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RESUMO

Devido a uma crescente demanda de aves da raga Indio Gigante, seja para corte, postura e
principalmente como ave ornamental, a reproducdo da raca tem sido intensificada. Muitos
produtores da raca Indio Gigante ja utilizam a Inseminagdo Artificial (IA) com intuito de
melhorar caracteristicas desejaveis da raca. Porém, a IA realizada pela maioria dos produtores
ainda é empirica e sem muito embasamento tedrico. O uso do sémen refrigerado de galos é uma
alternativa para os criadores que buscam superar as distancias do territorio brasileiro,
aumentando o tempo de viabilidade e permitindo o transporte de material genético. Existem
alguns diluentes especificos para aves, porém necessitam de formula¢do em laboratério ou de
importacdo de outros paises. Identificar um diluente comercial de outras espécies que permita a
otimizacdo do uso do sémen de galos geneticamente superiores seria benéfico para a cadeia
produtiva do galo indio gigante. Para o experimento foram utilizados 10 galos da raca indio
Gigante para avaliacdo de diluentes de sémen comerciais utilizados em outras espécies animais
domésticas: Optidux®, Botudog Turbo®, BotuBov® e Botusémen Special® e sémen puro. Apds a
colheita, foi realizado um pool de sémen, retirado uma aliquota para as analises das
caracteristicas seminais (Cor, volume, vigor, concentracdo, movimento de massa, motilidade
espermatica e defeitos celulares). Em seguida, a amostra foi fracionada em cinco tubos falcon
de 15 mL e feita a diluicdo com os diferentes diluentes e refrigerado por 12h. Asamostras foram
mantidas em caixa especifica para armazenamento de sémen (Botuflex®) a5 °C. Para a avaliacio
da taxa de fertilidade e eclodibilidade, foram utilizadas 70 galinhas de postura, linhagem
Embrapa 051, divididas em 5 grupos com 14 animais cada. As galinhas foram inseminadas com
uma unica dose de sémen refrigerado de cada tratamento. Os ovos foram coletados durante 14
dias subsequentes a inseminacdo artificial e incubados para avaliagdo de fertilidade e
eclodibilidade. A taxa de fertilidade dos tratamentos avaliados foi de 32,61%; 7,79%; 2,04%;
0%; e 0%; para os diluentes Botusémen Special®, Sémen Puro, Botudog Turbo®, Optidux® e
Botubov® respectivamente. Ja a taxa de eclodibilidade foi de 85,27%; 59,26%; 22,22%:; 0%; e
0%; para os diluentes Botusémen Special®, Sémen Puro, Botudog Turbo®, Optidux® e
Botubov® respectivamente. O diluente Botusémen Special® apresentou taxa de fertilidade e
eclodibilidade de 32,61% e 85,27% respectivamente, superior aos demais diluentes testados
neste estudo.
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IN VIVO EVALUATION OF DIFFERENT COMMERCIAL DILUENTS IN THE
REPRODUCTION OF GIANT INDIAN GALES (Gallus Gallus Domesticus)

ABSTRACT

Because of the growing demand for Indio Gigante birds, whether for meat, laying and
especially as ornamental birds, the breed's reproduction has been intensified. Many indio
Gigante producers are already using Artificial Insemination (AI) to improve the breed's
desirable characteristics. However, the Al performed by most producers is still empirical and
without much theoretical basis. The use of refrigerated semen from roosters is an alternative
for breeders looking to overcome the distances in Brazilian territory, increasing viability time
and allowing the transportation of genetic material. There are some specific diluents for
poultry, but they need to be formulated in a laboratory or imported from other countries.
Identifying a commercial diluent for other species that allows the use of semen from
genetically superior roosters to be optimized would be beneficial for the production chain of
the giant Indio rooster. For the experiment, 10 Indio Gigante roosters were used to evaluate
commercial semen diluents used in other domestic animal species: Optidux®, Botudog Turbo®,
BotuBov® and Botusémen Special® and pure semen. After collection, a pool of semen was made
and an aliquot was taken for analysis of seminal characteristics (color, volume, vigor,
concentration, mass movement, sperm motility and cell defects). The sample was then split
into five 15 mL falcon tubes and diluted with the different diluents and refrigerated for 12
hours. The samples were kept in a specific box for storing semen (Botuflex®) at 5 °C. To assess
the fertility rate and hatchability, 70 laying hens of the Embrapa 051 strain were used, divided
into 5 groups of 14 animals each. The hens were inseminated with a single dose of refrigerated
semen from each treatment. The eggs were collected 14 days after artificial insemination and
incubated to assess fertility and hatchability. The fertility rate of the treatments evaluated was
32.61%; 7.79%; 2.04%; 0%; and 0%; for the diluents Botusémen Special®, Pure Semen,
Botudog Turbo®, Optidux® and Botubov® respectively. The hatchability rate was 85.27%;
59.26%; 22.22%; 0%; and 0%; for the diluents Botusémen Special®, Pure Semen, Botudog
Turbo®, Optidux® and Botubov® respectively. The Botusémen Special® diluent had a fertility
and hatchability rate of 32.61% and 85.27% respectively, higher than the other diluents tested
in this study.

Keywords: poultry production; biotechnology; artificial insemination; reproductive
management.

EVALUACION IN VIVO DE DIFERENTES DILUYENTES COMERCIALES EN LA
REPRODUCCION DE GALLINAS GIGANTES (Gallus Gallus Domesticus)

RESUMEN

Debido a la creciente demanda de aves de la raza indio Gigante, ya sea para la produccion de
carne, la puesta de huevos y, principalmente como ave ornamental, la reproduccién de la raza
se ha intensificado. Muchos de los productores de la raza Indio Gigante ya utilizan la
Inseminacion Acrtificial (1A) con el objetivo de mejorar caracteristicas deseables de la raza. Sin
embargo, la Inseminacion Artificial (1A) que llevan a cabo la mayoria de los productores sigue
siendo empirica 'y con poca base tedrica. El uso de semen refrigerado de gallo es una alternativa
para creadores que buscan superar las distancias dentro del territorio brasilefio, aumentando el
tiempo de viabilidad y permitiendo el transporte del material genético. Hay algunos diluyentes
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especificos para aves, pero requieren formulacion en laboratorio o importacion de otros paises.
Identificar un diluyente comercial de otras especies que permita la optimizacion del uso del
semen de gallos genéticamente superiores seria beneficioso para la cadena productiva del gallo
indio Gigante. Para el experimento se utilizaron 10 gallos de la raza indio Gigante para evaluar
diluyentes comerciales de semen utilizados en otras especies de animales domeésticos:
Optidux®, Botudog Turbo®, BotuBov® y Botusémen Special® y Semen Puro. Después de la
cosecha se realiz6 un pool de semen, una alicuota tomada para los andlisis de las caracteristicas
seminales (Color, volumen, vigor, concentracion, movimiento de masa, motilidad espermatica
y defectos celulares). Luego, la muestra fue fraccionada en cinco tubos Falcon de 15 ml y fue
hecha la dilucion con diferentes diluyentes y refrigerado durante 12h. Las muestras fueron
guardadas en una caja especifica para el almacenamiento de semen (Botuflex®) a 5 oC. Para la
evaluacion de la tasa de fertilidad y incubabilidad, se utilizaron 70 gallinas ponedoras, linaje
Embrapa 051, divididas en 5 grupos de 14 animales cada uno. Las gallinas fueron inseminadas
con una unica dosis de semen refrigerado para cada tratamiento. Los huevos fueron recolectados
durante los 14 dias siguientes a la inseminacion artificial e incubados para evaluacion de la
fertilidad y incubabilidad. La tasa de fertilidad de los tratamientos evaluados fue de 32,61%;
7,79%; 2,04%; 0%; y 0%; para diluyentes Botusémen Special®, Semen Puro, Botudog Turbo®,
Optidux® y Botubov® respectivamente. Ya la tasa de incubabilidad fue del 85,27%; 59,26%;
22,22%; 0%; y 0%; para diluyentes de Botusémen Special®, Semen Puro, Botudog Turbo®,
Optidux® y Botubov® respectivamente. El diluyente Botusémen Special® present6 una tasa de
fertilidad y de incubabilidad del 32,61% y del 85,27%, respectivamente, superiores a las de los
demas diluyentes probados en este estudio.

Palabras-clave: avicultura; biotecnologia; inseminacion artificial; gestion reproductiva.

INTRODUCAO

A fertilidade e a eclodibilidade estdo entre os principais indices da avicultura, seja de corte
ou postura, o numero de pintos nascidos ao final do processo de incubagdo determina a
lucratividade da produg¢do. O reprodutor contribui com metade do material genético da prole, e por
esse motivo, a escolha de um bom galo tem influéncia direta nos resultados econdmicos. A sele¢ao
excessiva em favor do ganho muscular, especialmente em aves de corte, dificulta o processo
natural de acasalamento. Assim sendo, a Inseminagdo Artificial (IA) se tornou uma ferramenta
fundamental para a producdo avicola (1).

A aplicagdo da IA, quando comparada a monta natural, apresenta varias vantagens:
eliminagdo de acasalamento preferencial, reproducdo de linhagens comerciais de monta dificil
(devido ao tamanho do macho em relagdo a fémea), diminuigdo do nimero de machos em
relagdo ao nimero de fémeas (reducao de 1:10 para 1:30), garantia de que todas as fémeas sejam
inseminadas, maior descendéncia dos machos de alto mérito genético levando a um maior
progresso de selecao. Além disso, a implementacao da IA reduzira os custos de producao ao
diminuir o numero de reprodutores, economizando assim despesas com manutengao,
alimentacao e operagao (2,1).

Um galo pode fertilizar de 6 a 10 galinhas em um plantel sob acasalamento natural. Mas
no caso de inseminagao artificial, o sémen colhido de 6 a 8 machos pode ser usado para inseminar
150-170 galinhas (3). No entanto, ¢ importante lembrar que a fertilidade em galinhas que foram
inseminadas artificialmente pode ser afetada por uma série de fatores como intervalo de
inseminacdo, dose inseminante, qualidade do sémen e momento da inseminagao (4).

Ja se sabe que o sémen de aves recém-colhido e puro, armazenado in vitro, perde muito
rapidamente a sua viabilidade e motilidade e, como consequéncia, a capacidade de fertilizagao
(5). O armazenamento do sémen induz alguns danos bioquimicos e estruturais nos
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espermatozoides, sendo necessario o uso de diluentes de sémen que resultem em um meio
ambiente 6timo para manter a viabilidade durante o armazenamento no frio. Esses diluentes
possuem a capacidade de exercer efeitos benéficos como crioprotetores, e controlando o pH e
osmolaridade do meio, dando substrato energético para o espermatozoide (6).

Os parametros tradicionais de avaliacdio de sémen, como a motilidade dos
espermatozoides, atividade mitocondrial e defeitos morfoldogicos podem nao fornecer
informacdes exatas sobre a duragdo da fertilidade em matrizes de postura (7). Para avaliar a
qualidade do s€émen ¢ muito importante o teste in vivo pois este fornece informacgodes relevantes
sobre a qualidade dos reprodutores e a capacidade de fecundagdo dos odcitos apos o acesso dos
espermatozoides ao trato reprodutor feminino (8).

Existem alguns diluentes de s€émen de aves que estdo disponiveis comercialmente ou que
podem ser produzidos em laboratério, porém de dificil acesso ao pequeno produtor a campo,
seja por questdes financeiras ou estruturais. Os diluentes mais populares utilizados para o s€émen
de aves sdo: Lake, Beltsville Poultry Semen Extender (BPSE) e diluente de tampao fosfato. Os
diluentes comerciais disponiveis sdo: Canadyl®, Extendyl®, NeXcell®, Raptac® ou Turkey® (9).

Com a dificuldade do pequeno produtor em ter acesso aos diluentes de sémen importados
ou os produzidos em laboratério, objetivou-se com esse estudo identificar um diluente de s€émen
comercial interespecifico que mantenha a viabilidade do sémen de galo da raga Indio Gigante
quando refrigerado a 5°C por 12h, pela da avaliagdo da taxa de fertilidade e eclodibilidade de
ovos produzidos a partir de inseminacao artificial em galinhas de linhagem comercial.

REVISAO DA LITERATURA

ANATOMOFISIOLOGIA REPRODUTIVA DAS AVES

Os orgaos reprodutores dos machos das aves sdo constituidos bilateralmente por testiculos,
epididimos e ductos deferentes, localizados no interior da cavidade celomatica. A
espermatogénese que ocorre em temperatura de 41-43°C nos galos, patos e perus e possui
duracdo de aproximadamente 14 dias o que garante ao macho potencial para produzir grandes
quantidades de gametas num curto periodo (10-12).

A maturagao espermatica ocorre no epididimo na maioria das espécies de mamiferos. No
entanto, em galos e provavelmente em outras espécies de aves, a maturagao final acontece nos
ductos deferentes, uma vez que as aves apresentam um epididimo curto. Dentro dos ductos
deferentes, os espermatozoides passam algumas horas ou até alguns dias, dependendo da
espécie e das condi¢des de vida da ave, para a maturacdo (13).

A forma filiforme da cabeca do espermatozoide de aves ¢ semelhante em didmetro a
cauda. Devido a isso, as cabecas dos espermatozoides tém volume citoplasmatico relativamente
baixo e assim, um volume relativamente baixo de crioprotetores pode ser acumulado. Por essa
razdo, o s€émen de aves € mais suscetivel a danos por criopreservagdo. Nos mamiferos, a reagao
do acrossoma ¢ necessaria para que ocorra a fertilizagdo do oocito, mas até o momento nao se
sabe se este processo seja necessario nas aves. Os sistemas de fertilizagdo aviaria sdo bastante
diferentes daqueles das espécies de mamiferos pela presenga de sistemas unicos, como a
polispermia (13).

O pH do sémen de galo ¢ elevado, variando entre 7,2 ¢ 7,6. O volume médio do ejaculado
de um galo varia de 0,5 a 1,0 mL. Galos da mesma raga produzem volumes diferentes de sémen.
O ntimero total de espermatozoides no sémen das aves estd em torno de 2-10x10° (14) e a
qualidade espermatica das aves ¢ afetada negativamente pela diluicdo excessiva, conhecida
como efeito de diluicdo. Neste caso, a capacidade de fertilizagdo do s€émen ¢ drasticamente
reduzida se submetida a uma alta taxa de dilui¢do (1:10 ou 1:20) (13). Pimprasert et al. (15),
avaliaram a frequéncia de colheita de sémen em galos nativos tailandeses durante um ano e
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concluiram que a colheita pode ser feita até trés vezes por semana sem perda de qualidade
seminal.

As fémeas das aves possuem somente um ovario € um oviduto, ambos situados do lado
esquerdo da cavidade celomatica e ndo possuem ciclo estral para a sincronizagao da copula e
ovulacdo. Elas utilizam de um sistema de armazenamento de espermatozoides no oviduto que
permite que produzam uma série de ovos férteis apds um unico evento de copula ou
inseminagao artificial.

Em aves domésticas e ndo domésticas, o epitélio que reveste a superficie anterior a dois
centimetros da vagina, atribuida a jun¢do uterovaginal (JUV), é modificado para formar
numerosas invaginagdes tubulares, referidas coletivamente como tubulos de armazenamento de
espermatozoides (TAE) (ver figura 1). Durante a produgdo de ovos, os espermatozoides, apds a
liberagao nos TAE, ascenderao ao oviduto para o local de fertilizagao no infundibulo. Neste
lugar, os espermatozoides interagem com uma sucessao quase didria de odcitos durante dias,
até varias semanas, dependendo da espécie (16).
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Figura 1 - Sistema Reprodutivo da Galinha. Fonte: (17)

Sabe-se que o armazenamento prolongado de s€émen pelas fémeas apds o acasalamento
ocorre em diversas espécies, com duracdes médias de armazenamento de sémen variando de
cerca de 6 dias a 45 dias. Apenas 1% dos espermatozoides depositados passam pelo processo
de selecdo na vagina para chegar a JUV (4).

A baixa fertilidade observada apds estocagem in vitro do sémen, contrasta com a
habilidade do espermatozoide em manter sua capacidade de fertilizacdo apds varias semanas
armazenado in vivo, dentro dos TAE da fémea. Quando estocado in vivo, a célula espermatica
¢ capaz de manter sua capacidade fertilizante por varias semanas (18).

Mecanismos para estabilizacdo das membranas e inibigdo da motilidade e da atividade
enzimatica provavelmente auxiliem na preservacdo do gameta masculino dentro dessas
glandulas. A sobrevivéncia do espermatozoide nas glandulas hospedeiras também podem ser
dependente da modulag¢do lipidica de sua membrana; € possivel que vesiculas membranosas,
semelhantes a lipossomas, liberadas das microvilosidades das células epiteliais glandulares,
contribuam para a manuten¢ao da membrana plasmatica do espermatozoide (19).
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DILUENTES DE SEMEN

A diluicdo do sémen ¢ uma pratica de rotina nos estabelecimentos que utilizam a
inseminacao artificial, visto que maximiza o uso do ejaculado, reduz o custo da IA e permite
manter a qualidade do sémen por algumas horas ou dias, desde que mantido refrigerado (5°C).
A temperatura ¢ reduzida para induzir a inatividade ou diminuicdo do metabolismo dos
espermatozoides durante o armazenamento em forma liquida (8).

Os diluentes de s€men podem também manter e preservar os processos metabolicos dos
espermatozoides, controlar o pH do meio durante e apds o descongelamento, controlar a
contaminagao bacteriana e reduzir o estresse oxidativo e danos criogénicos (8).

Dentre os diluentes comerciais disponiveis no mercado nacional para diferentes espécies,
destacam-se Botudog Turbo®, indicado para uso em sémen de cdo, composto por caseina,
agucares, conservantes, pentoxifilina e excipientes; o Botubov®, indicado para uso em sémen
de bovinos, caprinos € ovinos possui em sua composi¢ao: agucares, antioxidantes, aminoacidos,
gema de ovo e glicerol; o Botusémen Special®, indicado para uso em sémen de equinos,
composto por leite em po, agucares, conservantes e excipientes, com adi¢ao de colesterol para
manter a estabilidade da membrana plasmatica do espermatozoide durante o processo de
arrefecimento; e o Optidux®, indicado para uso em sémen de bovinos e pequenos ruminantes,
composto por fosfolipidos, oriundos da gema de ovo, organizados em conjunto com lipossomas
que asseguram a prote¢do das células durante a refrigeracdo e a congelag¢do e sem adicao de
proteina animal.

METODOLOGIA

Todos os procedimentos realizados foram avaliados e aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais do Instituto Federal Goiano protocolado sob o CEUA n° 9883060122. O
experimento foi realizado na Fazenda Escola do Instituto Federal Goiano - Campus Ipora, na
cidade de Ipora-GO.

Dez galos da raca Indio Gigante com 70 semanas de idade, peso médio de 5.652 Kg,
foram alojados em baias individuais (1 x 3m) no Setor de Avicultura do Instituto Federal
Goiano campus Ipora. O fornecimento de dgua foi feito por bebedouros do tipo pendular (ad
libitum), enquanto o arracoamento foi realizado uma vez ao dia, respeitando as exigéncias
nutricionais da categoria. Os galos foram mantidos com estimulo luminoso apenas da luz solar
que no galpao do experimento era equivalente a 12h. As colheitas de sémen nos animais foram
realizadas duas vezes por semana durante um més antes do comeco do experimento, para
condicionamento dos animais ao método de colheita por massagem dorsoabdominal conforme
a técnica descrita por Burrows e Quinn (20). Para facilitar a colheita do sémen, realizou-se o
corte das penas ao redor da cloaca com tesoura (toalete) para evitar perdas de ejaculado e
minimizar risco de contaminagdo da amostra. No dia anterior a colheita experimental, os galos
foram deixados de jejum alimentar de 12h para diminui¢do do risco de contaminacido da
amostra de sémen com excreta.

Para a realizacdo do experimento as amostras individuais de sémen foram colhidas dos
10 galos e colocadas em um tubo graduado de plastico (tubo tipo Falcon® — 15 mL), mantido
aquecido em banho-maria a 37°C, formando uma amostra heterospermica. Em seguida, foram
realizadas avaliac¢des de cor, volume, motilidade, concentracdo, vigor, movimento de massa e
anormalidades espermaticas do pool de sémen antes da diluicdo e resfriamento (15). As
amostras foram divididas em cinco tubos graduados de plastico (tubo tipo Falcon® — 15 mL)
e adicionado o diluente pré-aquecido a 37°C (tratamento) na proporcao de 1:1 (diluente:
sémen). Imediatamente ap0s a diluicdo as amostras foram refrigeradas a 5° C, por 12 horas, em
caixa térmica para armazenamento de sémen resfriado, Botuflex® (21). A curva de resfriamento
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a 5°C foi obtida segundo as recomendacdes do fabricante, colocando-se duas barras de gelo
reciclavel dentro da caixa no momento do armazenamento das amostras (-0.66°C/min). Assim,
ao atingir os 5°C, as amostras de s€émen passaram por um tempo de equilibrio de 7 horas.
Apos o periodo de resfriamento, as amostras diluidas foram aquecidas a 37° C em banho-
maria por 30 segundos e realizado a IA.

Para inseminacdo artificial foram utilizadas 70 galinhas da linhagem Embrapa 051,
sendo 14 galinhas por tratamento em delineamento inteiramente casualizado, com idade de 55
semanas, peso médio 2.183 Kg, com média de postura em 78,5%, mantidas em gaiolas
individuais (450 cm?) com bebedouros tipo nipple e ragio balanceada para a fase de produgio.
As galinhas eram mantidas com programa de luz totalizando 16h de luz. As aves foram
inseminadas com sémen diluido em quatro tratamentos em parceria com grupo controle
(Tabela 1):

Tabela 1. Tratamentos e respectivos diluentes

Tratamentos T1 T2 T3 T4 TS5
. . Botudog Botusémen A
® ®
Diluentes Optidux Turbo® Botubov Special® Sémen puro

Fonte: dados da pesquisa

Para a inseminacao artificial, apos as 12h de resfriamento (21), utilizou-se um volume de
0,1 mL de sémen resfriado em seringa estéril com capacidade de 1 mL. O sémen foi depositado
a 2 cm de profundidade dentro do oviduto. Todas as gaiolas foram numeradas de forma que era
possivel identificar os ovos de cada galinha individualmente.

A dose inseminante utilizada em cada IA foi de =115 milhdes de células espermaticas em
insemina¢do Unica (22). Os ovos foram coletados e identificados (entrada na incubadora,
tratamento, nimero da galinha e sequéncia de coleta) por 14 dias apds a IA. Sendo que no
primeiro dia apds a IA os ovos ndo foram incubados pois estes certamente ndo estariam
embrionados.

Foram coletados um total de 725 ovos e estes foram armazenados em cartelas plésticas a
temperatura média de 25 °C. Ao final do quinto dia de coleta os ovos foram incubados em trés
lotes, sendo descartados ovos fora do padrao de incubagao (trincados, sujos, pequenos). Os ovos
foram colocados de forma aleatdria dentro das bandejas e incubados em duas chocadeiras da
marca Brood Modelo GM- 2 que tem capacidade para 384 ovos cada, viragem automatica dos
ovos a cada hora, temperatura de 37,5° C e umidade de 66%. Apos 10 dias de incubacao, os ovos
foram submetidos a ovoscopia para retirada dos ndo embrionados. No 20° dia de incubagao os
ovos foram retirados das bandejas e passados para o nascedouro para a eclosao.

O percentual de fertilidade e de eclodibilidade foi calculado utilizando as seguintes
formulas (23):

Taxa de fertilidade = (ovos férteis/total de ovos incubados) x100
Taxa de eclodibilidade = (Pintos nascidos/ ovos férteis) < 100

Os dados coletados relativos aos parametros de fertilidade e eclodibilidade foram
submetidos ao teste de ANOVA para avaliagdo de normalidade no SAS (24). Quando o teste F
foi significativo, as médias foram comparadas utilizando o Teste Duncan. O valor de p menor
que 0,05 foi considerado para determinar uma diferenga estatisticamente significativa (p <0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, foram comparados quatro diluentes comerciais das espécies bovina
(Optidux® e Botubov®), equina (Botusémen Special®) e canina (Botudog Turbo®) na avaliagio
da fertilidade in vivo do sémen de galo indio Gigante apos 12 horas de refrigeragdo a 5 °C.

Na Tabela 1, podem ser observados os valores de referéncia das caracteristicas seminais
do sémen fresco de aves (14,19) e os valores médios encontrados nas colheitas dos animais ap6s
a formacao do pool espermatico.

Tabela 2. Valores de referéncia e médias das caracteristicas encontradas no ejaculado de
galos ap6s a formacao do pool espermadtico.

Caracteristicas Valores de referéncia Valores médios
Volume 05-1mL* 0,52 mL
Cor Branca Branca
Movimento de massa Presente* Presente
Motilidade espermatica > 80%* 80%
Vigor >3* 4
Concentragio 1a5 x 109/mL** 2,3 % 10%/mL
N° total de espermatozoides 210 x 109" 1.2 x 10°
Espermatozoides normais > 90%* 92%

Fonte: *(14); **(19) e dados da pesquisa.

Os parametros do sémen fresco estdo dentro dos valores de referéncia preconizados para
galos. Os valores encontrados para volume e concentragdo espermatica foram proximos ao
limite inferior, o que pode ser explicado pela época do ano que foi realizado a colheita e
avaliacdo do sémen, uma vez que o fotoperiodo positivo tem forte influéncia no ciclo
reprodutivo dessas aves (25). O experimento foi desenvolvido nos periodos de final de outono
¢ inicio de inverno no hemisfério sul, onde ocorre uma menor intensidade luminosa natural.

A cor encontrada no pool dos ejaculados foi, como encontrada geralmente, branca e de
aspecto leitoso. Esta avaliagdo ¢ importante, pois a cor do ejaculado pode servir como indicador
de contaminag¢do, principalmente por excretas e uratos (23).

A diluigdo do sémen imediatamente apds a colheita € necessaria para manter a viabilidade
celular. A taxa de dilui¢do do sémen utilizada neste experimento foi de 1:1 e, segundo Yunhe
Zong et al (26), diluicdes de 1:1 a 1:4 ndo afetam a fertilidade do galo.

A capacidade de fertilizacdo do sémen diluido e resfriado foi estimada a partir dos
resultados da inseminagdo artificial de galinhas e foi expressa como taxa de fertilidade e taxa
de eclodibilidade. Os resultados da ovoscopia e da incubagdo estdo descritos na Tabela 3.

O percentual de fertilidade foi de 34,15% no tratamento 4 (Botusémen Special®), seguido
do tratamento 5 (Sémen puro) que apresentou percentual de 8,5% e do tratamento 2 (Botudog
Turbo®) com percentual de 2,16%. Os tratamentos T1 (Optidux®) e T3 (Botubov®) mostraram
baixa efetividade, ndo produzindo nenhum ovo embrionado.

Os resultados de fertilidade diferem dos encontrados por Chankitisakul et al. (21) e Ola,
Faleye, Adeyemi e Adeyosoye (27) que encontraram fertilidades média de 90,5% e 60%
respectivamente, utilizando sémen refrigerado a 5° C e com diluente especifico para galos em
um periodo de 0 a 14 dias ap6s a [A.
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Tabela 3. Numeros absolutos de ovos incubados, ovos férteis e pintos nascidos, taxa de
fertilidade e eclodibilidade por tratamento.

T2- T4-

T g B0 gy BOUSETEN g
Ovos incubados 159 139 151 123 153
Ovos férteis 0 3 0 42 13
Pintos nascidos 0 2 0 39 11
Taxa fertilidade 0% 2,16% 0% 34,15% 8,5%
Taxa eclodibilidade 0% 66,67% 0% 92,86% 84,62%

Fonte: dados da pesquisa

O percentual de eclodibilidade (Tabela 4) foi de 92,86% no tratamento 4 (Botusémen
Special®), seguido por 84,62% no tratamento 5 (Sémen Puro) e 66,67% no tratamento 2
(Botudog Turbo®). Os tratamentos T1 (Optidux®) e T3 (Botubov®) ndo produziram nenhum ovo
embrionado.

Tabela 4. Taxa de fertilidade e eclodibilidade por tratamento

T2- T4-

Tratamento o Ii%il;x@) Botudog Bo;ll-ﬁ:);) o Botusemen Sém-errsl ) uro
P turbo® Special® P

Tx fertilidade Oc 0,01918 ¢ Oc 0,2686 a 0,08313 b

Tx eclodibilidade Oc 0,01279 ¢ Oc 0,2494 a 0,07034 b

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si, pelo Teste de Duncan a 5%.
Fonte: dados da pesquisa

A comparagao dos resultados de fertilidade e eclodibilidade pelo teste de Duncan mostrou
que houve diferenca estatistica significativa (P<0,01) entre os diluentes interespecificos
utilizados no experimento (Tabela 3).

A composicdo exata dos diluentes comerciais de sémen ndo estd disponivel aos
consumidores. No entanto, nos websites das empresas encontra-se alguns dos principais
constituintes dos diluentes avaliados neste estudo, sdo eles: lipossomas (Optidux®), leite
(Botudog Turbo® e Botusémen Special®) e gema de ovo (Botubov®).

Nos tratamentos 1 e 3, ndo houve a produgdo de nenhum ovo embrionado. Este resultado
pode ser explicado devido a composi¢ao de gema de ovo dos diluentes que resulta em boas
condi¢des de sobrevivéncia para o s€men do galo in vitro, porém exerce um efeito contraceptivo
no oviduto da galinha (28).

Ainda ndo esta claro se a redugdo na capacidade de fertilizagdo causada pela adigdo de
gema de ovo ¢ consequéncia de algum efeito prejudicial direto sobre o espermatozoide ou se
por alguma resposta imunoldgica no oviduto da galinha. Um ponto a ser considerado ¢ a
diminui¢do da qualidade do sémen diluido com gema de ovo devido a mudanca na osmolaridade
do diluente (29). Abouelezz et al. (30) registraram reduc¢do da fertilidade apenas em diluentes
com concentragdo superior a 15% de gema de ovo.

O tratamento 2 apresentou fertilidade de 2,16%, relativamente baixa, considerando que o
diluente a base de leite promove boa motilidade e viabilidade dos espermatozoides em outras
espécies animais. Caseina ¢ a principal proteina do leite que protege os espermatozoides contra
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a criopreservacao (31). Porém no presente estudo, o tratamento 2 obteve resultados de
eclodibilidade inferiores até ao sémen nao diluido.

O tratamento 4 apresentou o melhor resultado de fertilidade (34,15%). A composicao do
diluente Botusemen Special® com adi¢do de colesterol pode ter permitido o melhor resultado
no teste in vivo apds o periodo de resfriamento. O colesterol tem multiplos efeitos sobre as
membranas espermaticas, incluindo a estabilizagcdo, reducdo da permeabilidade ¢ manutengao
das caracteristicas morfologicas. O dano a membrana durante o resfriamento ¢ a principal causa
da morte do espermatozoide. Quando estas células sao arrefecidas durante a criopreservagao, o
elevado teor de colesterol torna as membranas mais fluidas, e estas sofrem menos danos nas
membranas do que as membranas de espécies que tém uma relagdo colesterol: fosfolipidos
baixa (Galo: 0,30; Touro: 0,45; Coelho 0.88; Humano 0.99) (13,32).

O colesterol adicional se incorpora nas membranas das células plasmaticas, aumenta a
hidrofobicidade e, consequentemente, a resisténcia dos espermatozoides ao dano criogénico,
modifica o padrao de capacitagcdo e a capacidade subsequente do sémen de sofrer a reacao de
acrossoma. Embora os espermatozoides de aves ndo parecam sofrer capacitacdo ou
hiperativacdo da motilidade antes da fertilizacdo, eles passam um longo tempo no oviduto da
fémea antes da penetragdo do oocito (9,33).

O tratamento 5 ndo utilizou nenhum diluente o que representou uma queda significativa
na qualidade e eficiéncia da célula espermatica ao passar pelo resfriamento, porém com
resultados superiores a T1, T2 e T3. Para manter a capacidade de fertilizagdo, o sémen ¢
geralmente armazenado entre 2 ¢ 8°C para que o metabolismo celular seja reduzido e,
consequentemente, haja menos producao de espécies reativas de oxigénio (ERO). O alto teor de
acidos graxos poliinsaturados, principalmente o 4acido araquidonico e docosatetraendico, nos
fosfolipidos das membranas dos espermatozoides das aves, torna estas células particularmente
susceptiveis a peroxidacao lipidica. Danos peroxidativos afetam a morfologia dos
espermatozoides e reduzem a sua motilidade, acredita-se ser esta a principal causa da perda da
capacidade de fertilizacdo observada durante o armazenamento do s€émen de aves (34).

De acordo com Olaet al., (27) a baixa fertilidade geral do sémen conservado a frio neste
estudo € consistente com os relatos de que as galinhas inseminadas com sémen fresco produzem
ovos mais férteis do que as galinhas inseminadas com sémen refrigerado. Uma baixa taxa de
eclodibilidade esta associada a uma reducdo da fertilidade, bem como a um aumento da
mortalidade embriondria, que ¢ comum em galinhas mais velhas ou em um grupo de fémeas
com atividade pouco frequente de acasalamento ou IA.

Os fatores capazes de influenciar diretamente a eclodibilidade sdo ligados a mortalidade
embriondria causada por contaminacdo do sémen ou dos ovos, incorreta selecdo e
armazenamento dos ovos, falha na operacao das incubadoras, temperatura, ventilagdo e umidade
de incubacdo inadequados, e efeitos genéticos letais (35).

Neste estudo, apds o periodo de incubagdo dos ovos e independente do tratamento
utilizado, foi possivel verificar que a quantidade de pintos nascidos cai gradativamente com o
passar dos dias apos a 1A (Grafico 1). A fertilidade maxima foi observada no 2° e 5° dia apds a
IA e a duragdo do periodo fértil neste experimento foi até o 14° dia, em desacordo com o estudo
de Tabatabei (36), no qual a fertilidade méxima foi obtida no dia 3° dia apods a 1A enquanto a
duragdo da fertilidade foi obtida até no 19° dia.

Para manter um nivel elevado e constante de fertilidade, muitos produtores utilizam duas
IA por semana em cada galinha, porém os resultados de fertilidade em relagdo ao tempo apos a
IA encontrados neste experimento mostraram que sete dias € o melhor intervalo entre as IA. Esse
resultado estd de acordo com Bui et al. (37), que notou redugdo na fertilidade dos ovos uma
semana apos a [A. Saleh et al., (38) e Mohan et al. (39), também concluiram que para otimizar o
uso do reprodutor e produzir a maior quantidade de ovos férteis o intervalo ideal de inseminacao
nas galinhas ¢ de 7 dias.
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Grafico 1. Eclosdo dos ovos por dia apos TA
Fonte: dados da pesquisa

CONCLUSAO

Diante dos dados apresentados, conclui-se que dentre os diluentes de sémen comerciais

de diferentes espécies testados, o que apresentou melhor resultado para diluicdo do s€émen de
galo resfriado por 12 horas a 5 °C, em relacdo a fertilidade e eclodibilidade dos ovos foi o
Botusémen Special®.

Recomenda-se mais estudos para explorar as possiveis formas de armazenamento de s€émen

resfriado durante mais horas a temperatura de refrigeracao (5 °C) sem diminui¢ao significativa da
fertilidade.
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