Comparacao de diluidores para a
melhoria da qualidade do semen
congelado em ovinos: seu contributo
para a manutencao da
biodiversidade

Joao Pedro Sousa Santa Clara B
INIAV-EZN-Unidade Biotecnologia e Recursos Genét
XIV Jornadas Internacionais HVA

Evora, 3-4 de Marc



Introducao

» A maioria das racas ovinas autoctones encontra-se ameacada.

» Animais rusticos- Bem adaptados as dificeis condicées edafoclimaticas.

» Produtos de grande qualidade nutritiva e organolética (produtos DOP, IGP,
queijos, carnes).

» Genericamente sao exploradas em regime extensivo/pastoreio, sendo
suplementadas em determinadas épocas do ano de acordo com a pastagem
disponivel (espontanea) e ou estado fisiologico.




Introducao

Essenciais para a manutencao da diversidade genética.

Aproveitamento de pastos de fraca qualidade nutritiva e em locais de dificil
acessibilidade.

» Contribuem para a diminuicao de fogos rurais e para a fixacao de populacoes
jovens em regioes do interior;

» Sera indispensavel aumentar a produtividade das racas autoctones e a
rentabilidade da sua exploracao.

» Promover a intensificacao reprodutiva desde que existam adequadas
condicoes de exploracao.

» E indispensavel a conservacao in situ e ex situ das racas autoctones.




Introducao

>

A criopreservacao de sémen permite diminuir o numero de carneiros nos
efectivos, diminuir os riscos sanitarios, viabilizar a conservacao duradoura de
sémen e a sua exportacao.

Utilizacao de reprodutores de bom mérito genético associado a utilizacao de
biotecnologias reprodutivas.

A criopreservacao de sémen é indispensavel para o aumento de
produtividade e preservacao da diversidade genética das racas autoctones
(bancos de germoplasma).

A composicao dos diluidores utilizados na criopreservacao do sémen &€ um dos
factores determinantes da congelabilidade do sémen dos carneiros.




Objectivos

» Neste trabalho pretendeu estudar-se e comparar o efeito do diluidor
utilizado na criopreservacao de sémen num conjunto de ejaculados (pool de
ejaculados) recolhidos em 2 épocas do ano (Novembro e Maio) na
congelabilidade de sémen de ovino através da avaliacao de parametros
seminais no sémen fresco (SF) e sémen congelado (SC) .

» Foram comparados os efeitos de 3 diluidores na congelacao de sémen de
ovino: 1 diluidor nao comercial (EZN) contendo gema de ovo e 2 diluidores
comerciais (criopreservacao de sémen), Ovixcell® e Andromed® (ambos c/
lecitina de soja) através da quantificacao de parametros seminais no sémen
fresco (SF) e sémen congelado (SC).




Material e Métodos

» 2 carneiros de raca Merino (6 anos).

» 8 recolhas de sémen (vagina artificial); 4 (Novembro) e 4 (Maio).

» Requisitos de qualidade: MI>55 %, vol >0,4 ml

concentracao(espectrofotometro) (2*106/ml) .
» Pool - (2 ejaculados/sessao) repartido por 3 aliquotas.

» 3 diluidores: EZN (Laboratdrio Andrologia) e 2 diluidores comerciais- Ovixcell®
e Andromed®.

» Diluidor EZN (contendo gema de ovo) e Ovixcell® e Andromed® (sem gema de
ovo), contendo lecitina de soja.

» Utilizou-se uma concentacao de 800 milhdes 10° spz/ml .







Material e Métodos

>

» Avaliacao de % de SPZ Vivos e Normais.
» Palhinhas (0,25 ml)(Cassou Straws®). Refrigeracao (4 °C).

» Congelacao (vapores de N2 liquido)- Float Freezing Chamber® (20 minutos).

No SF: Avaliacao da MI (%)(subjectiva) e utilizacao do CASA (Computer
Assisted Sperm Analyzis) na determinacao da cinética do movimento dos
espermatozoides apos a diluicao dos ejaculados.

CASA- MT (Motilidade Total), TPM (Total Progressive motility), STR
(Straightness), VSL (Straight line velocity) e BCF (Beat cross frequency).



Material e Métodos

» No SC- MI%, % de spz vivos e Normais e cinética do movimento espermatico
(CASA).

» Avaliacdo das interaccoées-Més de Recolha (2 Epocas de recolha), diluidor (3
diluidores) e 2 tipos de Sémen (SF e SC).

» Utilizacao do Software JMP® 14 for Windows (SAS Institute, USA).
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Resultados-SF

» Foram observadas interaccoes entre o Més de recolha (2)* diluidor (3)* tipo de
sémen (2).

» Ainteraccao diluidor X tipo de séemen foi a mais frequente (72 %).

» No SF, a MT (motilidade total) e TPM (motilidade total progressiva) foram
superiores com os diluidores EZN e Andromed. Nos restantes parametros
avaliados nao foram observadas diferencas entre os diluidores.




Resultados-SF

» No SF-EZN e Andromed: >MT e TPM.
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Resultados-SC

» Todos os parametros seminais diminuiram significativamente no SC vs SF.

» Diluidor EZN: > % de spz vivos, Ml (%), e todos os parametros seminais
avaliados pelo CASA (MT, TPM, STR, VSL, e BCF).

» Os diluidores comerciais apresentaram valores semelhantes exceptuando a M
(%) que foi superior no diluidor Ovixcell.

» Utilizando o diluidor EZN foram registados : 37,3 % (MI), 30,1 (% Spz vivos),
8,2 % (Spz anormais), 74,2 % (MT), 48 % (Rapidos) e 37,3 pm/seg (STR).

» Estes resultados foram satisfatorios e enquadram-se nos resultados citados na
bibliografia.




Resultados-SC

» Todos os parametros seminais diminuiram no SC.
» SC-Diluidor EZN: > % de spz vivos, MI (%)
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Resultados-SC
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No SC - Diluidor EZN - Valores superiores CASA (MT, TPM, STR, VSL e BCF).
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Resultados-SC

» % de SPZ Anormais-Nao houve diferencas entre os diluidores.
» Diluidor EZN: > % spz rapidos e STR.
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Conclusoes

» A criopreservacao do séemen € um dos factores essenciais na preservacao da
biodiversidade genética (BPGA).

» No SF nao foram observadas diferencas entre diluidores, exceptuando-se a M
(%) que foi superior com os diluidor EZN e Ovixcell.

» Diminuicao de todos os parametros seminais no SC vs SF.

» No SC, com diluidor EZN, maiores resultados na MI (%), % de Spz Vivos e em
todos parametros avaliados pelo CASA.




Conclusoes

» Estes estudos pretendem contribuir melhorar a congelabilidade do sémen de
racas nacionais e aumentar a fertilidade in vitro e in vivo.

» Novos estudos serao necessarios para melhorar a congelabilidade do sémen
das racas nacionais que irao permitir aumentar a sua produtividade,
utilizando as biotecnologias reprodutivas e programas de melhoramento
genético.




