P<0,05)

A percentagem de espermatozéides rdpidos com diluidor Leite, a temperatura de - 79°C foi
significativo (P<0,05) em relagdo as demais temperaturas. Ja as temperaturas de -90° C e -120° C ndo
diferiram (p>0,05) (Tabela 2). Diferentemente dos resultados encontrados por Bag et al. (2002) em que a
temperatura de congelagdo de -125° C comparado a de -25° C e -75° C conferiu uma melhor qualidade de
criopreservagdo para o sémen de carneiro congelado no diluidor Tes- gema, a -125° C com melhor
percentagem de células mdveis e espermatozéides normais. No diluidor Tris, as diferentes temperaturas
de congelagdo nio diferiram (p>0,05) entre si. A diferenca encontrada no experimento possivelmente seja
devido a composicdo dos diluidores serem diferentes. Entre os diluidores, observou-se uma variagdo
significativa (p<0,05) em todas as temperaturas de congela¢do e os melhores resultados obtidos com o
Tris. El-Alamy et al. (2001) constataram que o diluidor Tris-gema foi superior a outros diluidores, exceto



para o leite na prote¢do da célula espermdtica durante o processo de congelagdo e descongelacdo.
Resultado diferente foi observado neste estudo com o diluidor Leite.

Tabela 2. Percentagem de espermatozdides rdpidos com diferentes diluidores e temperaturas de

congelacdo.
- Temperatura
Diluidor 79°C 290°C 120°C
LEITE 9,12°8 5,86°C 5,58
TRIS 22,5244 17,284 16,92

Meédias seguidas de letras mintsculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente pelo teste t
(p<0,05). Médias seguidas de letras maitsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo
teste t (p<0,05).

Conclusoes
O diluidor Tris a -79° C apresentou um melhor protocolo para conservagdo do sémen ovino na
maéquina de congelacdo TK 3000. Entretanto, mais estudos utilizando este sémen na Inseminacdo artificial
precisam ser conduzidos para validar sua qualidade.
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