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RESUMO

Influéncia do clima nas caracteristicas do sémen e na composi¢ao proteica do
plasma seminal em zebus e taurinos

O plasma seminal é um complexo de secre¢des dos 0rgdos reprodutores acessorios
dos machos e aparentemente exercem importantes efeitos sobre a funcéo
espermatica. A qualidade das proteinas do plasma seminal pode colaborar com a
fertilidade dos touros. O objetivo desse estudo foi de determinar a influéncia das
estacbes do ano sobre as caracteristicas morfologicas dos testiculos, epididimos,
sémen e das proteinas do plasma seminal por meio da eletroforese SDS—-PAGE em
touros Bos taurus indicus e Bos taurus taurus, criados extensivamente. Foram
utilizados 5 touros Nelore e 2 Simental, avaliou-se a morfometria testicular e
escrotal, qualidade do sémen e perfil proteico do plasma seminal em SDS-PAGE
nas estacdes seca e chuvosa. Obteve-se para os taurinos um volume testicular VT =
460,14 cm?® na estacdo chuvosa e VT = 571,26 cm® na estacéo seca. Com relagéo
aos zebuinos, na estacdo chuvosa o VT foi de 524,75 cm® e de 515,13 cm® na
estacdo seca. A motilidade espermatica na estacdo seca para 0s taurinos e 0s
defeitos espermaticos totais na estacdo chuvosa para esse mesmo grupo de
animais, mostraram-se como pontos de estrangulamento dentro da analise do
espermograma, sugerindo especial atencdo dos mesmos quando da selecdo de
touros para fins de monta natural. As estac¢des influenciaram nas caracteristicas
morfolégicas e do sémen. A subespécie taurina revelou uma grande plasticidade
testicular, refletida na volumetria do testiculo que se reduz na estag¢éo chuvosa. Com
relacdo a morfologia espermatica, verificou-se que houve efeito significativo da
estacdo seca, melhorando a qualidade morfologica dos espermatozoides. Para a
eletroforese, verificou-se a presenca de grande diversidade de bandas proteicas
presentes no plasma seminal, sendo as bandas de 14, 21 e 65 kDA presentes em
todos os animais das duas subespécies nas estacdes estudadas. Sugere-se que as
trés bandas protéicas encontradas em todas as amostras, provavelmente, possuam
acdo benéfica em relacdo ao quadro espermatico dos touros, colaborando com a
fertilidade.

Palavras-chave: touros, estacdo do ano, sémen, SDS-PAGE, fertilidade.



ABSTRACT

Season influence upon semen characteristics and seminal plasma proteins
In zebu and taurine

Seminal plasma is a complex of secretions of the accessory reproductive organs of
males with effects on sperm function. The quality of seminal plasma proteins may
contribute to the fertility of bulls. The aim of this study was to determine the influence
of season on the morphologic characteristics of the testes, epididymis, sperm and
seminal plasma proteins by SDS-PAGE in Bos taurus indicus and Bos taurus taurus,
bulls raised extensively. In this study 5 Nellore and 2 Simmental bulls, wewe used
evaluated the scrotal and testicular morphometry, semen quality and the seminal
plasma protein profile in SDS-PAGE in the dry and rainy seasons. Was obtained for
a testicular volume TV = 460.14 cm?® during the rainy season and TV = 571.26 cm® in
the dry season. With respect to Zebu, in the rainy season the TV was 524.75 cm?®
and 515.13 cm? in the dry season. Sperm motility in the dry season for the taurine
and total sperm defects in the rainy season for this same group of animals, showed
as critical situation in the seminal analysis, suggesting the same attention when
selecting bulls for purposes of natural mating. it is observed in 100% of the samples
of the protein bands of 14 kDa, 21 kDa and 65 kDa in two stations evaluated. The
seasons influence on morphology, and semen. The subspecies taurine showed great
plasticity testicular volumes reflected in the testicle that reduces the rainy season.
With respect to morphology, we found that there were significant effects of the dry
season, improving the quality of sperm morphology. For electrophoresis, it was
verified the presence of a large diversity of protein bands present in seminal plasma,
and the bands 14, 21 and 65 kDa present in all the animals studied subspecies
stations. It is suggested that the three protein bands found in all samples probably
have beneficial action in relation to the framework sperm of bulls, collaborating with
fertility.

Keywords: bulls, season, semen, SDS-PAGE, fertility.
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1 INTRODUCAO

Contendo o maior rebanho bovino comercial do mundo, o Brasil possui
grandes condicdes para atender o aumento na demanda dos mercados nacional e
internacional (JORGE JUNIOR; CARDOSO; ALBUQUERQUE, 2006).

Com o aumento da produtividade houve a necessidade do emprego de
biotécnicas aplicadas a reprodugdo animal para que os indices zootécnicos fossem
alcancados. Dentre alguns métodos ha um destaque para a inseminacao artificial, ja
bastante difundida entre os produtores do setor, auxiliando no melhoramento
genético, maximizando a distribuicdo de genes favoraveis, eliminando o contato
fisico entre os animais e consequentemente diminuindo os indices de propagacéo
de doencas sexualmente transmissiveis (BOILARD et al., 2002).

Segundo a Associacao Brasileira de Inseminacéo Artificial - ASBIA
(2010), a monta natural realizada de um touro fértil pode deixar de 120 a 400
descendentes, contando que este passe por meio de avaliagdo androldgica, j& com
a utilizacdo da inseminacdo artificial esse numero pode ultrapassar os 100.000
descendentes, salientando a importancia da sua utilizacao.

Outro ponto importante que pode influenciar na fertilidade dos touros,
diz respeito aos fatores climaticos, sendo que a maioria dos reprodutores sao
criados de forma extensiva, estando expostos ao clima (CHACUR et al., 2011).

As diferencas na fertilidade observadas entre os animais, muitas vezes
nao sao detectadas pelos testes rotineiros empregados na avaliagcdo da qualidade
do sémen (JOBIM et al, 2009).

Roncoletta et al. (1999) sugeriram que o contetdo do plasma seminal
pode influenciar na fertilidade dos machos, desta forma utilizaram perfis
eletroforéticos como marcadores no auxilio da avaliacao clinica.

Estudos recentes mostram evidéncias entre associacdes significativas
de proteinas seminais e a fertilidade dos machos avaliados, tais proteinas sdo
designadas como marcadores moleculares de fertilidade (MOURA et al., 2006).

Em virtude da importancia da selecdo de touros férteis, o presente
estudo justifica-se, pois os reprodutores colaboram com 50% da probabilidade de

ocorrer prenhez.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A utilizacdo de marcadores bioquimicos nos estudos que indicam o
potencial reprodutivo do animal tem sido objeto de iniUmeras pesquisas nas ultimas
décadas, e que provavelmente irdo contribuir significativamente na escolha de
reprodutores superiores (JOBIM et al., 2009).

O plasma seminal serve de veiculo para o0s espermatozoides
ejaculados, e possui em sua estrutura inameros grupos de proteinas, que induzem
as alterac6es moleculares na membrana plasmatica, essenciais para a capacitacao
espermatica (THERIEN, 1998; BERGERON, 2004). Todavia a andlise de sémen &
baseada em técnicas de microscopia, tendo como principais parametros avaliados:
motilidade, vigor, concentracao e morfologia (HAFEZ; HAFEZ 2004).

A partir da década de 90, estudos referentes a composicao do plasma
seminal, foram propostos para determinar marcadores bioquimicos de fertilidade
para enfim predizer o potencial reprodutivo de um animal permitindo a selecdo dos
animais mesmo antes da puberdade, tornando o processo de selecdo ainda mais
agil e eficiente (CHACUR et al., 2006).

O perfil eletroforético das proteinas de touros taurinos e zebuinos,
revelam que, ha cerca de 20% a mais de proteinas totais no conteudo plasmatico
dos zebuinos, em relacdo aos taurinos (RONCOLETTA et al., 1999).

A concentragdo de proteinas totais encontradas no sémen € uma
ferramenta importante para caracterizar sua funcionalidade no congelamento e
fertilidade de touros bubalinos (ARANGASAMY et al., 2005).

2.1 Sémen

O sémen possui em sua constituicdo uma fracdo liquida: o plasma
seminal e outra composta pelos espermatozoides, 0s quais possuem caracteristicas
que lhes permitem alto desempenho para movimentacdo progressiva retilinea,
sendo de suma importancia na penetracdo da zona peltucida. No plasma seminal séo
encontrados o0s acucares e outras substancias como acido citrico e sorbitol,
utilizados pela bainha mitocondrial da peca intermediéria dos espermatozoides para
a combustdo energética, resultando na movimentacdo espermatica (VALE FILHO,
1997).
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Caracteristicas seminais sdo descritas como fisicas e morfoldgicas,
sendo as fisicas: volume, cor; aspecto, odor, pH, motilidade, turbilhonamento, vigor e
concentracdo; e as morfoldgicas: classificadas quanto as anormalidades de cabeca,
peca intermediaria e cauda, ainda podem ser agrupadas em defeitos espermaticos
maiores, defeitos menores e defeitos totais (COLEGIO BRASILEIRO DE
REPRODUCAO ANIMAL, 1998). A somatéria das caracteristicas fisicas e
morfolégicas do sémen caracterizam o0 quadro espermatico para fins de laudo
reprodutivo (RODRIGUEZ - MARTINEZ, 2005).

Diversos estudos enfocaram a relacao entre a avaliagcdo morfologica do
sémen e a porcentagem de concepcgdes seguintes aos acasalamentos. Nesses
mesmos trabalhos, foram verificadas variacbes das amostras de sémen do mesmo
touro, sendo colhidas em épocas distintas do ano, dificultando determinar somente
com um unico exame a eficiéncia reprodutiva do animal em questdo (DONHAM,;
SIMMS; SHAW, 1931).

As anormalidades celulares dividlem—se em trés grupos, sendo 25
anomalias espermaticas primarias que reunem as de origem em desordens do
epitélio seminifero, que resultam em formas anormais de cabeca; anomalias no
desenvolvimento do acrossomo e algumas anomalias da peca intermediaria e da
cauda. As anomalias espermaticas secundarias afetam o espermatozoide formado,
sendo resultado de condi¢cGes nédo fisiologicas, desde o epididimo até o momento da
ejaculacdo que originam cabecas isoladas normais, espermatozoides com gotas
citoplasmaticas e caudas dobradas e/ou enroladas. J& no terceiro grupo encontram-
se as células primordiais, ainda indiferenciadas, sendo verificadas em touros com
degeneracéo testicular (BLOM, 1950).

Deve-se considerar uma série de fatores para avaliar e analisar uma
amostra de sémen de um reprodutor tais como: idade, época do ano, método de
colheita empregado, além da individualidade do animal (MIES FILHO, 1982).
Portanto, a relacdo entre o tipo e a prevaléncia das alteracbes morfoldgicas dos
espermatozoides, demonstra relacao direta com a fertilidade do animal (MCGOWAN
et al., 2002; FITZPATRICK et al., 2002; CORREA et al.,2006).
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2.2 Termorregulacdao testicular, fatores climaticos e reproducéo

O testiculo possui fungbes béasicas de sintetizar hormonios e realizar a
espermatogénese, sendo este um processo longo e extremamente sensivel, em que
exige a manutencéo da temperatura testicular, entre 2 a 6°C abaixo da temperatura
corporal, para que haja a producdo de espermatozoides com capacidade de
fertilizacdo (COULTER, 1988).

A anatomia dos testiculos e escroto possibilita a regulacdo da
temperatura testicular, estes possuem receptores de temperatura que estédo
localizados na pele escrotal, podendo provocar variagdes diminuindo a temperatura
e aumento da frequéncia respiratéria e transpiracdo (ROBERTSHAW, 1982). Outro
fator importante na fisiologia € que na pele do escroto existe em grande parte de sua
constituicdo uma grande proporcdo de glandulas sudoriparas e seu componente
muscular, a tunica de dartos, que permite alterar a espessura e area da superficie do
escroto, modificando a distancia do testiculo, em relacdo ao corpo do animal
(HAFEZ; HAFEZ, 2004).

O mecanismo de troca de calor tende a variar, oscilando de acordo
com a diferenca de temperatura entre a artéria e a veia testiculares (temperatura
corporea e testiculo), respectivamente. O escroto penduloso aumenta a area de
superficie facilitando a exposicdo do cone vascular ao meio, permitindo que 0s
testiculos figuem distantes do corpo do animal, este trabalha em estado de hipdxia,
onde apenas 50% do sangue que chega pela artéria testicular irriga os testiculos
(WOLF; GABALDI, 2002).

Nos animais domeésticos, a artéria testicular possui uma estrutura
enovelada, em forma de cone, tendo sua base no pélo cranial ou dorsal do testiculo,
esta se apresenta envolta pelo plexo pampiniforme das veias testiculares, fazendo
com que o0 sangue arterial que chega nos testiculos seja resfriado pelo sangue
venoso da circulacao de retorno (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Determinados musculos possuem ac¢des benéficas na termorregulacéo
tais como, musculo cremaster que relaxa e contrai para aproximar os testiculos do
corpo nas situacdes de baixas temperaturas e a tlnica dartos, musculo estriado que
facilitam a preservacdo do gradiente de temperatura, porém este ndo sustenta a
contracao por muito tempo (KASTELIC, 2001; WOLF; GABALDI, 2002).
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Os animais expostos a periodos relativamente curtos, diante de altas
temperaturas e umidade ambientais, podem processar espermatogénese com
aumento significativo de espermatozoides anormais, conforme descrito em touros,
carneiros e cachacos (HAFEZ, HAFEZ, 2004).

Considerada a principal causa da infertilidade em touros, por varios
autores, a degeneracdo testicular é caracterizada pelo desarranjo das funcbes dos
tubulos seminiferos na producédo espermatica, sendo que o testiculo possui grande
sensibilidade a fatores de injarias e estresse intenso como: temperaturas elevadas,
deficiéncias nutricionais e doencgas cronicas (GOIOZO et al., 2005), podendo ser
uma alteragdo uni ou bilateral, temporaria ou permanente, dependendo do tipo,
severidade e/ou duracéo do insulto (SETCHELL, 1998).

Altas temperaturas ambientais podem alterar a qualidade do sémen e
atuar no decréscimo da producédo de esteroides em touros (WOLF; GABALDI, 2002).
Entende-se que algumas ragas sdo susceptiveis aos fatores estressantes do meio
ambiente, como os taurinos, mais vulneraveis a degeneracao testicular devido a
selecdo e adaptacdo para regides de clima ameno, estes ndo resistem as altas
temperaturas. Além disso, os fatores manejo e alimentacdo, impostos a estes
animais diferem em relacdo aos dos seus paises de origem (SILVA et al., 1993).

Animais da raca zebuina possuem melhor termorregulagéo corporea e
escrotal e apresentam maior resisténcia ao estresse térmico, por apresentarem uma
superficie de pele mais extensa e com maior niumero de glandulas sudoriparas
(SANTIAGO, 2006).

Os primeiros sinais clinicos de um animal em processo de
degeneracéo testicular sdo a consisténcia e volume testicular alterados, porém o
estado geral do animal e a libido nem sempre sao influenciados. O grau da
enfermidade pode variar, a consisténcia dos testiculos oscila entre a fibroelastica até
a flacidez de graus I, Il e Ill. A motilidade espermatica pode ser elevada ou baixa,
conforme o grau da degeneracdo; e a concentracdo de espermatozoides se reduz
com a evolucdo do quadro (SILVA et al.,, 1993; ARISTIDES, 2005). A taxa de
producdo gamética de um animal neste estado apresenta elevagdo na porcentagem
de defeitos esperméticos e queda da motilidade e concentracdo esperméticas, a
reversao deste quadro pode ocorrer caso o agente da degeneracdo seja minimizado
ou eliminado (SILVA et al., 1993).
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Na grande maioria dos casos, se torna dificil determinar se a leséo
causada pela degeneracdo testicular sera transitéria ou permanente, ha
necessidade de tempo para aguardar o periodo de producdo espermatica pelos
testiculos e da passagem dos espermatozoides pelo epididimo. Periodo esse
compreendido entre, aproximadamente, duas semanas apds o insulto podendo
chegar até um més (ENTWISTLE, 1992).

Em um estudo desenvolvido com animais hibridos Bos taurus x Bos
indicus, verificou—se que 48 horas de insulag&o do escroto, resultou na producéo de
espermatozoides decapitados, sendo que nos dias 12 a 23 pos-insulacéo,
anormalidades acrossdmicas e de cauda foram verificadas; e entre os dias 17 a 23,
gotas protoplasmaticas (WILDEUS; ENTWISTLE, 1983).

Temperaturas ambiente elevadas influenciam negativamente na
espermatogénese, estando entre 27°C e 32°C, e exposicbes continuas a
temperaturas excedendo os 30°C podem resultar em efeito negativo sobre a
producdo espermatica (SKINNER; LOUW, 1966). Nos casos mais severos, ocorrem
oligozoospermia e astenozoospermia, além do aumento no numero de
espermatozoides com anomalias morfolégicas, especialmente com defeitos de
cabeca e peca intermediaria (NASCIMENTO; SANTOS, 1997).

O estudo das variaveis climéticas esta relacionado com a sele¢édo de
touros, colaborando com a escolha de animais mais adaptados a uma distinta regiao
geografica. Varias pesquisas relacionando a influéncia do clima na reproducao foram
sao realizadas, principalmente em bovinos de racas taurinas (Bos taurus taurus).
Touros de ragas zebuinas apresentam menor concentragdo espermatica na época
chuvosa, e quando comparados com ragas taurinas a concentragdo € menor em
ambas as estacOes (ANCHIETA et al., 2005).

Para Chacur et al. (2006) a baixa temperatura no inverno pode
ocasionar um aumento nos defeitos espermaticos, sendo as porcentagens de
defeitos maiores 20,96% e defeitos menores 21,80% e no verdo, defeitos maiores
8,2% e defeitos menores 6,18%. Vale destacar que o verdo foi ameno com umidade

do ar intermediaria, clima propicio para os touros da raga Nelore.
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2.3 Eletroforese em SDS-PAGE

A SDS-PAGE é a eletroforese de proteinas mais amplamente usada,
sua sigla significa: eletroforese em géis de poliacrilamida que se realiza na presenca
de SDS duodecil sulfato de sddio (SDS), descrito por Laemilli (1970).

O tamanho do poro do gel pode ser ajustado, de forma que sejam
suficientemente pequenos, para retardar a migracado das moléculas de proteinas. As
proprias proteinas ndo estdo em uma solugdo aquosa, e sim em uma solucédo que
inclui um detergente forte, carregado negativamente, o SDS. Cada molécula de
proteina se liga a varias moléculas do detergente carregado negativamente, que
supera a carga intrinseca da proteina e faz com que ela migre em direcdo ao
eletrodo positivo, quando a voltagem é aplicada. A eletroforese contendo SDS é
utilizada para a separacao de cadeias polipeptidicas. A proteina serad desnaturada
por aquecimento a 100°C, na presenca de beta mercaptoetanol ou ditiotreitol (DTT)
e do detergente SDS. Na eletroforese, as cadeias polipeptidicas de carga negativa,
proporcionais ao comprimento da cadeia peptidica migrardo com velocidades

definidas apenas por diferencas de seus tamanhos moleculares (ALFENAS, 1998).

2.4 Proteinas do Plasma Seminal

Com o emprego da eletroforese em SDS-PAGE, pode-se observar a
presenca de um abundante niamero de proteinas, dentre elas se destacam o grupo
das proteinas do plasma seminal bovino (BSP), estas proteinas sao encontradas no
plasma seminal e sdo as principais proteinas de ligacdo a heparina. Dentre suas
particularidades ocorre uma ligacdo com a superficie no momento da ejaculacao,
devido a suas propriedades ligantes, além de participarem do metabolismo lipidico
do espermatozoide e desempenham papel fundamental no processo da capacitacéo
espermatica (NAUC; MANJUNATH, 2000).

Dentro deste grupo de proteinas encontram-se as: BSP-Al, BSP-A2,
BSP-A3 e BSP-15kDa, que pertencem a familia de glicoproteinas com excec¢do das
BSP-A3. A BSP-A1/-A2 e BSP-A3 tem pesos moleculares de 15 -16,5 kDa, pl 4,7-
5,2, enquanto que a BSP de 30 kDa possui um peso molecular de 28-30 kDa, pl 3,9-

4,6 As BSP encontradas em maior propor¢cdo no plasma seminal sdo as BSP-Al e
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BSP-A2, totalizando 38% da fracdo total do plasma seminal, enquanto a BSP-A3
representa 3% a 4% da fracéo total das proteinas (NAUC; MANJUNATH, 2000).

Roméo (2002) descreve a proteina de 13kDa como PDC-109,
conferindo alta fertilidade aos touros, agindo, de forma direta, no metabolismo do
espermatozoide.

Proteinas com peso molecular referente a 12, 30, 55, 66, 80, 90 e 105
kDa, contribuem com o quadro espermatico (CHACUR et al., 2006). Foi encontrada
uma maior proporcdo da proteina BSP A3, no plasma seminal de touros de baixa
fertilidade. Ao considerar que as proteinas BSP, representam cerca de 70% do
constituinte total das proteinas do plasma seminal, € sugerido haver uma relacao
entre concentracao de proteina total e concentracdo de BSP totais no plasma, para
touros de baixo desempenho reprodutivo, confirmando portanto a importancia da
utilizacdo das BSPs como ferramenta para predizer o potencial de fertilidade do
macho (RONCOLETTA, 2003).

Outro grupo de proteinas encontrados no plasma seminal sdo as
denominadas Prostaglandina D, também conhecida como 26kDa, pl 6,2, sendo a
principal proteina secretada pelas células epiteliais do epididimo do bovino, esta
exerce 0 papel durante o desenvolvimento e maturacdo espermatica (GERENA,
2000), todavia a fungédo exata que a mesma exerce sobre 0s espermatozoides ainda
nao esta totalmente estabelecido (MOURA et al.,2006).

Segundo Chacur et al. (2006) a proteina 26kDa esteve presente em
25% das amostras de plasma seminal dos animais aptos para a reprodugéo; e em
75% dos touros Nelore parcialmente aptos, pertencentes as variedades padréo e
mocho, por outro lado, essa mesma proteina tem sido alvo de estudos por conferir
baixa fertilidade aos touros, quando presente no plasma seminal (RONCOLETA et
al., 1999; CHACUR et al., 2003).

Estudos realizados quantificaram a prostaglandina em sémen bovino,
com o0 uso de antisoro especifico, foi observado que as maiores concentracdes
desta proteina foram encontradas em touros de alta ou normal fertilidade. Porém
houve touros que apresentaram diferentes graus de fertilidade, e baixas
concentragdes desta proteina, sugerindo assim que esta proteina ndo é importante
ou pode ser assumida por outras proteinas quando sua concentracdo nao for
significativa (FOUCHECOURT et al., 2002).
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Gerena (2000) detectaram que a prostaglandina se encontra em
diferentes partes do epididimo (principalmente na cabeca), associada com a

regulacéo e a integridade funcional do epididimo.
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Influéncia das estac¢fes do ano nas caracteristicas morfométricas do conteudo escrotal e

perfil protéico seminal por meio da eletroforese SDS-PAGE em Nelore e Simental
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Resumo

O plasma seminal € um complexo de secrecdes dos Orgdos reprodutores acessorios dos
machos e aparentemente exercem importantes efeitos sobre a funcdo espermatica. A
qualidade das proteinas do plasma seminal pode colaborar com a fertilidade dos touros.
Mudancas climéticas que afetam a gametogénese podem levar a baixa eficiéncia reprodutiva
de touros, Vale Filho [23]. Na india, Kodagalli [15] observou uma melhor motilidade
espermatica em touros de racas zebuinas em periodos de temperaturas mais baixas. Chacur et
al. [7] em 2010a relataram que em reprodutores bubalinos submetidos a temperatura de 39°C
em ambiente controlado e umidade do ar entre 60 e 95%, a espermatogénese se manteve
equilibrada com pequena percentagem de espermatozoides defeituosos. A eletroforese € uma
técnica que auxiliam o diagndéstico de algumas patologias ou diferenciacdo de animais quanto
ao grau de sua fertilidade frente a alteracdes de clima e manejo, associadas a patologias do
trato reprodutivo masculino ou do espermatozdide. Determinadas proteinas no plasma
seminal, de seres humanos, foram caracterizadas e relacionadas com infertilidade, segundo
Roncoletta et al. [20] em 1999. As “Bovine Seminal Plasma Proteins” (BSPs) sdo proteinas
produzidas nas vesiculas seminais, ricas em fibronectina tipo Il e responsaveis por 70% das

proteinas totais do plasma seminal de bovinos, existem trés tipos de BSP sendo BSP-AL,
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BSP-A2, e BSP-A3 de acordo com Roncoletta [21] em 2003. O objetivo desse estudo foi de
determinar a influéncia das quatro estagdes do ano sobre as caracteristicas morfoldgicas dos
testiculos, epididimos, sémen e das proteinas do plasma seminal por meio da eletroforese SDS
— PAGE em touros Bos taurus indicus e Bos taurus taurus, criados extensivamente. Foram
utilizados cinco Zebuinos e dois Taurinos com idade de quatro anos. Colheitas de sémen
foram realizadas nas estacfes da primavera, verdo, outono e inverno, em intervalos de 15 dias.
O exame clinico do aparelho reprodutor dos touros bem como as caracteristicas qualitativas
do sémen foram utilizados para a eletroforese. As amostras de plasma seminal foram
centrifugadas a 1500g/15 min e acondicionadas em criotubos a -196°C até o processamento.
As proteinas foram extraidas de 200 uL de cada amostra em 2 mL de tampao para extragao
composto por 0,625 M Tris — HCI, pH 6,8; 2% SDS, 5% B — mercaptoethanol e 20% de
glicerol. As proteinas foram quantificadas conforme Bradford em 1976 [3] e as eletroforeses
processadas de acordo com Laemilli em 1970 [16]. Os geis foram fixados com a solucédo de:
isopropanol: &cido acético: &gua (4:1:5: v/v) durante 30 min, e corados na mesma solugdo
com 2% de “Comassie Blue” R250. Os dados foram avaliados pela analise de variancia e
posteriormente aplicados ao teste de Tukey a 5%, conforme Banzato e Kronka em 2006 [1]. A
andlise foi realizada por meio do “software” SAS [22]. Em relacdo ao volume testicular (VT)
empregou-se a expressao: VT = 0,0396 x (média do comprimento dos testiculos) x (perimetro
escrotal), obtendo-se para os taurinos um VT = 460,14 cm® na estacéo chuvosa e VT = 571,26
cm® na estagdo seca. Com relacio aos zebuinos, na estacdo chuvosa o VT foi de 524,75 cm® e
de 515,13 cm® na estacdo seca. Verificou-se um aumento do VT nos taurinos na estago seca
e nos zebuinos na chuvosa. Dentre as caracteristicas do sémen, a motilidade espermatica na
estacdo seca para 0s taurinos e os defeitos espermaticos totais na estacdo chuvosa para esse
mesmo grupo de animais, mostraram-se como pontos de estrangulamento dentro da andlise do

espermograma, sugerindo especial atencdo dos mesmos quando da selecéo de touros para fins
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de monta natural. Valores esses, acima dos preconizados pelo Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal para fins de uso de touros para cobertura natural em condigdes extensivas
de manejo, conforme o CBRA [10] em 1998. Com relagéo aos géis da eletroforese, observa-se
a presenca em 100% das amostras das bandas proteicas de 14 kDa, 21 kDa e 65 kDa nas duas
estacOes avaliadas. A banda de 30 kDa esteve presente em 100% das amostras no gel 1 para
ambas as estacdes e as subespécies estudadas. A banda de 179 kDa esteve presente em oito
das 14 amostras avaliadas, sendo visualizada em seis amostras provenientes dos Zebuinos e
em duas nos Taurinos. Verificou-se que os pesos moleculares das bandas identificadas nos
géis variou entre 4 kDa e 205 kDa. Com relacdo a morfologia espermatica, verificou-se que
houve efeito significativo da estacdo seca, melhorando a qualidade morfoldgica dos
espermatozoides.

Para a eletroforese, verificou-se a presenca de grande diversidade de bandas proteicas
presentes no plasma seminal, sendo as bandas de 14, 21 e 65 KDA presentes em todos os
animais das duas subespécies nas estacdes estudadas.

Palavras-chave: touros, estacdo do ano, sémen, SDS-PAGE, fertilidade.

Abstract

Seminal plasma is a complex secretions of the accessory reproductive organs of males and
seemingly exert important effects on sperm function. The quality of seminal plasma proteins
may contribute to the fertility of bulls. Climate change affecting gametogenesis can lead to
low reproductive efficiency of bulls, Son Valley [ 23 ]. In India , Kodagalli [ 15 ] observed a
better sperm motility in Zebu bulls in periods of lower temperatures. Chacur et al. [7] reported
that in 2010a breeding buffaloes subjected to a temperature of 39 ° C in a controlled
environment and humidity between 60 and 95 %, spermatogenesis remained balanced with

small percentage of defective sperm. Electrophoresis is a technique that helps the diagnosis of
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some diseases or differentiation of animals in the degree of their fertility against climate
change and management, associated with diseases of the male reproductive tract or sperm.
Certain proteins in seminal plasma of humans, were characterized and related infertility,
according Roncoletta et al. [20] in 1999. The " Bovine Seminal Plasma Proteins " ( BSPs ) are
proteins produced in the seminal vesicles , rich in fibronectin type Il and responsible for 70 %
of total proteins in the seminal plasma of cattle , there are three types of BSP and BSP - Al
BSP - A2 , and BSP -A3 Roncoletta according to [21] in 2003. The aim of this study was to
determine the influence of the four seasons on the morphological characteristics of the testes,
epididymis, sperm and seminal plasma proteins by SDS - PAGE bulls in Bos taurus indicus
and Bos taurus, raised extensively. Five were used and two Zebu Taureans aged four years.
Crops were performed on semen seasons of spring, summer, autumn and winter, every 15
days. Clinical examination of the reproductive tract of bulls and the qualitative characteristics
of semen were used for electrophoresis. Seminal plasma samples were centrifuged at
15009g/15 min and placed in cryovials at -196 ° C until processing . Proteins were extracted
from 200 ml of each sample in 2 ml of extraction buffer consisting of 0.625 M Tris - HCI , pH
6.8 , 2% SDS , 5 % B - mercaptoethanol and 20% glycerol. The proteins were quantified
according to Bradford 1976 [3] and electrophoresis processed according Laemilli 1970 [16] .
The gels were fixed with a solution of: isopropanol : acetic acid : water ( 4:1:5: v/ v) for 30
min and stained in the same solution with 2% " Coomassie Blue" R250 . Data were analyzed
by analysis of variance and subsequently applied to the Tukey test at 5 % , as Banzato and
Kronka in 2006 [ 1 ] . The analysis was performed using the " software " SAS [ 22 ] . In
relation to testicular volume (VT ) used the expression : VT = 0.0396 x ( the average length of
the testes) x ( scrotal circumference ) , to obtain the taurine to one VT = 460.14 cm3 in the
rainy season , and VT = 571.26 cm3 in the dry season . With respect to Zebu , in the rainy

season the VT was 524.75 cm3 and 515.13 cm3 in the dry season. There was an increase in
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VT during the dry season in the taurine and zebu cattle in rainy. Among the characteristics of
semen , sperm motility in the dry season for the taurine and total sperm defects in the rainy
season for this same group of animals , showed up as bottlenecks in the analysis of semen ,
suggesting the same attention when selection of bulls for natural mating purposes . These
values above those recommended by the Brazilian College of Animal Reproduction for the
purpose of use of bulls for natural cover in extensive management , as the CBRA [ 10 ] in
1998 . With respect to gel electrophoresis, it was observed the presence of 100% of the
sample protein bands of 14 kDa , 21 kDa and 65 kDa in two stations evaluated. The 30 kDa
band was present in 100 % of the samples on the gel for both stations 1 and subspecies
studied. The band of 179 kDa was present in eight of 14 samples, being viewed in six samples
from Zebu and two in the Taureans. It was found that the molecular weights of the bands
identified in the gels ranged between 4 kDa and 205 kDa. With respect to morphology, we
found that there were significant effects of the dry season , improving the quality of sperm
morphology. For electrophoresis, it was verified the presence of a large diversity of protein
bands present in seminal plasma , and the bands 14, 21 and 65 kDa present in all the animals
studied subspecies stations.

Keywords : bulls , season, semen , SDS -PAGE , fertility.
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Introducéo
Diversos fatores afetam a producdo animal, entre eles a temperatura, umidade,
nutricdo, doencas, parasitas e alteragdes ambientais de diferentes origens, Horn & Galina [13].

A temperatura testicular em touros deve ser 4 a 5° C abaixo da temperatura corporal para que
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ocorra espematogénese normal, conforme Coulter [11]. Segundo Kastelic et al. [14] em 2001,
uma moderada elevacdo da temperatura testicular em touros submetidos a insulacéo escrotal
reduz drasticamente a producdo espermaética, a motilidade progressiva, a quantidade de
espermatozoides vivos por ejaculado e aumenta a porcentagem de espermatozoides
morfologicamente anormais.

Mudangas climaticas que afetam a gametogénese podem levar a baixa eficiéncia
reprodutiva de touros [25]. Na india, Kodagalli [15] observou melhor motilidade espermatica
em touros de racas zebuinas em periodos de temperaturas mais baixas.

A eletroforese € uma técnica que auxilia o diagnéstico de algumas patologias ou
diferenciacdo de animais quanto ao grau de sua fertilidade frente a alteracdes de clima e
manejo, associadas a patologias do trato reprodutivo masculino ou do espermatozoide.
Determinadas proteinas no plasma seminal, de seres humanos, foram caracterizadas e
relacionadas com infertilidade, segundo Roncoletta et al. [20] em 1999.

O objetivo desse estudo foi de determinar a influéncia das quatro estagbes do ano
sobre as caracteristicas morfoldgicas dos testiculos, epididimos, sémen e das proteinas do
plasma seminal por meio da eletetroforese SDS — PAGE em touros Bos taurus indicus e Bos

taurus taurus, criados extensivamente.

Materiais e Métodos

O experimento foi realizado em uma propriedade rural pertencente ao
municipio de Presidente Prudente — SP, latitude Sul 22° 23' e Longitude W.GE. 51° 27', com
precipitacdo média de 1.300 mm/ano, temperatura média anual de 28°C, clima quente com
inverno seco. Em 2012, ano do experimento, na estacdo seca (outono e inverno) as médias
foram de: 22,8°C; 39% de umidade relativa do ar (URA) e 425 mm para o indice
pluviométrico (IP); e na estacdo chuvosa de: 25,6°C e 73% de URA e 890 mm para o IP.
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Foram utilizados sete touros previamente selecionados sendo férteis, sendo cinco
Zebuinos (Nelore) e dois Taurinos (Simental), com idades de 48 meses, criados
extensivamente, em pasto de Brachiaria decumbens, sal mineral e 4gua ad libitum.

A mensuracdo do comprimento, largura e altura dos testiculos; e a largura dos
epididimos, foi realizada com o auxilio de um paquimetro. A circunferéncia escrotal (CE)
mensurada com fita métrica graduada em centimetros, aferido na regido de maior diametro do
escroto. Para o célculo do volume testicular (VT), foi utilizada a expressao: VT = 0,0396 x
(média do comprimento dos testiculos) x (perimetro escrotal)? segundo Lunstra et al. [17] em
1988.

Foram efetuadas colheitas de sémen a cada 15 dias em todos os touros, durante os 12
meses do ano, por meio da eletroejaculacdo, com aparelho automatico, proporcionando maior
conforto aos animais durante a colheita, totalizando 168 ejaculados. As amostras de sémen
foram mantidas em banho-maria, entre 32 e 35°C, para as analises imediatas da motilidade
espermatica progressiva, vigor espermatico e turbilhdo. Com posterior diluicdo do sémen em
formol salino tamponado (1:100), para obtencdo da concentracdo espermatica em camara de
Neubauer e da morfologia espermatica frente a avaliacdo de 200 células com microscopia
Optica de contraste de fase. Os touros foram classificados segundo as avaliagdes clinicas e
espermaticas para efeito de selecdo para monta natural, segundo as normas do Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal [4] em 1998.

O ambiente foi monitorado, diariamente, para as temperaturas minimas e maximas; e
umidade relativa do ar as 9:00 horas, utilizando um termdmetro de maxima e minima; e um
psicrometro, respectivamente. No recinto de avaliagdo dos touros, foi utilizado um
termdmetro de globo portatil digital (modelo HT-30).

A umidade do ar foi expressa como pressdo parcial de vapor, calculada a partir dos

registros de temperatura do bulbo imido e do bulbo seco, segundo a formula usual:



30

Po{ta} = Ps {tu} - v (ta—tu), kPa,

Em que P, {t,} € a pressdo parcial de vapor a temperatura t, de bulbo seco, kPa; Ps {t,}
é a pressdo de saturacdo a temperatura t, de bulbo Umido, calculada pela seguinte equacdo:
0,61078 x10 ("AW/(W+2373) - ¢ 3 constante psicrométrica para a temperatura t, , obtida em
tabela de caracteristicas do ar; t,é a temperatura de bulbo seco, °C; t, é a temperatura do bulbo
Gimido, °C.

O indice pluviométrico e a insolacdo foram obtidos respectivamente por meio de
pluviémetro e helidgrafo, instalados na estacdo meteoroldgica da UNOESTE, Presidente
Prudente-SP. Os ejaculados foram centrifugados a 1500g por 15 minutos, separando e
estocando 1mL do plasma seminal em criotubos de 2mL, identificados e armazenados a -
196°C em nitrogénio liquido até a extracdo das proteinas, conforme Laemilli [16] em 1970 e
quantificacdo das mesmas segundo Bradford [3] em 1976. Posteriormente, foi realizada a
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) em Cuba de Eletroforese Vertical ligada a
Fonte de Eletroforese com voltagem de zero a 1000W (50V x 50 mA por 30 minutos; e 300 V
X 16 mA por 12 horas). A revelacdo das bandas proteicas foi feita em solucdo a 2% de
“Coomassie blue” R-250 até a visualizacdo das mesmas, com posterior utilizacdo de
transminador permitindo a captura, visualizacdo e 0 processamento de imagens de bandas
proteicas reveladas nos géis.

O delineamento utilizado foi inteiramente ao acaso em esquema fatorial 2x2, com 0s
fatores racas (Zebuinos e Taurinos) e estagdes climaticas: estacdo chuvosa (verdo e
primavera) e estacdo seca (outono e inverno). Os dados foram avaliados pela anélise de
variancia e posteriormente aplicados ao teste de Tukey, a 5%, conforme Banzato & Kronka

[1] em 2006. A analise foi realizada por meio do “software” SAS [22].
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O presente projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica e Uso de Animais
em Experimentacdo (CEUA) da Universidade do Oeste Paulista - UNOESTE em 08/11/2011,

sob o protocolo 909.

Resultados

Com relacdo as variaveis estudadas relativas a morfometria testicular, em touros
zebuinos e taurinos, na estacdo chuvosa e seca, foram obtidas diferencas significativas
(p<0,05) entre taurinos e zebuinos para: Comprimento do testiculo esquerdo (TEC), Largura
do testiculo esquerdo (TEL), Epididimo esquerdo (EPE) e Epididimo direito (EPD) nas duas
estacOes avaliadas. Houve também diferenca (p<0,05) para: comprimento do testiculo direito
(TDC) na estacgéo seca, sendo maior para os taurinos (Tabela 1).

Os comprimentos testiculares dos lados direito (TDC) e esquerdo (TEC) foram
significativamente superiores (p<0,05) nos taurinos na estacdo seca. Entre zebuinos e
taurinos, o comprimento testicular foi superior para os zebuinos na esta¢do chuvosa. Observa-
se que o eixo do comprimento testicular apresentou variacdo significativa entre taurinos e
zebus em estacOes especificas. O eixo do comprimento testicular nos taurinos diferiu (P<0,05)
entre as estagdes, sendo superior na estacao seca.

Para o volume testicular (VT) empregou-se a expressdo: VT = 0,0396 x (média do
comprimento dos testiculos) x (perimetro escrotal), obtendo para os taurinos um VT = 460,14
cm® na estacdo chuvosa e VT = 571,26 cm® na estacdo seca. Com relacdo aos zebuinos, na
estacdo chuvosa o VT foi de 524,75 cm® e de 515,13 cm® na estacdo seca. Verificou-se um
aumento do VT nos taurinos na estacdo seca e nos zebuinos na chuvosa.

Com relacédo a largura dos epididimos, ndo houve diferenca (p<0,05) entre as estacdes
tanto para os taurinos quanto para 0s zebuinos (Tabela 1).

LOCAL PARA INSERIR A TABELA 1.
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Para as caracteristicas quantitativas e qualitativas do sémen, houve diferencas
significativas entre taurinos e zebuinos, nas estagdes chuvosa e seca, para: volume (VOL),
turbilhdo (TURB), motilidade (MOT), vigor (VIG), concentracdo (CONC), defeitos maiores
(DEMA), defeitos menores (DEME) e defeitos totais (DETO) (Tabela 2).

Os taurinos apresentaram valores significativos de maiores (P<0,05) em relacdo aos
zebuinos para volume do ejaculado, defeitos maiores dos espermatozoides, nas estacOes
chuvosa e seca.

Os zebuinos apresentaram valores maiores (P<0,05) em relacdo nos taurinos para
turbilhdo, motilidade, vigor e concentracao, nas estacdes chuvosa e seca.

LOCAL PARA INSERIR A TABELA 2.

Com relacdo aos geéis da eletroforese, observa-se a presenca em 100% das amostras
das bandas protéicas de 14 kDa, 21 kDa e 65 kDa nas duas estacGes avaliadas. A banda de 30
kDa esteve presente em 100% das amostras no gel 1 para ambas as estacfes e as subespécies
estudadas. A banda de 179 kDa esteve presente em oito das 14 amostras avaliadas (gel 2),
sendo visualizada em seis amostras provenientes dos Zebuinos e em duas nos Taurinos.
Verificou-se que os pesos moleculares das bandas identificadas nos géis variou entre 4 kDa e

205 kDa.
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M 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25

205.000—
116.000—
97.000—
80.000—
66.000—
55.000—

45.000—

30.000—

21.000—

14.000—

6.500—
4.000—

Figura 1 - Gel de eletroforese em SDS-PAGE de amostras de plasma seminal em
touros Zebuinos e Taurinos. Taurinos: amostras (25, 26, 37 e 38) estacdo seca,
Zebuinos: amostras (27 a 31) estacdo chuvosa e (32 a 36) estacdo seca.
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M 38 37 36 3 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25

205.000—
116.000—
97.000—
80.000—
66.000—
55.000—
45.000—

30.000—

23.000—
21.000—

17.915—

14.000—

6.500—

4.000—

Figura 2 - Gel de eletroforese em SDS-PAGE de amostras de plasma seminal em
touros Zebuinos e Taurinos. Taurinos: amostras (1, 2, 11 e 12) estagcdo chuvosa,
Zebuinos: amostras (15 a 19) estacdo chuvosa e (20 a 24) estacdo seca.

Discussao

As diferencas significativas (P<0,05) observadas entre taurinos e zebuinos para TEC,
TEL, EPE e EPD nas duas estacOes avaliadas estdo relacionadas com a origem genética
distinta dos grupos utilizados, zebus e taurinos. O eixo do comprimento testicular apresentou
variacdo significativa entre taurinos e zebuinos em estacfes especificas podendo tal variagdo
estar relacionada com a adaptacgéo e plasticidade anatémica dos testiculos perante as distintas
estacOes analisadas, onde nos zebuinos o maior eixo do comprimento se faz presente na época

chuvosa, possibilitando uma maior facilidade do testiculo em realizar trocas de temperatura
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com o meio ambiente devido as variacdes na volumetria testicular. A elevacdo do VT nos
taurinos na estacdo seca pode ter contribuido para a reducdo dos defeitos espermaticos
menores e maiores (Tabela 2), resultando na melhoria da qualidade do sémen. Para 0s
zebuinos a elevacdo do VT ocorreu na estacdo chuvosa, onde foi observada elevacdo dos
defeitos menores e maiores dos espermatozoides (Tabela 2).

Chacur et al. [7] em 2010a e [8] 2010b relataram que em reprodutores bubalinos
submetidos a temperatura de 39°C em ambiente controlado e umidade do ar entre 60 e 95%, a
espermatogénese se manteve equilibrada com pequena percentagem de espermatozoides
defeituosos.

O volume do ejaculado esta relacionado com diversos fatores, dentre eles o tamanho
das glandulas sexuais acessorias, as quais sao anatomicamente maiores nos animais de origem
taurina, colaborando com uma expressiva parte do volume seminal. Para os animais zebuinos
e taurinos houve reducdo (P<0,05) na porcentagem de defeitos maiores e totais na seca.
Possivelmente a menor temperatura ambiente e a menor umidade relativa do ar influenciaram
nas caracteristicas do sémen.

Dentre as caracteristicas do sémen, a motilidade espermética na estacdo seca para 0s
taurinos e os defeitos espermaticos totais na estagdo chuvosa para esse mesmo grupo de
animais, mostraram-se como pontos de estrangulamento dentro da analise do espermograma,
sugerindo especial atencdo para os mesmos quando da selecdo de touros para fins de monta
natural.

Segundo a literatura a banda protéica de 14 kDa é responsavel pela maturacdo do
espermatozdide, colaborando para o aumento da fertilidade, segundo Einspassier et al. [12].
A banda proteéica de 21 kDa, segundo Barrios et al. [2] pode ser responsavel pela recuperagdo
da permeabilidade da membrana espermaticas ap6s choque térmico pelo frio, além de atuar

como antioxidante, colaborando com a fertilidade.
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A capacitacdo do espermatozoéide recebe o auxilio da proteina de 30 kDa colaborando
de forma positiva com a fertilidade, Ramakrishnan et al. [19]. Conforme Morani et al. [18] a
proteina de 65 kDa atua de forma positiva na gametogénese masculina, sendo importante para
a fertilidade. A banda protéica de 179 kDa, segundo a literatura consultada n&o foi descrita no
plasma seminal de bovinos, onde no presente estudo foi identificada em Zebuinos nas
estacdes seca e chuvosa. Por outro lado, nos taurinos essa banda protéica foi identificada na
estacdo chuvosa. Provavelmente, essa proteina possa estar relacionada com a protecdo dos
espermatozoides nas épocas mais quentes do ano.

As BSPs sdo proteinas produzidas nas vesiculas seminais, ricas em fibronectina tipo |1
e responsaveis por 70% das proteinas totais do plasma seminal de bovinos, existem trés tipos
de BSP sendo BSP-Al, BSP-A2, e BSP-A3 de acordo com Roncoletta [21] em 2003. Em
100% dos touros Nelore com boa qualidade do sémen houve a presenca de bandas proteicas
de 13, 18 e 20KDa no plasma seminal com pesos moleculares entre 5 e 105Kda, conforme
Chacur & Machado Neto [5] em 2006b. As estacGes do inverno e verdo influenciaram no
perfil proteico do sémen em reprodutores Limousin, a qualidade do sémen foi superior na
presenca simultanea das bandas de 20, 55, 66 e 80KDa nas duas estac¢des, segundo Chacur &
Machado Neto [8] sendo a proteina de 40KDa identificada, na mesma raca, em todos os
reprodutores com baixa qualidade do sémen no verdo, relatado por Chacur et al. [4] em
2006a. Na raca Tabapua, os touros produziram sémen de boa qualidade no inverno tendo as
bandas de 20, 55, 66 e 80KDa isoladas no plasma seminal, segundo Chacur et al. [7] em
2010a. Em um estudo com Pardo-Suicos, touros com sémen de boa e ma qualidade foram
avaliados quanto ao perfil proteico do plasma seminal, sendo que a boa qualidade esteve

relacionada com as bandas de 55 e 66Kda, descrito por Chacur et al. [9] em 2010c.



37

Conclusodes

As estacOes influenciaram nas caracteristicas morfoldgicas e do sémen. A subespécie
taurina revelou uma grande plasticidade testicular, refletida na volumetria do testiculo que se
reduz na estacdo chuvosa. Com relacdo a morfologia espermatica, verificou-se que houve
efeito significativo da estagdo seca, melhorando a qualidade morfologica dos
espermatozoides. Para a eletroforese, verificou-se a presenca de grande diversidade de bandas
proteicas presentes no plasma seminal, sendo as bandas de 14, 21 e 65 KDA presentes em
todos os animais das duas subespécies nas estacdes estudadas. Sugere-se que as trés bandas
proteicas encontradas em todas as amostras, provavelmente, possuam acao benéfica em

relacdo ao quadro espermatico dos touros, colaborando com a fertilidade.
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Tabela 1 - Médias e desvios padrdo das variaveis estudadas da morfometria do escroto e dos

seus Grgdos em touros criados extensivamente.

Variaveis Animais Estacdo Chuvosa Estacdo Seca P

CE Taurino 35,03+1,71 Aa 33,83+2,13 Aa 0,7608
Zebuino 33,30+2,63 Aa 34,05+t2,98 Aa

P 0,3087

TEC Taurino 9,47+192Bb 12,61+1,45Aa 0,0058
Zebuino 11,95+1,28 Aa 11,22+1,17Ba

P 0,0089

TEL Taurino 7,55+0,94 Aa 6,66£0,25Ab 0,0318
Zebuino 6,26+059Ba 6,32+0,49Bb

P <0,0001

TEA Taurino 6,63+1,30 Aa 6,91+049 Aa 0,1257
Zebuino 6,12+0,73 Aa 6,59+0,48 A a

P 0,0864

TDC Taurino 9,55+t199 Ab 12,30+0,97 Aa 0,0158
Zebuino 11,56+1,38 Aa 10,86+0,97 B a

P 0,4908

TDL Taurino 7,01+050 Aa 6,66+0,60 Aa 0,9391
Zebuino 6,34+0,65 Aa 6,71+0,63 Aa

P 0,5303

TDA Taurino 6,49+0,56 Aa 7,05+0,22 Aa 0,0829
Zebuino 6,57+0,84 Aa 6,72+0,66 A a

P 0,5303

EPE Taurino 4,14+191 Aa 3,08t0,65Ab 0,0760
Zebuino 3,00+0,65Ba 2,96+0,43Ba

P 0,0437

EPD Taurino 3,92+1,73 Aa 3,41+056 Aa 0,5522
Zebuino 2,92+056 Ba 3,10+0,55B a

P 0,0227

A, B - Letras maiGsculas diferentes na mesma coluna (p<0,05); a, b - Letras minusculas
diferentes na mesma linha (p<0,05).

EC - Estacdo Chuvosa; ES - Estacdo Seca; CE - Circunferéncia Escrotal; TEC -
Comprimento do Testiculo Esquerdo; TEL — Largura do Testiculo Esquerdo; TEA — Altura
do testiculo Esquerdo; TDC — Comprimento do Testiculo Direito; TDL — Largura do
Testiculo Direito; TDA — Altura do Testiculo Direito; EPE — Epididimo Esquerdo; EPD —
Epididimo Direito.
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Tabela 2 — Médias e Desvios padrdo para as caracteristicas quantitativas e qualitativas do

sémen em touros, criados extensivamente.

Variavel Animais  Estacdo Chuvosa Estacdo Seca P

VOL Taurino 12,39+2 57 Aa 10,66+3,82 A a 0,3954
Zebuino 7,12+3,79B a 7,20+3,09B a

P <0,0001

TURB Taurino 1,07+0,98 B a 0,40+0,16B a 0,2495
Zebuino 1,60+1,46 Aa 1,63+1,55A a

P 0,0234

MOT Taurino 61,42+13,50 B a 52,50+14,74 B a 0,0869
Zebuino 76,00+7,88 A a 7450+8,25 A a

P <0,0001

VIG Taurino 3,21+0,42B a 3,00+0,63 B a 0,2085
Zebuino 3,70+0,65 A a 3,50+0,51 Aa

P 0,0037

CONC Taurino 154,50+£118,75Ba 112,83t41,11Ba 0,9372
Zebuino 200,70+76,98 Aa 236,10+196,68 A a
P 0,0368
DEMA  Taurino 18,75t7,48 A a 10,33£3,72 A b 0,0001
Zebuino 10,94+6,85 Ba 5,86+2,15B b
P 0,0004
DEME Taurino 17,10+5,03 Aa 18,00+6,38 A b 0,0337
Zebuino 18,30+8,63 B a 9,56+3,30B b
P 0,0497
DETO Taurino 35,85+8,22 A a 28,33x7,00 Ab <0,0001
Zebuino 29,30+9,58 B a 15,47+3,72B Db
P <0,0001
A, B - Letras mailsculas diferentes na mesma coluna (p<0,05); a, b - Letra minusculas
diferentes na mesma linha (p<0,05). VOL - Volume; TURB - Turbilhonamento; MOT —
Motilidade; VIG - Vigor; CONC - Concentragdo; DEMA — Defeitos Maiores; DEME —
Defeitos Menores; DETO - Defeitos Totais.
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