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1, INTRODUQAO E OBJETIVOS

A incapacidade para fecundar devido a problemas re
lativos ao semen, esta entre um dos maiores responsaveis por
infertilidade em bovinos.Portanto, a determinacao de ca-
racteristicas patoliogicas nas celulas do semen de touros
& fundamental para o conhecimento do nivel de fertilidade
dos machos.

A incapacidade para fertilizar esta diretamente re
lacionada com a producao espermatica e viabilidade dos es
permatozoides no ejaculado. E caracterizada pelo fato de
que a prenhez nao ocorre, apesar do touro realizar a mon-
ta de maneira normal, o que decorre de um insuficiente
numero de espermatozoides funcionais no ejaculado e/ou de
um elevado percentual de espermatozdoides morfologicamente
anormais. Estas deficiencias, geralmente, sao causadas por
sérias alteracoes e disturbios funcionais que afetam 0s
orgaos genitais do touro e que chegam a comprometer a sua
capacidade fertilizante (LAGERLOFF, 19363 1938). Segundo
GARCIA (1971) e VALE FILHO et aliz (1978), havendo alto

nivel de patologia espermatica no semen, com predominan-



cia de anomalia de cabega dos espermatozoides, e dependen
do também dos achados do exame semioclogico dos oOrgaos ge-
nitais, do historico e anamnese dos animais, pode-se ter
um quadro da maturidade sexual, hipoplasia testicular, es
permiogenese imperfeita ou degeneracao testicular. Ainda se
gundo revisao de VALE FILHO et al<7 (1978), estas tem si-
do as principais causas da baixa fertilidade ou da infer-
tilidade em touros, tanto em Bas taurus como em Bos indi-
cus e em mestigos zebu-taurino. Todavia a degeneracgao
testicular tem sido a causa mais comum da baixa fertilida
de, tanto para os touros usados como reprodutores em cria
goes extensivas, como para aqueles que sao encaminhados
as centrais de inseminagac artificial como doadores de se
men (LAGERLOFF, 1938; VALE FILHO et al<Z, 1978). Tem sido
tambem observado que, nos animais Bos taurus e nos mesti-
¢os zebu-taurino, a incidencia dessa patologia & mais ele
vada que nos animais Bos indicus, conforme dados obtidos
por YALE FILHO et al<< (1978). Contudo, os touros afeta-
dos por degeneracgao testicular, tem um periodo variavel
de acasalamentos bem sucedidos, alem do que, mesmo nos ca-
sos graves, onde o testiculo infectado incha muito e nao
pode se mover na bolsa escrotal de maneira normal, o im-
pulso sexual normal e a incapacidade de copular naoc sac
" afetados (VALE FILHO et gliz, 1978).

Touros ferteis apresentam cerca de 90% de espermatozgides
normais e 10 a 15% de espermatozoides mal formados; um semen que con
tenha uma alta porcentagem de espermatozoides anomalos, possui baixa

capacidade fertilizante (LAGERLOF, 1936, 1938; BLOM, 1950; BISHOP et



aliz, 1954; BISHOP & HANCOCK, 1955;VALE “FILHO et alii,1978).Co
mo regra, o numero de espermatozdides anomalos no touro
com boa fertilidade nao excede 17 a 18% (LAGERLUOFF, 1936).

As anormalidades morfologicas dos espermatozoides po
dem ser: primarias, secundarias e terciarias. BLOM (1950)
classificou os defeitos da cabega, em comparagép com 0Os
da por¢ao média e da cauda como anormalidades espermati-
cas "primarias". Estas anormalidades "primarias" sao ori-
ginadas por distiirbios do processo de espermatogenese, de
vido a alteracoes patologicas nos testiculos, em especial
nos tubos seminiferos, enquanto as secundarias ocorrem du
rante a passagem dos espermatozoides atraves do epididimo,
em etapas posteriores ao desenvolvimento. (s danos causa-
dos aos espermatozoides durante ou apds a ejaculagao, ou
durante as tecnicas de manejo para inseminacao artificial
sao designados como anormalidades terciarias. Geralmente,
a fertilidade potencial e baixa quando uma alta porcenta-
gem de espermatozoides apresentam anormalidades primarias
e secundarias.

LAGERLOFF (1936) e BLOM (1950) identificaram va-
rios tipos de anormalidades da cabeca de espermatozoides,
compreendendo desde cabegas muito pequenas a excessivamen
te grandes, curtas, estreitas e em forma de pera, cabecgas
isoladas do resto da estrutura (decaptagao), perda ou dis
tor¢cao do acrossomo, enrugamento, cabecas deformadas e
anormalmente coradas e cabecas duplas. BLOM,(1973) propos
nova sistematica para classificagao dos defeitos esperma-

ticos, denominando-os de maiores e menores, ao inves de



~ primarios e secundarios (BLOM, 1950). De acordo com revisao de VALE
FILHO et alii (1978) e com respeito a patologia de cabecga,
os defeitos maiores sao: estreita na base, piriforme, con
torno anormal, pequena anormal, decaptagao, cauda enrola-
da na cabeca, coloracao anormal, formagoes de vesiculas
("pouch formation") e formas duplas. 0s defeitos menores
sao: -delgada, gigante (poliploide), curta, larga e peque-
na normal. As alteracoes morfologicas ao nivel dos esper-
matozoides sao avaliadas, para o controle da fertilidade
do touro e qualidade do semen, pela determinagac do per-
centual destas anomalias no ejaculado. Ainda segundo VALE
FILHO et aiii (1978) a patologia espermatica permissivel
para o congelamento do semen e: defeitos individualmente
maiores até 5% e menores até 10%; total: maiores ate 20%
e menores ate 25%; anormalidades totais: ate 30%.Todavia,
esta porcentagem de anormalidades morfologicas em esperma
tozoides de touro se reduz um pouco mais, conforme as ci-
tacoes de HERRICK & SELF (s.d.). Segundo estes autores,
os touros de aceitavel fertilidade ndao produzem espermato
z0ides com mais de 3-4% de cabecas anomalas, 4-10% de pe-
cas intermediarias defeituosas, 0,5-2% de caudas anormais
e 0,5-6% de cabecas sem cauda, o que da um total de 8 a
22% de anormalidades de forma dos espermatozoides.

E de se esperar também que a analise citoquimica de
DNA e/ou de proteinas, a nivel qualitativo e quantitativo
em nucleos de esbermatozaides morfologicamente normais ou
com patologia de forma de cabega, fornega dados adicio-

nais sobre alteragoes no complexo DNA-proteina que pode-



riam comprometer a capacidade fecundante dos espermatozoi
des (GLEDHILL, 1966; EVENSON et al<<, 1980; MELLO, 1982).
0 conteudo de DNA na cromatina e os tipos de complexos
DNA-proteina em espermatozoides de touro e de outros ani-
mais sao fatores preponderantes na expressiao do potencial de
fertilizacao dos mesmos.

Ha descricdes na literatura de casos em que o se-
men de touro e classificado como de alto nivel de fertili
dade, com espermatozoides exibindo normalidade de forma e
motitidade, e no entanto se comportam como subferteis (GLED-
HILL, 1966; 1970a; GLEDHILL et alii, 1966a). Embora o seu
conteido de DNA seja normal, alguma alteracao na proteina
basica a ele complexada, durante os ultimos estagios da
espermatogenese pode ser sugerida (GLEDHILL et al<z, 1966a, 1966b)
Assim, com base em metodos citoquimicos, & possivel cons-
tatar alteragoes no complexo DNA-proteina que ocorrem em
espermatozoides morfologicamente normais (GLEDHILL, 1966 ,
1970a; GLEDHILL et alid, 1966a;. EVENSON et aliz,1980; MEL
LO, 1982). Desse modo, a resposta a reacao de FEULGEN po-
de aparecer alterada, ou seja, a depurinacaoc ser mais ra-
pida (GLEDHILL, 1966). A fluorescencia com alaranjado de
acridina apd0s denaturagao termica do DNA ou a metacroma-
sia induzida apos hidrolise acida podem tambem  espelhar
a ocorrencia de um complexo DNA-proteina mais frouxo (EVEN
SON et aliZ, 1980; MELLQO, 1982).

A reagao de Feulgen & o procedimento citoquimico
mais conhecido e utilizado para as determinagoes quantita

tivas convencionais de DNA (MELLO & VIDAL, 1978). A nivel



microespectrofotométrico podem ser detectados valores Fe-
ulgen-DNA e posteriormente fazer-se uma comparagao destes
valores entre si, na tentativa de se investigar a possibi
lidade de que niucleos normais de animais da mesma espe-
cie, possam apresentar diferengas em valores Feulgen-DNA,
devido a diferengas em complexagao do DNA com proteinas
(GLEDHILL, 1966; 1970a;MELLO & VIDAL, 1978).

A reagao com "fast green" a pH 8,0-8,1 de ALFERT &
GESCHWIND (1953), modificada por DEITCH (1966), por outro
lado, & preferencial para demonstrar proteinas histonicas
No entanto, tem sido descrito que certos tipos de esperma
tozoides,como os de touro, especialmente quando fixados em formol,
naoc reagem estequiometricamente ao metodo (ALFERT, 1956). Assim,
seria de interesse estudar mais cuidadosamente a resposta
dos espermatozoides de touro submetidos a diferentes ti-
pos de fixacado frente ao método do "fast green”" alcalino.

A metacromasia induzida com azul de toluidina a pH
4,0 pode também ser usada como um metodo simples e rapido
para se detectar anomalias no complexo DNA-proteina em ca
becas de espermatozoides de touro de baixa fertilidade,
uma vez que touros subferteis podem conter 12 vezes mais
espermatozoides metacromaticos que os de alta fertilidade
(MELLO, 1982}).

0 presente trabalho objetiva analisar a resposta a
alguns meétodos citoquimicos para complexos DNA-proteina em
espermatozoides de touro, bem como objetiva determinar o
percentual de anomalias morfologicas de cabega dos esper-

matozoides em animais de rebanho de elite e em animais da



raga Pe-duro. Considerando que nestes Ultimos, as caracteristicas ci
tologicas nao foram ainda descritas, e que o ndice de reprodutivida
de do rebanho piauense tem sido relatado como baixo, cerca de 40%,
conforme CENSO AGROPECUARIO/PIAUT (1930), houve dinteres-
se em realizar tal estudo.

Tal tipo de estudo em espermatozoides de animais
Pe-duro e de relevante importancia, por se encontrar esta
raga em franco processo de exfingéo, existindo atualmente
um numero muito limitado de animais em todo o Estado do
Piaui, como também em outras regioes do Nordeste, confor-
me CARVALHQ & PEREIRA, 1981; CARVALHO, 1983a, 1983b,1984.
Qualquer trabalho que se faga com respeito a estes ani-
mais, sera de extrema importancia, ja que correm o risco
de desaparecer sem que o homem tenha conhecido seu desem-
penho real, atraves de observacdes sistematicas e crite-

riosas de suas caracteristicas zootecnicas.

i.1 - GADO PE DURO: PROBLEMATICA DE EXTINGAO, PROCEDENCIA
E CARACTERES MORFOLOGICOS

A introdugao de outras racgas, principalmente Zebus,
mais produtivas sob condigoes de melhores pastagens, oca-
sionou um desprezo generalizado pelo gado Pe-duro, esque-
cendo-se sua excepcional rusticidade e a capacidade de
utilizar pastagens naturais em locais adversos, onde ou-
tros bovinos nao se adaptam. Assim, os tourcs da racga Pe-
duro ou Curraleiro sao castrados sistematicamente e, tan-
to machos como femeas, sao os primeiros a serem descarta-

dos pela maioria dos criadores. "Essa extingao é motivada



principalmente por sua substituigao por outras ragas e
através de cruzamentos absorventes com essas mesmas ragas
que, aos poucos, vao eliminando todo o sangue Pé—duro" (CAR-
VALHO, 1983a). Consequentemente, nos dias atuais, o g¢gado
piauiense e quase todo mestico, originado »principalmente
dos cruzamentos entre animais Pe-duro X Zebu, cruzamentos
estes seletivos e nao sistematicos que originam novos ani
mais sem raca definida, e que, segundo ATHANASSOF (1958),
constituem o tronco Bos Zebu indicus. Por outro lado, es-
tes cruzamentos constituem um dos melhores recursos da pe
cuaria tropical, pois existe uma tendéncia na Zootecnia mo
derna de reunir em um mesmo tipo bovino, as qualidadés pro
prias do gado europeu (Bos taurus) e as do Zebu (Bos indi
cus/), dando um produto bastante produtivo e de grande  rus
ticidade e resistencia ds condigoes adversas do ambiente,
conforme SANTIAGO (1965). Desse modo @ que surgiram mui-
tas ragas, como por exemplo a Canchim, resultante do cru-
zamento entre Charoles X Zebu.

0 gado Pe-duro, por ser uma raca naturalizada, que
se desenvolveu em ambientes desfavoraveis podera vir a
constituir um banco genetico valioso no futuro a ser uti-
lizado por criadores e especialistas em melhoramento ani-
mal. Alem disso, o grande interesse na preservacao destes
animais pela EMBRAPA/UEPAE de Teresina com o projeto para
implantagao de um nucleo de preservacao do gado Pé-duro ,
se deve a que estes animais representam um "produto secu-
lar da adaptagao as severas condigoes ecoldgicas do Nor-

deste Brasileiro” (CARVALHO, 1983a). E um gado altamente



resistente as condigdes ecologicas do meio (regiao nordes
tina), tanto com relagao a alimentagao, quanto a resisten
cia a parasitas e doengas (CARVALHO & PEREIRA, 1981). Ain
da segundo CARVALHO (1983a), "na realidade, nenhum téceni-
co ou criador liucido ird propor a substituigdo de ragas
mats produtivas pelo Pé~duro em fazendas com  abundancia
de boas pastagens cultivadas. Entretanto, nas drasticas
condigoes ecoldgicas das pastagens naturais do agreste e
caatingas nordestinas, difieilmente existira uma raga que
podera competir com o Pé-duro. Alids, numerosos eriado-
res dao testemunhos favoraveis ao Pé-duro nessas condi-
goes. Afinal & preferivel produzir pouco e sobreviver, a
nao produzir nada e perecer, como acontece com a maioria
das ragas nas mesmas condigoes. Além disso, o Pe-duro da
excelentes mestigos quando eruzado com cutras ragas".

Os primeiros bovinos introduzidos no Brasil, eram oriun
dos de Portugal, e foram trazidos pelos colonizadores por
tugueses por volta da metade do secule XVI. Estes bovinos
pertenciam aos tres troncos seguintes: Bos taurus ihericus |,
Bos taurus aquitanicus e Bos taurus batavieus (NOGUEIRA NE
TO, 1980). Segundo ATHANASSOF (1958), esses troncos deram

origem aos seguintes tipos etnicos de bovinos nacionais:

1. Tronco ibericus: - Iguarapé, Curraleiro, Crioulo e Pantaneiro (ga
do médio ou pequeno, de estrutura variando de

acordo com a fertilidade das terras da zona).

- Nos rebanhos de gado Crioulo se originaram es-

pontaneamente os bovinos nacionais:



-10-

. gado mocho;

. gado de chifre de banana.

2. Tronco aquitanicus: — Caracu, Franqueiro,Junqueira e Pedreiro (ga
do de estatura acima da media, variando to-

davia de acordo com as condigoes do meio).

3. Tronco batavicus: - Tourino ou mestigos de holandes(gado Teitei

ro, de estatura média ou abaixo da media).

Os primeiros bovinos foram introduzidos no Piauf
por volta de 1674, por Domingos Afonso Méfrense, membro
dé Casa D'Avila, a partir do Rio Sao Francisco. Eles ocu-
param inicialmente as regioes dos Rios Canindeé, Tranquei-
ras, Piaui e Gurgueia, espalhando-se depois para o Norte.
0s bovinos trazidos por Mafrense pertenciam acs tipos Criou-
lo e principalmente Curraleiro (NOGUEIRA NETO, 1980). Por
tanto, foram os tipos Curraleiro e Crioulo os principais
responsaveis pela formagao desse tipo de bovino que, comu
mente & denominado em geral, como "Pé-duro” (CARVALHO &
PEREIRA, 1981).

As caracteristicas morfologicas gerais do gado Pe-
duro como tambem as peculiaridades inerentes dos represen
tantes desta raga, sao descritas a seguir de acordo com

CARVALHO et alzZ {1983b).

Porte: os animais reprodutores deverao ter uma al-
tura minima de 1,24m e o peso minimo de 380 kg, para  o0s

machos;1.38m e 300 kg, respectivamente, para as femeas.
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Conformagao: cabeca pequena, perfil sub—cBncavo,Gg
bitas nao muito salientes; chifres curtos e em forma de
coroa, leves, apresentando seccao circular, de cor clara
na base e extremidade escura; orelhas pequenas, revesti-
das internamente de pelos claros; boca grande e ventas lar
gas; pescogo fino, barbela reduzida; tronco de conforma-
¢ao triangular, caracterfstica das ragas leiteiras; peito
profundo, ventre volumoso, ancas largas, garupa direita;
cauda fina, longa e bem inserida, sendo toleravel a inser

¢ao alta; vassoura preta, membros delgados e bem propor-

cionados.

Pelagem: amarela, amarela avermelhada ou baia com
extremidades escuras até o fusco, nao muito carregado; os
pelos das entre-nadegas e axilas devem ser de tonalidade
clara ou esbranquicada, bem como do baixo-ventre. Cabega
de tonalidade escura, acentuando-se no chanfro e em torno
dos olhos; focinho preto com barba de pelos claros. Mem-
bros de cor escura, tonalidade mais pronunciada na regiao
da canela, especialmente nos membros anteriores, onde po-
de elevar-se ate acima dos joelhos, podendo ser mais escu

ra, nos touros; unhas pretas.
Ubre: bem conformado e de boa textura.

Alguns dados de medidas do porte e medias de peso
de representantes desta raga, acham-se descritos nas Tabe

las 1 e 2.
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Observa-se que o porte dos bovinos Curraleiros apre
senta-se bem menor que o dos demais, o que se deve prova-
velmente e, em grande parte, a acao da selegao natural em
condigoes precarias, sobretudo nutricionais, do ambiente
gue ocorre na regiao nordestina (TROVO™, 1985).

Portanto, frente ao relato exposto acima, este ma-
terial reveste-se de importancia significativa para o estu
do proposto neste trabalho, ou seja, uma analise de carac
teristicas morfologicas e citoquimicas de espermatozoides
de gado Pe-duro ou Curraleiro, comparadas as de animais

considerados de rebanho de elite.

“TROVO, José Benedito F. (1985), Comunicacdo Pessoal.



2. MATERTIAL

2.1 - REBANHO DE ELITE (TOUROS DE ELEVADO
NTVEL ZOOTECNICO)

Foram obtidas amostras de semen de cinco animais
Bos taurus € cinco Bos indicus, todos doadores de semen
na Central de Inseminagao Artificial da Agropecuaria La-

goa da Serra Ltda. (Sertaozinho - Sao Paulo).

IDENTIFICAGAO DOS ANIMAIS

ESPECIE ANIMAL CODIGO ANIMAL CODIGD LAMINA

Bog taurus 437
" " 762
1] 1 770
[1] L1} 437
n L[] 855

Bos indicus 329
n n 730
n 1 6 'l 6
(1] 1 - 280
1 n 7 'I 9

QWNMN— CO~NOYVPR W

—
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2.2 - GADO PE-DURO (TOUROS DE GRANDE
RUSTICIDADE)

Amostras de semen de touros nativos do Estado do
Piaui, pertencentes a especie Bos taurus e a raga Pe-duro
ou Curraleiro, foram obtidas de nove animais nos seguin-
tes municipios: Sao Joao do Piaui (EMBRAPA/Fazenda Experi
mental Octavio Domingues), Monsenhor Gil, Altos e Caxias
(Maranhao). Amostras de semen de um touro mestigo, descen
dente do cruzamento absorvente entre Pe-Duro X Zebu, tam-
bem obtidas no municipio de Monsenhor Gil. A Tlocalizagao
das regioes de coleta das amostras pode ser visualizada
no Esquema 1. Aspectos representativos do gado Pe-duro e

gado mestico podem ser observados nas Fiquras 1 e 2.

IDENTIFICAGAO DOS ANIMAIS

RACA ANIMAL CODIGO ANIMAL CODIGO LAMINA
Pe-duro 104 ]

1] 1" -’ ] 5 2
“ow 118 3
L1} n - 4
1] i - 5
n n _ 6
0 []] - 7
wooon - 3
" " _ 9

Mestico (SRD)™ - 10

Apenas os touros 1, 2 e 3 tinham codificagao, por-
que pertenciam ao Niucleo de Preservacao do Gado Pe-duro

(EMBRAPA/Pi).

* SRD = Sem raca definida.
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Fiqura 1
Exemplar de ga
do Pe-duro,com
4 anos de ida-
de e pesando
261,0 kg. em
10/7/85. 0 ani
mal possui pe-
lagem vermelha
clara e extre-
midades  pre-
tas (Touro no9
2).

Figura 2 - Exemplar de gado mestico de Pé-duro X Zebu, provavelmente

da raca Nelore, com aproximadamente 3 anos de idade e pe-
sando 280 kg em 05/2/85. 0 animal possui pelagem fusca e
extremidades pretas; apresenta maior tamanho,membros mais
compridos, cabega e orelhas maiores,barbela e bainha mais
desenvolvidas (Touro n® 10).



3. METODO S

3.1 - OBTENGAO DO SEMEN

A obtengao do semen dos touros de rebanho de elite
foi efetuada pela tecnica de vagina artificial, sem nenhu
ma dificuldade, naturalmente porque todos os animais fo-
ram treinados para a monta artificial.,

A obtencao do semen do gado Pe-duro ou Curraleiro,
por outro lado, apresentou muitas dificuldades. Estando a
ragca em franco processo de extingao, a criagao desses ani
mais quase nao existe mais, apenas poucos e peguenos cria-
dores conservam ainda alguns representantes desse gado, ele
mentos estes de pouca idade e que ja apresentam na sua
grande maioria caracteristicas de mestigo, oriundas : de
cruzamentos absorventes com o gado Zebu. Outras dificulda
des foram: o regime extensivo de criagao destes animais,
que sao criados soltos em grandes extensoes de area a pro
cura de pastagens, o0 que dificultou muito o trabalho do

vaqueiro no intento de prende-los. Como os animais sao de
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grande rusticidade, houve necessidade do emprego do meto-
do de eletroejaculagao para a obtencao do ejaculado.

A nao resposta ao método de eletroejaculagao foi
apresentada por alguns animais devido a pouca idade dos
mesmos, pois no caso do touro Pe-duro, animal de pequeno
porte e pequena exigencia alimentar, o amadurecimento se-
xual pode ser um pouco mais tardio (seis meses mais tarde).
A dificuldade na obteng3ao do semen foi maior ainda, por-
que, no momento em que os touros da raga Pe-duro atingem
a puberdade, sao logo castrados e posteriormente abatidos.
Este comportamento dos grandes e pequenos produtores pro-
vocou a extingdo quase total do gado Pe-duro.

Imediatamente, ap0ds a obtengao do ejaculado, tanto
na primeira, como na segunda amostra, foram pingadas go-
tas de semen sobre laminas histologicas e realizados 0s
esfregagos. tEstes foram fixados e posteriormente encami—

nhados aos procedimentos c¢itoquimicos.

3.2 - FIXAGAO

Parte dos preparados foi fixada em etanol: acido
acetico 3:1 por 1 min. e parte em formaldeido a 4% em tam

pao fosfato 0,2M a pH 7,4 durante 10 minutos.
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3.3 - REAGOES CITOQUIMICAS

A - REAGAC DE FEULGEN

O0s esfregacos fixados em etanol: acido acetico fo-
ram hidrolisados em HCl 4 N a 25°C durante uma hora, tem-
po considerado otimo para a depurinacao total do DNA (SIL
VA & MELLO, 1986). A sequir, foram lavados em agua desti-
lada e tratados com reativo de Schiff a@ temperatura ambi-
ente, durante 40 min. Apos a coloragao,  foram lavados com
tres banhos de agua sulfurosa {metabissulfito de sddio
HC1 TN: agua destilada:1: 1:18) (5 min. cada) e um banho de
agua destilada. Finalmente, foram desidratados, diafaniza

dos e montados em balsamo do Canada.

B - REAGAO DO "FAST GREEN" ALCALINQO DE ALFERT
E GESCHWIND, MODIFICADA POR DEITCH (1966)

Amostras dos preparados fixados em etanol-acido ace-
tico e formaldeido, foram tratadas com TCA a 5% recem-pre-
parado, durante 15 min. a 90°C, mergulhadas em TCA a 5%,
recem-preparado, frio, e a seguir varias vezes em agua
destilada. Entao, foram coradas com solucao de "fast green"
a pH 8,1 durante 30 min. e lavadas diversas vezes em agua

destilada, desidratadas em etanol 95% (2 a 5 min. cada) ,
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diafanizada em xilol e montadas em balsamo do Canada.

C - BASOFILIA APOS TRATAMENTO COM SOLUGAO DE AZUL
DE TOLUIDINA A pH 4,0

0s preparados fixados em etanol acido-acético,apos
hidrolise acida em HCl 4N a 25°C durante 10, 15 e 20 min.,
foram tratados com solucao de azul de toluidina em tampao
McIlvaine a pH 4,0 durante 15 min., lavados em agua rapi-
damente, secados, diafanizados e montados em balsamo do

Canada, segundo metodo de MELLO (1982).

3.4 - DETERMINAGAO DA FREQUENCIA DE ANOMALIAS DE
FORMA DE CABECA

Nas laminas submetidas a reac¢ao de Feulgen, proce-
deu-se a contagem de niicleos, normais e anomalos, em vin-
te campos tomados ac acaso, para a determinagao da freglien
cia de espermatozoides com anomalias morfologicas de cabe
ca. Com os dados obtidos (freqliencia absoluta), determi-
nou-se a freqliencia percentual, individual e total, de ti
pos de anomalias de forma de cabega dos espermatozoides ,
em cada ejaculado. As observagoes foram efetuadas em mi-

croscopio binocular Zeiss.
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3.5 - DETERMINAGAO DE VALORES FEULGEN-DNA

Foram determinados, em unidades arbitrarias, os va
lores Feulgen-DNA de nicleos normais e anomalos de esper-

matozoides escolhidos ao acaso. As medidas foram efetua-

das com um microespectrofotometro de varredura automatica Zeiss,as-

sociado a um computador (Fonté informatica). As condigoes

de operacao foram as seguintes: N =575 nm; objetiva
100/1,25; optovar 2,0; diafragma de medida d = 0,1 mm; con
densador Zeiss LD-Epiplan 16/0,30 e passos de varredura :
0,5 um X 0,5 pMm. Ao nivel dos preparados, vinte esperma
tozoides normais e aproximadamente vinte anomalos foram

medidos para a determinagao dos valores Feulgen-DNA.

3.6 - DETERMINAGAO DA FREQUENCIA DE DIFERENTES RESPOSTAS
NUCLEARES A REAGAO DO "FAST GREEN" ALCALINO

Nas laminas, submetidas a reagao do "fast green”al
calino, procedeu-se a contagem, em vinte campos tomados
ao acaso, de nucleos normais e anomalos, para a determina
¢cao da freqllencia de diferentes comportamentos, no que se
refere a resposta ao metodo do "fast green” alcali

no.



-24-

3.7 - COMPORTAMENTO NUCLEAR FRENTE A HIDROLISE ACIDA MEDI
DO POR ALTERAGOES EM CARACTERISTICAS DE BASOFILIA

As laminas, tratadas com solugao de azul de tolui-
dina a pH 4,0, foram analisadas em microscopio Zeiss,para
a determinacao da freqliencia de niicleos metacromaticos,se
gundo o teste de metacromasia induzida em espermatozoides

de touro, de MELLO (1982).



4. RESULTADEOS

Os tipos de anomalias de forma de cabega de esper-
matozoides, consideradas neste trabalho, acham-se repre-

sentados no Esquema 2 e Figura 3.

4.1 - FREQUENCIA DE ANOMALIAS DE FORMA DE CABECA

4.1.1 - REBANHO DE ELITE

Conforme observacoes da Tabela 3, a maioria d o s
animais estudados apresentou baixo Tndice de patologia de
cabega (1,5 a 5,3% em Bos taurus e 1,4 a 9,8% em Bos indi
cus), com exce¢ao de dois animais Bos taurus e um Bos in-—
dicus que apresentaram indices de 15,2 a 21%., De modo ge-
ral, a presenga de enrugamento nuclear foi rara (maximo,
0,4%).

As Tabelas 4 e 5 mostram os dados de anomalia de

cabeca analisados por consideragao individual de tipos (4)



; VoY1 TVWHONY QVYIVYH¥0102

vLiynd wNOILYWYHOd HONOd,

(301071dIN0d ) ILNVSI9 3NYHO41HId

vavoizda 3sve VN vii3yls3

TYWHON YNIND3d O TVWYONV ONHOLNOD

(oC=CCa D

S3HONIW S0L113330 S3HOIYWN $011343d

(8261) 110 42 OHIId ITVA OANN93S vI3EVD 3A SVITVIWONV 30 SOdIL $00 OVIVII4ISSYID "2 YW3NDS3



Figura 3 - Tipos de anomalias de forma de cabeg¢a de es-

permatozoides de touro, analisadas neste tra

balho, segundo VALE FILHO et alzZ (1978) e
BLOM (1950), em esfregago de

= Moo= T o Mmoo W > af

reagao de Feulgen. X 4.400.

controle normal;
piriforme;
gigante;

larga;

estreita na base;
"pouch formation"
contorno anormal;
pequena normal;
curta;

coloracao anormal
enrugada;
delgada.

semen submetido
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jura 3 - Tipos de anomalias de forma de cabeca de es-

permatozoides de touro, analisadas neste tra
balho, segundo VALE FILHO et alit (1978) e
BLOM (1950), em esfregago de
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reacao de Feulgen. X 4.400.
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ou pelo total de presengca dos mesmos (5). Com base nesses
dados, deduz-se que dois touros Bos taurus € um Bos indi-—
cus apresentaram altos valores de defeitos maiores indivi
duais (9,3 a 12,6% de cabegas estreitas na base e 13,9 a
19,6 de "pouch formation" {(Tabela 4) e que estao muito aci-
ma dos niveis aceitos como normais (5%) (VALE FILHO et ali,
1978). Os mesmos animais, no entanto, nao apresentaram ni
veis elevados de defeitos menores de cabeca (Tabela 4).

Os valores altos de defeitos maiores individuais
contribuiram para valores totais aparentemente elevados
em anomalias de cabega (14,5 a 20,3%) (Tabela 5). No en-
tanto, com referencia a este @ltimo parametro, aceijtam-se
dentro da normalidade valores de ate 20% (VALE FILHO et alit,
1978}.

No total da amostra, o tipo predominante de anoma-
lia de cabega para os defeitos maiores foi estreita na ba
se e para os defeitos menores foi pequena normal (Tabela

5).

4.1.2 - GADO PE-DURO

Dos animais analisados foram detectados altos Tndi
ces de patologia de cabega (> 20%) apenas em preparados
provenientes de dois animais (Tabela 6). A freqliencia de
enrugamento nuclear, por outro lado, foi alta, especial-

mente no mestico, comparada a total ausencia dessa anoma-
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lia em touros de rebanho de elite.

Com relagao aos defeitos maiores de cabega conside
rados individué}mente, ¢inco touros apresentaram valores
altos (especialmente "pouch formation” e coloragao anor-
mal) (Tabela 7). A anomalia do tipo coloragao anormal, foi
detectada apenas em tres animais Pés-duros e no mestigo ,
descendente de Pe-duro X Zebu (Tabela 7).

Da mesma forma que para os animais de rebanho de
elite, os valores totais de anomalias de forma de cabega
(defeitos maiores em separado dos defeitos menores), rara
mente excederam 20% (Tabela 8). Neste caso, se tratava de
défeitos maiores, com predominancia da anomalia coloragao
anormal (Touro nQ 3) (Tabela 8). No total da amostra, 0
tipo predominante de anomalia de cabeca, para os defeitos
maiores foi "pouch formation” e para os defeitos menores

foi larga (Tabela 8).
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4.2 - DETERMINAGCAO DE VALORES FEULGEN-DNA

4.2.1 - REBANHQ DE ELITE

4.2, 1.1 - COMPARAGAO GERAL ENTRE 0S TOUROS

As Tabelas 9 e 10 mostram os valores Feulgen-DNA me
dios obtidos para nucleos morfologicamente normais e anoma
Tos. 0s nucleos anomalos medidos foram escolhidos ao acaso,
sem intencionalidade de procura de um tipo definido de ang
malia. Com respeito aos valores Feulgen-DNA médios obtidos
para o total de nucleos normais medidos, houve uma varia-
¢ao com amplitude a=6,26. A dispersao nos dados foi maior
para o touro 8, a seguir para os touros 9 e 5 (Tabela 9)
Nos demais, os desvios padroes indicaram uma menor varia-
¢ao. 0 calculo do coeficiente de variacao confirmou maior
variabilidade para os valores Feulgen-DNA de nucleos nor-

mais pertencentes ao touro 8 (Tabela 9). Como o coeficien
te de variacao nao ultrapassou 10%, isso indica uma acei-
tavel homogeneidade nos dados . 0 Esquema 3 mostra os in-
tervalos de confianga ao nivel de 95% para oS valores
Feulgen-DNA médios de nucleos normais, obtidos com base

no desvio padrac S= 3,42.

No caso dos valores Feulgen-DNA médios obtidos para
os nucleos anomalos de cada touro, a variagao (amplitude

de a=16,2) bem como os desvios padrdes, intervalos de con-
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TABELA 9 - VALORES FEULGEN-DNA EM UNIDADES ARBITRARIAS DE
NOCLEOS NORMAIS DE ESPERMATOZOIDES DE TOUROS DE
REBANHO DE ELITE (N = numero de medidas = 20)
ESPECIE CODIGO DAS v +
ANTMAL LAMINAS X =S C.v.(%)
Bos indicus 1 38,34 I 1,95 5,09
Bos indicus 2 36,67 : 1,33 3,63
Bos taurus 3 34,37 T 1,92 5,59
Bos taurus 4 36,53 T 1,40 3,83
Bos indicus 5 37,42 : 2,04 5,45
Bos taurus ) 35,85 T 1,60 4,46
Bos taurus 7 38,64 : 1,95 5,05
Bos taurus 8 36,58 T 2,46 6,72
Bos indicus 9 37,65 T 2,35 6,24
Bos indicus 10 32,38 - 1,79 5,52

ESQUEMA 3 - INTERVALOS DE CONFIANGA, A0 NIVEL DE 95%,0BTI-

QW o0~ N BNy

a—

DOS COM BASE NO DESVIO PADRAO S=3,42.

1*******1******1
I******I*******I
I*******I******I

I*******I******I

khkkkhkhk]hhkkkkhk

I I I

I******I*******I
I******I*******I

I*******I******I

I******I*******I

I*******I******I

38.0 32.0 34.0 36.0 38.0 48.0
UNIDADES ARBITRARIAS FEULGEN-DNA



-38-

TABELA 10 - VALORES FEULGEN-DNA EM UNIDADES ARBITRARIAS DE
NOGCLEOS ANDMALOS DE ESPERMATOZUIDES DE TOURQS DE
REBANHO DE ELITE (N = numero de medidas = 20}.

ESPECIE CODIGO DAS vl g
ANIMAL LAMINAS Xt S C.v.(%)
Bos indicus 1 35,4 t 5,1 14,41
Beos indicus 2 51,1 t 22,1 43,25
Bos taurus 3 36,6 + 7,0 19,13
Bos taurus 4 49,6 t 21,0 42,34
Bos indicus 5 42,3 t 14,3 33,81
Bos taurus 6 41,3 t 14,1 34,14
Bos taurus 7 51,6 ¥ 20,1 38,95
Bos taurus 8 38,6 t 10,2 26,42
Bos indicus 9 50,7 1 23,4 46,15
Bos indicus 10 41,6 t 16,5 30,66

ESQUEMA 4 - INTERVALOS DE CONFIANCA, A0 NTVEL DE 95%,0BTI-
DOS COM BASE NO DESVIO PADRAQ S=16,53.

1 [Hokekdkakdekhk | Fkkh kR hkk ]
2 [Fh*xkkdkk ] *kkhkkxxk]
3 [Rokdekkdhhk ] Rhkkk Ak R Ak |
4 [H*kkkkkhkk [ ddokkhdhk*]
5 [HHxkFokkk k] Ak dekkk Ak AR ]
6 [*Hxkkdxdk [ RAE K *khAA]
7 [HHdkkhdkodok | R AR HkRRK]
8 [Rhkkdkrkk [ Ak kdhhkhkx]
g [Rkkkkdakok ] hkkkdkkxk k]
10 [ Rhkdkdekkk ] Aok kkk kkkokk ]
L | R UV REVEVIIPUIY VPR VORI |
28.0 35.0 42.0 49.0 56.0 63.0 78.0

UNIDADES ARBITRARIAS FEULGEN-DNA
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fianga e coeficientes de variagao foram mais elevados (Ta-
bela 10; Esquema 4). Neste caso, como o coeficiente de va-
riagao, no geral, ultrapassou 30%, demonstra-se uma grande
heterogeneidade entre os dados, o que era de se esperar,
dados os tipos diferentes de anomalias agrupadas. Com base
em analise de variancia (Tabelas 11 e 12) pode-se afirmar
que existe uma diferenca significativa ao nivel de 1% en-
tre os valores Feulgen-DNA, tanto para os nlcleos morfolo-

gicamente normais como para 0s anomalos.
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TABELA 11 - ANALISE DE VARIANCIA PARA 0S5 VALORES FEULGEN-
ONA DE NUCLEOS NORMAIS DE ESPERMATOQZGIDES DE

TOUROS DE REBANHO DE ELITE.

FONTE DE VARIACAOQ GL S.Q. Q.M. F
Tratamentos 9 641,5 71,3 6,18%
Res7duo 190 2219,9 1,7
TOTAL 199 2861,4

F(0,01) critico = 2,50
*Significante

TABELA 12 - ANALISE DE VARIANCIA PARA 0S VALORES FEULGEN-

DNA DE NOCLEOS ANDMALOS DE

TOUROS DE REBANHO DE ELITE.

ESPERMATOZOIDES DE

FONTE DE VARIAGAO GL S.qQ. Q.M. F
Tratamentos g . 7184 ,0 798,22 2,92*
Residuo 190 51910,0 273,21
TOTAL 199 59094,0

F(0,01) critico = 2,50
*Significante

As Tabelas 13 e 14 sa1iéntam 0s

valores médios de

area em ﬂmz para nucleos morfologicamente normais e anoma-

los, respectivamente. Com respeito aos
dos para os nucleos normais, houve uma
tude a=5,21. 0 coeficiente de variagao

a 9,95%, nao sendo, portanto, superior

valores medios obti
variagao com ampli-
se estendeu de 4,5

a 10%, indicando

assim uma aceitavel homoqgeneidade entre os dados., Os inter

valos de confianga para esses dados se

ma 5.

encontram neg Esque

No c¢aso dos valores medios de area dos nucleos ano

malos de cada touro, a variagao foi mais elevada, do que a
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TABELA 13 - KREA ABSORVENTE NUCLEAR (Jm®) DE NUCLEOS NOR-

MAIS DE ESPERMATOZDIDES DE TOUROS DE REBANHO DE
ELITE SUBMETIDOS X REAGAO DE FEULGEN (N = n¢ de
medidas = 20}.

ESPECIE cODIGO DAS - +

ANIMAL LAMINAS. X 5 ¢.v.(%)
Bog indicus 1 37,25 1 2,16 5,30
Bos indicus 2 38,36 * 1,75 4,56
Bos taurus 3 34,26 *t 3,41 9,95
Bos taurus 4 37,54 ¢ 2,01 5,35
Bos indicus 5 36,56 I 2,56 7,00
Bos taurus 6 36,09 1 1,63 4,52
Bos taurus 7 36,46 E 2,47 6,77
Bos taurus 8 35,16 - 2,15 6,11
Bos indicus 9 37,47 % 1,96 5,23
Bos indicus 10 39,47 1 2,40 6,08

ESQUEMA 5 - INTERVALOS DE CONFIANCA, AO NIVEL DE 95%, OBTI

O W o0~y s W N -

—t

DOS COM BASE NO DESVIO PADRAO S=2,30.

- S A A R NN e A S W e e e P A e e

I*****I******I

I******I******I
I*****I******I
I******I******I
I******I******I
I******I*****I
I******I******I
I*****I******I
I******I******I
I******I******I
| SRV I SUpRpE NIy SR ORI BN |
33.0 34.5 36.0 37.5 3%.0 4 .5 42.0°

AREA (Um?)
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TABELA 14 - AREA ABSORVENTE NUCLEAR (pmz) DE NUCLEOS ANOMA
L0S DE ESPERMATOZOIDES DE TOUROS DE REBANHO DE
ELITE SUBMETIDOS A REAGAO DE FEULGEN (N =n? de
medidas = 20).

ESPECIE CODIGO DAS v

ANIMAL LAMINAS Xt S C.v.(%)
Bos indicus 1 32,75 % 6,42 19,60
Bos indicus 2 39,70 t 11,49 28,94
Bos taurus 3 31,44 T 4,01 12,75
Bos taurus 4 35,16 * 9,70 27,59
Bos indicus 5 36,30 ¢ 4,44 12,23
Bos taurus 6 31,63 T 6,67 21,09
Bos taurus 7 36,13 % 9,60 26,57
Bos taurus 8 31,08 % 4,24 13,64
Bos indicus 9 39,60 ¥ 8,96 22,63
Bos indicus 10 39,03 t 6,03 15,45

ESQUEMA 6 - INTERVALOS DE CONFIANGA, AO NTVEL DE 95%, OBTI
DOS COM BASE NO DESVIO PADRAO S=7,58

W 0 ~ G g W N =

—
()

I**********I**********I

I**********I**********I

I**********I**********I

I**********I**********I

I**********I**********I

I**********I***********I

I**********I***********I

I***********I**********I

I**********I**********I

I**********I**********I

. S oy v e S A S S T T M A e S e e NN e A g e e S R e e e A M e M SR e e T e e S e AR
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verificada em nucleos normais, de forma semeilhante ao que
ocorreu com os valores Feulgen-DNA medios, o que pode ser
constatado pela amplitude a=8,62. 0s desvios padroes e os
coeficientes de variagao confirmam esta afirmativa. Consi-
derando-se toda a amostragem, o coeficiente de variagao se
estendeu de 12,23 a 28,94%. 0 Esquema 6 apresenta os inter
valos de confianga para os dados descritos na Tabela 14.Da
mesma forma que para os valores Feulgen-DNA, a analise de
variancia aplicada aos dados de area (Tabelas 15 e 16) de-
monstrou existir uma diferenga significativa entre os nu-

cleos morfologicamente normais e entre os anomalos.
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TABELA 15 - ANALISE DE VARIANCIA PARA 0S VALORES DE AREA
NUCLEAR DE NUCLEOS NORMAIS DE ESPERMATOZOIDES
DE TOUROS DE REBANHO DE ELITE.

FONTE DE VARIAGAO GL S.I. Q.M. F
Tratamentos 9 410,99 45,67 8,63*
Residuo 190 1005,99 5,29
TOTAL 199 1416,98

F§0,01) critico = 2,50

*Significante

TABELA 16 - ANALISE DE VARIANCIA PARA 0S5 VALORES DE AREA
NUCLEAR DE NUCLEOS ANOMALOS DE ESPERMATOZOI-
DES DE TOUROS DE REBANHO DE ELITE.

FONTE DE VARIAGAO GL S.1I. Q.M. F
Tratamentos 9 2124,0 236,0 4,11*
Residuo , 190 10914,0 57,4
TOTAL 199 13037,9

F(0,01) critico = 2,50
*Significante

A correlacdao entre os valores medios: Feulgen-DNA e
area absorvente nuclear, foi investigada atraves do método
de Pearson, tanto para os nucleos morfologicamente normais
como para os anomalos. Os resultados, no caso dos nilcleos
normais, demonstraram correlagao significativa, exceto pa-
ra os touros 4 e 10 (Tabela 17). Por outro lado, a correla
¢ao entre todos os valores foi significante, apesar do va-
lor baixo de r (Tabela 17). Além disso, nucleos morfologi-
camente anomalos, demonstraram correlacao significativa em
todos os casos (Tabela 18). Da mesma forma, a correlagao en
volvendo todes os valores foi significante, com um valor
alto para r (0,782), indicando que estes valores estao 61,15 %
correlacionados.



-45-

Jjued LLubLs oeu = SN

p52°0 = 001 119 50 eued 2004 e squeayyuls = s

195°0 = 8L 0913140 ([0°0) 4 10°04 e squesiLjiublLs = 5§ 1 sqp
%n wwwww%m ss 861l L1£2°0 V101 OYIVIINI0D
OH 95-23192Y SN 8l 08¢0 0l
OH 9s-e1Lalay SsS gl 2L5°0 6
oH @s-e1L18f9Y SS 8l SL9°0 8
OH 9s-e3Lalay 5SS 8l 2L 0 L
O 9S-BYLalaY SS 8l €£9°0 9 .
04 9s-e71alay g 8l £65°0 G .
OH 9s-23130Y SN 8l EEE'O b
OH @S-B3Llala3y 5SS el S8.°0 £
0 9s-v3L3lay SS Bl 8€L0 . Z ox\":._
OH 9s-e118laY S 8l 825°0 [ ouL”o_._

0¥sIdaa YIONYJIIJINDIS 19 JINIIJI43032 S0Ynol S3S3LQdIH

"3L173 30 OHNYE3d 30 S0¥N0L 30 S3AIQZ0LYWHI4S3 30 SIVWYON
S03720N 30 YYITONN ILNIAYOSEHY YIUY X YNO-NIDINI4 SIYOTIVA SOQ NOSHY3Id 30 0¥IVTIIWH0D - /1 v13avl



-46-

BEOTH wonie (100) 10704 & oywe0ts1ubls = s5
{H 9S-p1130Y ss 861 28770 L0L OYIVITIY0D
OH 9s-elialay
OH 9s-e3Llalay SS 31! 79970 0L
04 as-e3Lalay SS Bl 8L8°0 6
OH 8s-v3Lalay SS 8l 968°Q B
OH 95-e3Llalay SS Bl 688°0 L
OH @5-23 1a0aY 5SS 8L L¥9°0 9
OH as-23Lalay SS 81l 9EL"0 g
OH @s-e11alay SS 8l 968°0 14
OH as-e31alay SS 81 eveo £
oH 5-27 1308y 5s sl LL6°0 2 0#d:
O 9s-231afaY S$ 8l 5660 L 0=d:0H
0¥sSId3a VIINYJI4INDIS 19 JINIIIT4300 S0YNnolL S3S310dIH

"31173 30 OHNVE3d 30 SOYNOL 30 S3IAIQZOLYWYIASI 30 SOTYWONY

SOITOON 30 HVITINN FLNIAYOSEY VIUY X YNC-NIDIN34 SIHOIVA SOQ NOSHVYId 30 O¥AVII¥Y0D - 8L Y38yl



-47-

A correlagao entre os valores Feulgen-DNA x area ab
sorvente nuclear para cada touro pode ser tambem visualiza
da atraves da analise dos graficos 1 a 10. A cada ponto no
grafico foi associada a forma nuclear respectiva (normal
ou anomala). Para todos os animais analisados, a populagao
nuclear normal se distribuiu em regiao equivalente dos gra
ficos. 0 mesmo nao ocorreu com respeito aos nucleos anoma-
Tos, 0s quais se distribuiram inomogeneamente de acordo com
os tipos de patologia de cabega apresentados. Dois grupos
bem distintos sao representados pelos niucleos gigantes (po
liploides) e pelos micro-espermatozoides. Os niicleos gigan
tes apresentaram valores que os caracterizam como diploi-
des. Apenas um nuciec gigante observado no touro 9, exibiu
valor Feulgen-DNA e area acima do que se esperava para o
estado diploide (Grafico 9) o que contribuiu para o eleva-
do coeficiente de variagao desse touro (Tabela 9). Quanto
aos micro-espermatozoides medidos, em geral exibiram valo-
res Feulgen-DNA e area nuclear sensivelmente menores que
0os nucleos normais (Graficos 1,2,4,5). Nos touros 4 e 6,no
entanto, foram encontrados micro-espermatozoides cuja area
nuclear era reduzida, porém o conteiido Feulgen-DNA era mui
to semelhante ao de nicleos normais (Graficos 4 e 6), su-
gestivo de ocorrencia de um grau de compactagao cromatini-
ca adicional aquele ja existente em espermatozoides nor-

mais.
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Grdfico 2. Correlagdo dos valores Feulgen—-DNA x drea nuclear para os nu

o

cleos normais e andmalos de espermatozdides do touro
2 ( Bos indicus)
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Grdfico 3. Correlacdo dos vaiores Feulgen—DNA x drea nuclear para os
nicleos normais e an8malos de espermatozéides do touro
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Grdfico 5 Correlagdo dos valores Feulgen — DNA x drea nuclear po-
ra os nucleos normais e anfmalos de espermatozdides do

touro 5 ( Bos Iindicus)
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Gréfico 6 Corretagdo dos valores Feulgen — DNA x &rea nuclear pg
ra os ndcleos normais e andmalos de espermctozdides do
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touro 6{Bos taurus)
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Grdfico 8 Correlacdo dos valores Feulgen— DNA x drea nuclear pa-
ra os nicleos normals & anfmalios de espermatozdides

do touro 8( Bos taurus)
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Grdfico 9 Correlagdo dos valores Feulgen —DNA x drea nuclear para
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Gréfico 10 Correlagdo dos valores Feulgen—DNA x drea nuclear pg
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4.2.1.2 - COMPARAGAO DENTRO DAS ESPECIES

Bos taurus e Bos indicus

As Tabelas 19 e 21 demonstram que a variagao em va-
lores Feulgen-DNA para nicleos normais continua sendo sig-
nificativa, mesmo separando os valores segundo as duas di-
ferentes especies. Da mesma forma que aconteceu para os va
lores Feulgen-DNA, a variacgao significativa que existia en
tre os valores de area dos nlcleos normais em conjunto,tam
bem se manifestou quando foram considerados em separado 0s
dados dos animais das duas especies (Tabelas 23 e 25).

No caso dos nicleos anomalos, os resultados indicam
que a variagao nos valores Feulgen-DNA, quando agrupadoes
os animais das duas especies, pode ser devida a uma varia-
¢ao individual contribuida pelos esp@cimes de Bos taurus(Ta
bela 20) ou ao processo de escolha das ceélulas, embora te-
nha se procurado analisar as anomalias encontradas ao aca-
so. Considerando-se os valores de area dos nucleos anoma-
los, nao foi demonstrada diferenga significativa tanto pa-

ra Bos taurus como para Bos indicus (Tabelas 24 e 26).
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TABELA 19 - ANAITSE DE VARIANCIA DOS VALORES FEULGEN-DNA
PARA NUCLEOS NORMAIS DE ESPERMATOZOIDES DE
TOUROS Bos taurus.

FONTE DE VARIACAO GL S.Q. Q.M. F
Tratamentos 4 189,50 47,38 13,09
Residuo G5 343,94 3,62
TOTAL 99 533,44

F(0,01) critico = 3,53; F(0,005) = 4,01
** Altamente significante

TABELA 20 - ANALISE DE VARIENCIA DOS VALORES FEULGEN-DNA
PARA NOUCLEOS ANDMALOS DE ESPERMATOZOIDES DE
TOUROS Bos taurus.

FONTE DE VARIAGAO GL S.Q. Q.M. F
Tratamentos 4 3585,0 896,25 3,74*%
Residuo 95 22741,0 239,38

TOTAL 99 26326,0

F(0,01) critico = 3,53
*Significante

TABELA 21 - ANALISE DE VARIANCIA DOS VALORES FEULGEN-DNA
PARA NOUCLEOS NORMAIS DE ESPERMATOZOIDES DE
TOURQS Boé Zndicus.

FONTE DE VARIAGAD GL S.qQ. .M. F
Tratamentos 4 451,5 112,9 5,72%
ResTduo 95 1875,9 19,7
TOTAL 99 2327,5

F(0,01) critico = 3,53
*Significante
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TABELA 22 - ANALISE DE VARIANCIA DOS VALORES FEULGEN-DNA
PARA NOCLEOS ANOMALOS DE ESPERMATOZOIDES DE

TOUROS Boes indicus.

FONTE DE VARIACKO GL S.qQ. Q.M. F
Tratamentos 4 3575,0 893,75 2,91*
ResTduo 95 29168,0 307,03
TOTAL 99 32744,0

F(0,01) critico = 3,53
*Nao significante

TABELA 23 - ANALISE DE YARIANCIA DOS VALORES DE AREA NU-

CLEAR PARA NUCLEOS NORMAIS DE ESPERMATOZUI-
DES DE TOUROS Bos taurus.

FONTE DE VARIAGAO GL S.Q. G.M. F
Tratamentos 4 125,17 31,29 5,38*
ResTduo 95 552,07 5,81
TOTAL 99 677,24

F(0,01) critico = 3,53
*Significante

TABELA 24 - ANALISE DE VARIANCIA DOS VALORES DE EREA NU-
CLEAR PARA NOUCLEOS ANOMALOS DE ESPERMATOQZOI-
DES DE TOURQS Bos tauruse.

FONTE DE VARIACAD GL 5.Q0. Q.M. F
Tratamentos 4 448,9 112,2 2,12
ResTduo 95 5031,4 53,0
TOTAL 99 5480,3

F(0,01) critico = 3,53
Nao significante
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TABELA 25 - ANALISE DF VARIANCIA DOS VALORES DE AREA Nu-
CLEAR PARA NUCLEOS NORMAIS DE ESPERMATOZODI-

DES DE TOURQOS Bos <indicus.

FONTE DE VARIACAO GL S.qQ. Q.M. F
Tratamentos 4 101,25 25,31 5,30%
Residuo 95 453,92 4,78
TOTAL ' 99 555,17

F(0,01) critico = 3,53
*Significante

TABELA 26 - ANALISE DE VARIANCIA DOS VALORES DE AREA NU-
CLEAR PARA NUCLEOS ANOMALOS DE ESPERMATOZOI-

DES DE TOURQOS Bos indzcus.

FONTE DE VARIAGAO GL S.Q. Q.M F
Tratamentos 4 711,5 177.,9 2,87*
ResTduo 95 5882,6 61,9
TOTAL 99 6594,1

F(0,01) critico = 3,53.
*Nao significante
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4.2.1.3 - COMPARAGAO ENTRE AS ESPECIES:

Bos indicus X Bos taurus

O0s valores Feulgen-DNA medios bem como 0s respecti-
vos intervalos de confianca ao nivel de 95% obtidos para o
conjunto de niicleos, morfologicamente normais e anomalos ,
foram reunidos por espécie (Tabelas 27 e 28 e Esquemas 7 e
8). A analise de variancia aplicada a esses valores totais
(Tabelas 29 e 30) demonstrou nao existir a esse nivel dife
renga estatisticamente significante entre as especies.Tam
bem os valores de area foram igualmente agrupados e anali-
sados (Tabelas 31 a 34; Esquemas 9 e 10). A analise de va-
riancia indicou que a diferenga entre os valores de area,
tanto para nucleos normais como para nucleos anomalos, en-
tre as especies comparadas (Tabelas 33 e 34) e estatistica
mente significante. Possivelmente contribua para tal, pelo
menos no caso dos nicleos de morfologia normal, uma varia-
¢ao em seu tamanho conforme a especie considerada, e detec
tavel mesmo visualmente, sem que isso afete o seu padrao

de forma.
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TABELA 27 - VALORES FEULGEN-DNA EM UNIDADES ARBITRARIAS DE
NOCLEOS NORMALIS DE ESPERMATOZOIDES DE TOUROS DE
REBANHO DE ELITE DAS ESPECIES Bos indicus X
Bos taurus.

ESPECIE ANIMAL X + S C.V.(%) N
1. Bos indicus 36,49 ¢t 4,85 13,29 100
2. Bos taurus 36,39 ¢ 2,32 6,38 jgo

ESQUEMA 7 - INTERVALOS DE CONFIANGA, AO NIVEL DE 95%,0BTI-
DOS COM BASE NO DESVIO PADRAO 5=3,80.

]_ I********************I*******************I

2. I*********************I********************I

35.60 35.95 36.30 36.65 37.00 37.35 37.70
UNIDADES ARBITRARIAS FEULGEN-DNA

TABELA 28 - VALORES FEULGEN-DNA EM UNIDADES ARBITRARIAS DE
NOCLEOS ANOMALOS DE ESPERMATOZOIDES DE TOUROS
DE REBANHO DE ELITE DAS ESPECIES Bos indicus x

Bos taurus.

ESPECIE ANIMAL X + S C.V.(%) N
1. Bos indicus 44,2 T 18,2 41,2 100
2. Bos taurus 43,5 ¥ 16,3 37,5 100

ESQUEMA 8 - INTERVALOS DE CONFIANGCA, AD NIVEL DE 95%,0BTI-
DOS COM BASE NO DESVIO PADRAO S=17,26.

] I**********************I**********************I

2. I*********************I**********************I

40.0 41.5 43.0 44.5 46.0 47.5 49.0
UNIDADES ARBITRARIAS FEULGEN-DNA
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TABELA 29 - ANALISE DE VARIANCIA DOS VALORES FEULGEN-DNA
PARA NUCLEOS NORMAIS DE ESPERMATOZOIDES DE
TOURQS Bos indicus X Bos taurus.

FONTE DE VARIAGAO GL S.Q. Q.M. F
Tratamentos 1 0,5 0.5 0,04
ResTduo 198 2860,9 14,4
TOTAL 199 2861,4

F(0,01) critico = 6,76
Nao significante

TABELA 30 - ANALISE DE VARIENCIA DOS VALORES FEULGEN-DNA
PARA NUCLEOS ANOMALOS DE ESPERMATOZOIDES DE
TOUROS Bosgs indicus X Bog taurus.

FONTE DE VARIACAQ GL S.qQ. Q.M. F
Tratamentos 1 24,0 24,0 0,08
Residuo 198 59070,0 298,0
TOTAL 199 59094 ,0

F(0,01) critico = 6,76
Nao significante

TABELA 31 - AREA ABSORVENTE NUCLEAR (ﬂmz) DE NUCLEOS NOR-
MAIS DE ESPERMATOZOIDES DE TOURQS DE 'REBANHO DE
ELITE DAS ESPECIES Bos indicus e Bos taurus.

ESPECIE ANIMAL X + S C.V.(%) N
1. Bos indicus 37,82 + 2,37 6,27 100
2. Bos taurus 35,90  + 7,30 7,30 100

ESQUEMA 9 - INTERVALOS DE CONFIANGCA, AO NIVEL DE 95%, OBTI
DOS COM BASE NO DESVIO PADRAO S = 2,49.

35.40 36.0 36.60 37.20 37.80 38.40 39.0
AREA (Jim?)
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TABELA 32 - RREA ABSORVENTE NUCLEAR (Mm?) DE NUCLEOS ANDMA
LOS DE ESPERMATOZOIDES DE TOUROS DE REBANHO DE
ELITE DAS ESPECIES Bos imndicus e Bos taqurus.

ESPECIE ANIMAL X + S C.V.(%) N
1. Bog indicus 37,47 + 8,16 21,78 100
2. Bos taurus 33,09 + 7.44 22,48 100

ESQUEMA 10 - INTERVALOS DE CONFIANGCA, AO NIVEL DE 95%,0BTI
DOS COM BASE NO DESVIO PADRAO S = 7,81

2 . I**********I*********I

31.5 33.0 34.5 36.0 37.5 39.0 40.5

AREA (JIm?)

TABELA 33 - ANALISE DE VARIANCIA DOS VALORES DE AREA NUCLEAR
PARA NUCLEOS NORMAIS DE ESPERMATOZOIDES DE TOU-
ROS Bos indicus X Bos taurus.

FONTE DE VARIAGAO GL S.qQ. Q.M. F
Tratamentos ] 184,57 184,57 29,67 **
Residuo 198 1232,4 6,22
TOTAL 199 1416,98

F(0,01) critico = 6,76; F(0,005) = 8,06
**Altamente significante

TABELA 34 - ANALISE DE VARIBNCIA D0OS VALORES DE AREA NUCLEAR
PARA NOUCLEOS ANOMALOS DE ESPERMATOZOIDES DE Tou
T0S Bos indicus X Bos taurus.

FONTE DE VARIAGAQ GL s.0. Q.M. F
Tratamentos 1 963,6 936,6 15,80%*
Residuo 198 12074,3 61,0
TOTAL 199 13037,9

F(0,01) critico = 6,76;  f(0,005) critico = 8,06
**Altamente significante
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4.2.2 - GADO PE-DURO

4.2.2.1 - COMPARACAO GERAL ENTRE 0S TOURODS

p—

O0s valores Feulgen-DNA médios obtidos para os nu-
cleos morfologicamente normais e anomalos acham-se reuni-
dos nas Tabelas 35 e 36. Da mesma forma, os intervalos de
confianga para esses dados estao indicados nos Esquemas 11
e 12.

No caso dos niucleos normais, a variagao nos valores
Feulgen-DNA alcangou amplitude a=8,08. Dentre os animais
analisados, os touros 8, 9 e 10 apresentaram valores medios
mais baixos que os demais (Tabela 35). 0s desvios padroes
e coeficientes de variagao confirmaram a dispersao existen
te entre os valores medios, contudo, em nenhum dos animais
detectou-se uma dispersao nos dados tao elevada como a en-
contrada no touro 9 do rebanho de elite (Tabela 9). 0 coe-
ficiente de variagao nao ultrapassou 10%, indicando, por-
tanto, uma certa homogeneidade nos dados.

Ja para os valores Feulgen-DNA médios de nucleos ano-
malos de cada touro, a variagao foi mais elevada (Tabela 36),
com amplitude a=20,9. Como o coeficiente de variagao para
a-maioria dos animais considerados ultrapassou 30%, existe
uma grande heterogeneidade entre os dados, o que era de se
esperar, dado os diferentes tipos de anomalias agrupadas,
da mesma forma que ocorreu para o caso dos animais de reba

nho de e]ite.‘Com base em analise de variancia (Tabelas 37
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e 38) pode se dizer que existe diferenca estatisticamente
significante tanto entre os valores Feulgen-DNA de niicleos

normais como de anomalos.

TABELA 35 - VALORES FEULGEN-DNA EM UNIDADES ARBITRARIAS DE
NOCLEOS NORMAIS DE ESPERMATOZOIDES DE TOUROS
DA RAGA PE-DURO (N = nQ de medidas = 20).

RACA ANIMAL CODIGO LAMINAS X + S C.V.(%)
Pé-duro 1 34,62 + 1,32 3,81
Pe-duro 2 34,93 + 2,32 6,64
Pe-duro 3 35,09 % 2,43 6,93
Pe-duro 4 36,14 + 1,48 4,10
Pe~-duro 5 34,63 + 2,55 7,36
Pe-duro 6 38,66 + 2,41 6,23
Pévduro 7 35,89 + 1,42 3,96
Pe-duro 3 31,68 + 1,34 4,23
Pe-duro 9 30,58 + 1,90 6,21
Mestico 10 30,68 + 1,61 5,25

ESQUEMA 11 - INTERVALOS DE CONFIANCA, AO NIVEL DE 95%,08TI
DOS COM BASE NO DESVIO PADRAO S = 1,94,

1. [HHk]Rkk]
2. [HHkk ] deokk |
3. [ Rk #kkk]
a. [*HHk]hrk]
5. [HHkkkk]
6. [ Rk *Ak*]
7. [RAK [ HFkAk]
8. [RHH]kAr*]
9. [ Rk RAK]
10. [*H*hrkx]
L e e e e e ) ___11
28.0 38.0 32.0 34,0 36.0 38.0 48.0

UNIDADES ARBITRARIAS FEULGEN-DNA
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TABELA 36 - VALORES FEULGEN-DNA EM UNIDADES ARBITRARIAS DE

NOCLEOS ANGMALOS DE ESPERMATOZOIDES DE TOUROS

DA RAGA PE-DUROD.
RACA ANIMAL CODIGO LAMINAS X + S C.V.(%) N
PE-duro 1 33,3+ 8,4 25,23 20
Pe-duro 2 39,8 + 14,9 37,44 20
Pe-duro 3 33,6 + 8,4 25,00 20
Pe-duro 4 54,2 + 20,3 37,45 20
Pe-duro 5 42,1 + 16,8 39,90 20
Pe-duro 6 38,0 + 2,7 7,11 6
Pe-duro 7 49,7 + 18,8 37,83 20
Pe-duro 3 40,0 + 15,0 37,50 12
Pe-duro 9 33,9 + 9,6 28,32 14
Mestigo 10 38,6 + 14,2 36,79 20

ESQUEMA 12 - INTERVALOS DE CONFIANGCA, A0 NTVEL DE 95%,0BTI
DOS COM BASE NO DESVIO PADRAO S = 14,56

O 0 ~ O O &Ww NN —
. . . . - . . - .

j—
[}

I*******I*******I
I*******I*******I

I*******I*******I

I*******I*******I

[RFhddkdkd ] kkdkhhhkk]

I**************I*************I

I*******I*******I

I*********I*********I
*hkkhkkhk]hkkhkhkhkk
I 1 |

I*******I*******I

32.0 40.0 48.0

UNIDADES ARBITRARIAS FEULGEN-DNA
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TABELA 37 - ANALISE DE VARIANCIA PARA 0S VALORES FEULGEN-
DNA DE NUCLEQS NQRMAIS DE ESPERMATOZOIDES DE

TOUROS DA RAGA PE-DURO.

FONTE DE VARIACHKO 6L 5.Q. Q.M. F
Tratamentos 9 1200,50 133,39 35,55%%
Res Tduo 190 712,94 3,75
TOTAL 199 1913,44
F(0,01) critico = 2,50 ; F(0,005) = 2,74

**Altamente significante

TABELA 38 - ANALISE DE VARIENEIA PARA 0S VALORES FEULGEN-
DNA DE NOCLEOS ANOMALOS DE ESPERMATOZOIDES DE

TOUROS DA RAGA PE-DURO.

FONTE DE VARIAGRO GL $.Q. Q.M. F
Tratamentos 9 8210,0 912,22 4,30*
Residuo 162 34339,0 211,97
TOTAL 171 42549,0

F(0,01) critico = 2,52
*Significante
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Com respeito aos valores médios de irea nuclear pa-
ra os espermatozoides morfologicamente normais, houve wuma
variagao nestes valores com amplitude a=9,75. Com base nos
dados da Tabela 39 observa-se que o touro 6 apresenta no-
cleos com area maior que a dos demais, enquanto o inverso
ocorre com o touro 8. 0 coeficiente de variacao maximo foi
10,37% portanto,pode se dizer que existe razoavel homoge—
neidade nos valores, apesar das diferengas observadas. 0
Esquema 13 apresenta os intervalos de confianga para os da
dos da Tabela 39. Neste esquema salienta-se a posicao rela
tiva dos valores dos touros 6 e 8 comparada a dos demais.

Para o caso dos valores medios de area dos nucleos
anomalos a variacao foi maior do que a encontrada em nu-
cleos normais, semelhante ao que se verificou para os valg
res Feulgen-DNA, o que pode ser constatado pela amplitude
a=10. Da mesma forma que ocorreu para os valores Feulgen-
DNA, os touros 6 e 8 apresentaram valores de area nuclear
mais altos (Touro 6) e mais baixos {(Touro 8) (Tabela 40;Es
quema 14). 0s desvios padroes e coeficientes de variagao
tambem foram mais elevados do que para os nucleos normais.
0 coeficiente de variacgao variou de 11,88 a 47,98% em toda
a amostra, o que indica uma grande heterogeneidade entre
os dados (Tabela 40).

A comparagaoc de todos os valores de area nuclear atra
ves de analise de variancia indica diferenga estatistica—

mente significante apenas para os nucleos normais (Tabelas

41 e 42).
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2

TABELA 39 - AREA ABSORVENTE NUCLEAR (Um“) DE NOCLEOS NOR-

MAIS DE ESPERMATOZOIDES DE TOUROS DA RACA

PE-

DURO SUBMETIDOS A REAGAO DE FEULGEN (N = nQ de

medidas = 20).

—

RAGA ANIMAL  CODIGO LAMINAS X + S C.V. (%)
Pe-duro ! 39,70+ 2,59 6,52
Pe-duro 2 39,66 + 3,97 10,01
Pe-duro 3 37,70 + 3,9 10,37
Pé-duro 4 36,84 E 3,31 8,98
Pe-duro 5 38,16 + 3,74 9,80
Pé-duro 6 45,78 + 3,87 8,45
Pe-duro 7 36,46 + 1,96 5,38
Pé-duro 8 29.91 + 2,86 9,56
P&-duro 9 34,76 % 2,53 7,28
Mestigo 10 38,10 + 2,20 5,77

ESQUEMA 13 - INTERVALOS DE CONFIANGA, AO NTVEL DE 95%,0BTI

—
o

O 0 ~ O O & W N —

DOS COM BASE NO DESVIO PADRAO S = 3,18.

I***I**

I**I***I
I**I***I
I**I***I
I**I***I
I**I***I
I**I***I

I**I***I

I***I**I

I**I***I

A oy ———— T TS AR Tt e By S S o Y o U e e W

AREA (Jm®)
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TABELA 40 - AREA ABSORVENTE NUCLEAR (ﬂmz) DE NOCLEQS ANDMA
LOS DE ESPERMATOZOIDES DE TOUROS DA RACA PE-DT

RO SUBMETIDOS A REAGAO DE FEULGEM.

RACA ANIMAL CODIGO LAMINAS X + S C.V.(%) N
Pe-duro ] 33,0 + 4,8 14,55 20
Pe-duro 2 34,0+ 7,1 20,88 20
Pe-duro 3 30,8 + 4,2 13,64 20
Pe-duro 4 37,5 + 10,2 27,2 20
Pe-duro 5 39,7 + 17,5 44,08 20
Pe-duro 6 42,1 + 5,0 11,88 20
Pe-duro 7 35,7 + 10,0 28,01 20
Pe-duro 8 32,1 + 7.4 23,05 12
Pe-duro 9 37,1 + 17,8 47,98 14
Mestigo 10 38,2 + 7,0 18,32 20

ESQUEMA 14 - INTERVALOS DE CONFIANGCA, A0 NIVEL DE 95¢%, 0BTI

"I . I********I********I
2 . I********I********I
3. I*********I*******‘*I
4‘ I********I********I
5 . I********I********I
6 . I***************I****************I
7 . I********I*********I
8. I******‘k****I***********I
9' I**********I**********I
‘IO- I********I********I
Y Y IO NP N R
25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0

DG COM BASE NO DESVIO PADRAO S = 10,28.

AREA (Jin°)
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TABELA 41 - ANALISE DE VARIANCIA PARA 0S VALORES DE AREA
NUCLEAR DE NUCLEQS NORMAIS DE ESPERMATOZDIDES
DE TOUROS DA RAGA PE-DURO.

FONTE DE VARIAGAO GL S.Q. Q.M. F
Tratamentos 9 2899,6 322,2 31,93**
Residuo 130 1916,9 10,1

TOTAL 199 4816,5

F(0,01) critico = 2,50; F(0.005) critico = 2,74
**Altamente significante

TABELA 42 - ANALISE DE VARIANCIA PARA 0S VALORES DE AREA
NUCLEAR DE NOCLEQOS ANOMALOS DE ESPERMATOZOI-
DES DE TOUROS DA RAGA PE-DURO.

FONTE DE VARIACAO GL S.Q. Q.M. F
Tratamentos 9 1621,0 180,1 1,70
ResTduo 162 17147,0 105,8
TOTAL 171 18768,0

F(0,01) critico = 2,52
Nao significante

0s valores Feulgen-DNA e de area nuclear foram tam-

bem comparados entre os tourcs da raga Pe-duro, excluindo-se

touro mestico (Tabelas 43 a 46).

0s resultados mostraram-se equivalentes aqueles ob-

tidos para os touros da raca Pe-duro sem exclusao do mestigo, tan

to para os valores Feulgen-DNA (Tabelas 43 e 44) como para

os valores de area (Tabelas 45 e 46). Igualmente, nao hou-

ve diferenca significativa para os valores de area nuclear

de nucleos anomalos (Tabela 46).
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TABELA 43 - ANALISE DE VARIANCIA DOS VALORES FEULGEN-DNA
PARA NUCLEOS NORMAIS DE ESPERMATOZOIDES DE TOU

ROS DA RACA PE-DURO, EXCLUINDO-SE 0 TOURC MESTIGOT

FONTE DE VARIACAO GL S.Q. Q.M. F
Tratamentos 8 910,67 113,83 29,32*%*
Residuo 171 663,80 3,88
TOTAL 179 1574,47

F(0,01) critico = 2,61; F(0,005) critico = 2,88
**Altamente significante

TABELA 44 - ANALISE DE VARIANCIA DOS VALORES FEULGEN-DNA

PARA NOCLEOS ANOMALOS DE ESPERMATOZOIDES DE
TOUROS DA RAGA PE-DURO, EXCLUINDO-SE O TOURQ MESTICO.

FONTE DE VARIACKO GL S.Q. g.m. F
Tratamentos 8 8107,0 1013,38 4,75%*
Residuo 143 30512,0 213,37
TOTAL 151 38619,0

F(0,01) critico = 2,64
*Significante

TABELA 45 - ANALISE DE VARIANCIA DOS VALORES DE AREA NU-
CLEAR PARA NUCLEOS NORMAIS DE TOUROS DA RACA

PE-DURO, EXCLUINDO-SE O TOURG MESTIGO.

FONTE DE VARIACﬁO GL 5.Q. Q.M. F
Tratamentos 8 2896,2 362.,0 33,93*%*
Residuo 171 1824,7 10,7
TGTAL 179 4720,9

F(0,01) critico = 2,61, F(0,005) = 2,88
**Altamente significante
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TABELA 46 - ANALISE DE VARIANCIA DOS VALORES DE AREA NU-
CLEAR PARA NOCLEOS ANOMALOS DE TOUROS DA RAGA
PE-DURO, EXCLUINDO-SE 0 TOURO MESTICO.

FONTE DE VARIAGAD GL S.Q. Q.M. F
Tratamentos 8 1479,0 184,88 1,63
ResTduo 143 16220,0 113,43

TOTAL 151 17699,0

F(0,01) critico = 2,64
Nao significante

Os va1pres Feulgen-DNA X area absorvente nuclear de
nticleos morfologicamente normais e anomalos foram também es
tudados com o método de correlacao de Pearson.

0s resultados, no caso dos nicleos normais demons—
traram que individualmentg, os touros 2,3,5,6 e 9 possuem
seus valores fortemente correlacionados ao nivel de 1%, en
quanto para os demais touros, os valores apresentam no ma-
ximo 17,4% de correlacgao (Touro 10) (Tabela 47). Apesar dis-
so, a correlagao entre todos os valores e significativa(Ta
bela 47).

Quanto aos nucleos anomalos, para os touros 1,3, 6,
8.2 9 nao existe correlagao significativa (Tabela 48).Nes-
te caso, os valores estEo fracamente correlacionados e apre
sentam no maximo 37,21% de correlagao (Touro 6).Para .o tou
ro 1 a correlacao & de apenas 0,49%. Contudo, a correlacao

total foi significante a 1% (Tabela 48).
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A correlagdo entre os valores Feulgen-DNA e area nu
clear pode ser também avaliada através dos graficos 11 a
20. A populacao nuclear normal tambem se distribuiu de for
ma semelhante a observada para os touros de rebanho de eli
te, com excecao da referente aos touros 8,9 e 10. Neste ca
so 0s valores Feulgen-DNA se apresentaram mais baixos que
os demais.

Com respeito aos nicleos anomalos, a | distribuigao
foi muito variada, estando geralmente relacionada com o ti
po de patologia de cabega apresentado. Como no casc d o s
touros de rebanho de elite, os nticleos poliploides apresen
taram o padrao esperado de diploidia, embora alguns deles
possam indicar alguma aneuploidia (Graficos 12,15 e 20, re
ferentes aos touros 2,56 e 10, respectivamente). Ainda com
respeito a estes nicleos, os touros 4 (Grafico 14) e 5(Gra
fico 15) apresentaram valores de area mais elevados,ou se-
ja, superior ao padrao geral que foi no maximo 60 pmz, no
caso, /5 e 98 pmz respectivamente. Com respeito aos micro-
espermatozoides, a sua distribufgéo nao diferiu significa-
tivamente daquela dos animais de rebanho de elite. Ainda
com relagao aos niucleos pequenos, no touro 1 (Grafico 11)
foi detectado um nucleo com morfologia nuclear diferente
{forma curta), cujo valor Feulgen-DNA em torno de 65 unida
des arbitrarias foi elevadissimo, no caso, semelhante  ao
de niicleos poliploides. Provavelmente, se trata de um nu
cleo com cromatina extremamente compactada, pois a area nu-
clear nao chegou a 30 pmz (Gréfico 11). Para o touro 9{Gra

fico 15) também foi detectado um nlicleo anomalo (forma larga)
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que apresentou area nuclear bastante elevada (96 pmz), no ca-
so, uma area correspondente a de nucleos poliploides. Pro-
vavelmente, em oposicao ao que foi detectado no touro 1

(Grafico 11) se trata de um niicleo que apresenta cromatina

descompactada.
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Grdfico 11 Correlagdo dos valores Feulgen-DNA x drea nuclear para os
ndcleos normals e andmalos de espermatozdides do touro

1(Pe—duro)
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Gréfico 12 Correlagdo dos valores Feulgen — DNA x dred nuclear para -81-
os nidcleos normais e anémalos de espermatozdides do
fouro 2 ( Pe-duro)
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Grafico |3 Correlagdo dos valores Feulgen— DNA x drea nuclear pa
ra 0s nucleos normais ¢ andmalos de espermatozdides do
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cleos normais e andmalos de espermatozdides do touroc 4 (Peg
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Grdfico |5 Correlagdo dos valores Feulgen — DNA x drea nucledr para
os nidcleos normais e andmalos de espermatozdides do tou-
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Grdfico 16 Correlagdo dos valores Feuigen— DNA x drea nuclear pa-
ra os nticleos normais e andmalos de espermatozdides do
touroc 6 { Pé—duro)

—DNA

-

UNIDADES ARBITRARIAS FEULGEN

80

70

60

50

40

A

0 O(goo.?%)g

I !

30

40 50
AREA (Hm?)

60



FEULGEN —DNA

UNIDADES ARBITRARIAS

80

70

60

50

40

30

20

AREA (K m?)

Gréfico |7 Correlagdo dos valcres Feulgen — DNA x drea nuclear para os -86-
nicleos normais e andmalos de espermatozdides do touro
7( Pé-duro) .
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Grdfico |8 Correlaggdo dos valores Feulgen — DNA x drea nuclear para
os nlcleos normais e anBmalos de espermatozoides do tou
ro 8 (Pe-duro)
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Grdfico 19 Correlagdo dos valores Feulgen —DNA x drea nuclear para os nicleos -88-

normais e andmalos de espermatozdides do touro 9 ( Pe - duro)
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4.2.3 - COMPARAGAO PE-DURO X REBANHO DE ELITE

0s valores Feulgen-DNA como também os de area nu-
clear provenientes de nucleos morfologicamente normais e
anomalos de touros de gado Pe-duro foram finalmente compa-
rados aos de touros de rebanho de elite. Foram obtidos,tan
to para a primeira, como para a segunda amostra,valores me
dios representativos de cada parametro, e intervalos de
confianga a partir do total de medidas efetuadas para cada
amostra (Tabelas 49 e 50; Esquemas 15 e 16). 0s resultados
da analise de variancia demonstraram que, considerados em
sua totalidade, os valores Feulgen-DNA de nucleos normais
de espermatozoides de gado Pe-duro diferem de forma alta-
mente significativa dos valores equivalentes para touros
de rebanho de elite (Tabela 51). Com base nos dados de in-
tervalo de confianga (Esquema 15) observa-se mais claramen
te esta diferenga, e pode-se dizer ainda que os valores
Feulgen-DNA de espermatozoides de touros da raga Pe-duro sao mais
baixos que os de animais de rebanho de elite. Por outro la
do, os valores Feulgen-DNA para nlcleos anomalos nao apre-
sentam diferenca estatisticamente significante nem a 5%(Ta

bela 52 e Esquema 16).
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TABELA 49 - VALORES FEULGEN-DNA MEDIOS EM UNIDADES ARBITRA
RIAS DE NUCLEOS NORMAIS DE ESPERMATOZOIDES DE
TOUROS DE REBANHO DE ELITE E DE TOUROS DA RAGA

PE-DURO.
TOUROS X + S C.V. (%) N
1. Rebanho de elite 36,44 + 3,46 9,38 200
2. Pe-duro 34,29 4+ 3,10 9,04 200

ESQUEMA 15 - INTERVALOS DE CONFIANGA, AO NTVEL DE 95%,0BTIL
DOS COM BASE NO DESVIO PADRAO S = 3,46.

- A e e o e e s WS AR EE Em e M v W NN M M A EE MR W G M M e Sm e em Em e o Ee e e A e Ak e MR M e ER WY e = e

- v e mm e . R e me mm e o W e e Ew SR Ee WM M mm o SN A SN m Em Em Em e N MM SE R M e B A W R e T e MR e el S e e

33.60 34.30 35.00 35.70 36.40 37.10 37.80
UNIDADES ARBITRARIAS FEULGEN-DNA

TABELA 50 - VALORES FEULGEN-DNA MEDIOS EM UNIDADES ARBITRA
RIAS DE NUCLEOS ANOMALOS DE ESPERMATOZOIDES DE
TOUROS DE REBANHO DE ELITE E DE TOUROS DA RACA

PE-DURO.
TOUROS X+ S C.V.(%) N
1. Rebanho de elite 43,9 + 17,2 39,18 200
2. Pe-duro 40,8 + 15,8 38,73 172

ESQUEMA 16 - INTERVALOS DE CONFIANCA, AO NTVEL DE 95%,0BTI
DOS COM BASE NO DESVIO PADRAO S = 16,60
1 i 1 1 1

e . o A e i e ek e ek ek e kY e Ak W S S N S 8w e e

I**************I**************I

2. I***************I****************I

38.0 39.5 -~ 41.0 42.5 44.0 45.5 47.0
UNIDADES ARBITRARIAS FEULGEN-DNA



-92-

TABELA 51 - ANALISE DE VARIANCIA PARA 0S VALORES FEULGEN-
DNA DE NOUCLEOS NORMAIS DE ESPERMATOZOIDES DE
TOUROS DE REBANHO DE ELITE X PE-DUROD.

FONTE DE VARIAGAQ GL S.qQ. Q.M. F
Tratamentos i 464,0 464,0 38,68%*
ResTduo 398 4774,8 12,0
TOTAL 399 5238,8

F(0,01) critico = 6,703 F(0,005) = 7,97
**Altamente significante

TABELA 52 - ANALISE DE VARIANCIA PARA 0S VALORES FEULGEN-
DNA DE NOCLEOS ANOMALOS DE ESPERMATOZOIDES DE
TOUROS DE REBANHO DE ELITE X PE-DURO.

FONTE DE VARIAGAO GL S.Q. Q.M. F
Tratamentos 1 895,0 895,0 3,25
Residuo 370 101643,0 275,7
. TOTAL 371 102538,0

F(0,01) critico = 6,70
Nao significante

Considerando-se que os touros Pée-duro 8 e 9 e o mes
tigo (10) apresentaram valores Feulgen-DNA medios muito bai
xos em relagao aos demais {Tabela 35), a suposicao de que
estes valores poderiam ter influenciado diretamente o re-
sultado, conduziu 3 realizagdo de uma andalise de variancia
para uma nova comparagao dos valores entre as duas amostras,
fazendo-se a exclusao na segunda amostra, dos touros cita-

dos acima.
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0s valores Feulgen-DNA médios obtidos a partir do
total de medidas efetuadas para cada amostra, como tambem
os intervalos de confianga obtidos com base nos valores mg
dios e desvio padrao $=7,87 sao apresentados na Tabela 53
e Esquema 17, respectivamente. A analise de variancia de-
monstrou entao nao existir diferenga estatisticamente sig-
nificante entre as duas amostras (Tabela 54). Da mesma for
ma, a dispersao entre os dados para os touros da raca Pe-duro reé-
duziu-se sensivelmente, o que e demonstrado pelos valores
do desvio padriao, coeficiente de variagao e intervalos de
confianga {Tabelas 49 e 53; Esquemas 15 e 17). Por outro
lado, com respeito aos valores de area {Tabelas 55 a 58;Es
guemas 18 e 19) os nicleos normais de espermatozoides de
touros de rebanho de elite sg diferem ao nivel de 5% dos de
touros da raga Pe-duro (Tabela 57); com respeito aos nicleos anoma
los nao existe diferenca estatisticamente significante nem

ao nivel de 5% (Tabela 58).
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TABELA 53 - VALORES FEULGEN-DNA MEDIOS EM UNIDADES ARBITRA
RIAS DE NUCLEOS NORMAIS DE ESPERMATOZOIDES ©DE
TOUROS DE REBANHO DE ELITE E DE TOUROS DA RACA
PE-DURO, (EXCLUINDO-SE 0S TOUROS 8, 9 E 10).

TOUROS X 4+ S C.V. (%) N
1. Rebanho de elite 36,44 + 3,46 9,38 200
2. Pé-duro 35,69 + 2,02 5,66 140

ESQUEMA 17 - INTERVALOS DE CONFIANGA, A0 NIVEL DE 95%,0BTIL
DOS COM BASE NO DESVIO PADRAO S = 7,87.

. e E e W e e MR Em e MR R Em Em Em e Am e A Em A MR M W Gm AR A MR A AN N AL MR SR A Mm Em Em B We e am M Aw M = mr mw em oew e

JRFF Rk kkkkkkkkkkhkkkkhkk |

2. I****************************I

R e e EE A AL o e e B o e G e e e e e e T M e e e e e o v e e e e e e e A e s e — e

34,0 35,0 36,0 37,0 38,0 39,0 40,0
UNIDADES ARBITRARIAS FEULGEN-DNA

TABELA 54 - ANALISE DE VARIANCIA DOS VALORES FEULGEN-DNA
PARA NUOCLEOS NORMAIS DE ESPERMATOZOIDES DE
TOUROS DE REBANHO DE ELITE X PE-DURO (EXCLU-
INDO-SE O0S TOUROS 8, 9 E 10).

FONTE DE VARIACAQ GL $.Q. Q.M. F
Tratamentos 1 25,35 25,35 0,41
Residuo 338 20916 ,05 61,88
TOTAL 339 20941,40

F(0,01) critico = 6,71
Nao significante
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TABELA 55 - AREA ABSORVENTE NUCLEAR (Um?) DE NOCLEOS NOR-
MAIS DE ESPERMATOZGIDES DE TOUROS DE REBANHO DE
ELITE E DE TOUROS DA RACA PE-DURD.

TOUROS X + S C.V.{%) N
1. Rebanho de elite 36,86 + 2,67 7,24 200
2. Pe-duro 37,71+ 4,92 13,05 200

ESQUEMA 18 - INTERVALOS DE CONFIANGCA, AO NIVEL DE 95%,0BTI
DOS COM BASE NO DESVIO PADRAO S = 3,96.

. ek m m n e R e e S e e NN MR MR R A SN e M MR N MM AR MR R MM EE N ER M T MR am M T m MR MR A M e W e o mm e e e e e

1. TRk ke ddokde ke dek [ Rk ke kAR xR |
2. TRk ko dkok ko ok | Rk kAR KR AR |
e e m e e = o = = L S NN, B e e e e e — - - ]
36.00 36.40 36.80 37.20 37.60 38.00 38.40

AREA NUCLEAR (Jim?)

TABELA 56 - AREA ABSORVENTE NUCLEAR (ﬂmz) DE  NOCLEQOS AND
MALOS DE ESPERMATOZOIDES DE TOUROS DE REBANHD
DE ELITE E DE TOUROS DA RAGA PE-DURO.

TOUROS X + S C.V. (%) N
1. Rebanho de elite 35,28 + 8,09 22,93 200
2. Pe-duro 35,68 + 10,48 29,37 172

ESQUEMA 19 - INTERVALOS DE CONFIANGA, AO NIVEL DE 95%,0BTI
DOS COM BASE NO DESVIO PADRAD S = 9,27.

--------------------------------------------------------

‘| . I*****************I*****************I

2. [ FAdkddeokdkk ko ok ok ek | KRk ko k ok kdk ko ko k|
IR — e e e e LU L (S X
33.60 34.30 35.00 35.70 36.40 37.10 37.00

KREA NUCLEAR (Jim’)
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TABELA 57 - ANALISE DE VARIANCIA PARA 0S VALORES DE AREA
DE NUCLEOS NORMAIS DE ESPERMATOZOIDES DE TOUY
ROS DE REBANHO DE ELITE X PE-DURO.

FONTE DE VARIAGAO GL 5.Q. Q.M. F
Tratamentos 1 71,3 71,3 4,55
Residuo 398 6233,5 15,7

TOTAL 399 6304,8

F(0,01) critico = 6,70;
Nao significante

F(0,05) critico = 3,86.

TABELA 58 - ANALISE DE VARIANCIA PARA 0S VALORES DE KREA
DE NUCLEOS ANOMALOS DE ESPERMATOZOIDES DE
TOUROS DE REBANHO DE ELITE X PE-DURO.

FONTE DE VARIAGAO 6L 5.Q. Q.M. F
Tratamentos ] 14,7 14,7 0,17
Residuo 398 31806,0 86,0 °

TOTAL 399 31820,7

F(0,01) critico = 6,703
Nao significante

F(0,05) critico = 3,86
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4.3 - DETERMINAGAO DA FREQUENCIA DE DIFERENTES RESPOSTAS
NUCLEARES A REACAO DO "FAST GREEN" ALCALINO

A1Em do calculo da freqliegncia relativa de nicleos mor
fologicamente normais e anomalos com remocao de proteinas
nucleares, quando submetidos a reacao do "fast green” alca
lino, foram feitas comparagoes de respostas entre 0os mes-
mos atraves de analise de variancia e de teste ¢. Para a
realizac3o das analises estatisticas, os dados percentuais
foram normalizados e homogeneizados pela formula: wmmen1é?
pois se tratam de dados de proporgao. Os valores de F ob-
tidos foram comparados empregando-se tabelas de distribui
cdo de F conforme OWEN (1962). A maior parte da populagac nu
clear normal e toda a populacao nuclear anomala, tanto para esper-
matozoides de touros de rebanho de elite como de gado da raga Pe-
duro, embora fixados diferentemente, exibiram aspecto "va-

cuolizado” apos esta reagao (Figuras, 4,5 e 6).

4.3.1 - REBANHO DE ELITE

A

0 calculo das freqliencias relativas de nucleos nor-
mais e anomalos, com remogao e sem aparente remocao de pro-
teina nuclear, quando fixados em formaldeido e etanol, sao
apresentados nas Tabelas 59 e 60, respectivamente. 0 per-
centual de nlicleos normais com remocao de proteina nuclear,

tanto para os niclieos fixados em formaldeido, como para aque
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Figura 4

Nucleos fixados
em etanol-acido
acetico, subme-
tidos ao meto-
dodo "fast
green” alcalino
e exibindo remo

cao de material.
X 768.

Figura 5
Nucleos fixados
em formaldeido
submetidos  ao
metodo do "fast
green" alcalino
e exibindo remo
cao de material.
X 768.

Figura 6

Idem a figura 5, porém
mos trando em  detalhe
a remogao de proteina
nuclear. X 4.400.
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les fixados em etanol foi superior a 85% (Tabelas 59 e 60}
0 percentual de nilicleos normais aparentemente sem remogao
de proteina, nao excedeu 12,5% em preparados fixados em
etanol-acido acetico e 3,2% em preparados fixados em for-
maldeTdo (Tabelas 59 e 60). No caso dos nicleos anamalos ,
todos apresentaram remocao de proteina nas duas condigaes
de fixacao. Considerando-se a participag3o destes nicleos
no total de nucleos examinados por touro, encontrou-se uma
variacao de 1,0 a 5,8% de niucleos suscetiveis a remogao de
proteTna contribuTdes por nicleos de morfologia anomata(Ta

belas 59 e 60}.
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Os resultados da analise de variancia para a fre-
qliencia de niicleos normais e do teste ¢t para a freglencia
de nucleos anomalos, comparando-se as duas condigoes de fi
Xxagao, sao apresentados nas Tabelas 61 e 62, respectivamen
te. Os resultados da analise de variancia demonstraram que
uma diferenca entre os nucleos normais embora fixados dife
rentemente, s0 @ estatisticamente significante ao nivel de
5% (Tabela 61). Por outro lado, os resultadoes do teste ¢
demohs traram nao existir diferenga significativa nem a 5%,
na populagao nuclear anomala, com respeito a remogao de
proteina nuclear (Tabela 62). '

Como os resultados, tanto da analise de variancia
para nicleos normais, como também do teste t para nucleos
anomalos nao demonstraram diferenga estatisticamente signi
ficante ao nivel de 1%, aceita-se a hipotese HO: Jy = M

ja que as médias comparadas naoc diferem significativamente.

TABELA 61 - ANALISE DE VARIANCIA PARA 0S DADOS DA FREQUEN-
CIA PERCENTUAL DE NUCLEOS NORMAIS COM REMOCAO
DE PROTEINA NUCLEAR APRESENTADOS NAS TABELAS 59
E 60 COMPARANDO-SE FIXAGOES EM FORMOL X ETANOL.

FONTE DE VARIACAD GL S.Q. Q.M. F
Tratamentos 1 70,94 70,94 6,99*
Res7duo 8 81,19 10,15
TOTAL 9 152,13

F(0,01) critico = 11,3; F(0,05) critico = 5,32
*Significante ao nivel de Py g5
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TABELA 62 - TESTE ¢ PARA 0S DADOS DA FREQUENCIA DE NUOCLEOS
ANOMALOS COM REMOGAO DE PROTEINA NUCLEAR APRE-
SENTADOS NAS TABELAS 61 E 62 COMPARANDO-SE FI-
XAGDES EM FORMOL X ETANOL

HIPOTESES X GL ¢ OBTIDO
Ho: 3 = Jb X, = 30,996 8 0,131
Hi: My # Mo X, = 29,908

t(0,05) critico = 2,306
Nao significante

4.3.2 - GADO PE-DURO

0 calculo das fregliencias relativas de nucleos nor-
mais e anomalos com.remogﬁo e sem aparente remocao de pro-
teina nuclear, quando fixados em formaldeido e etano1; s3ao
apresentados nas Tabelas .63 e 64, respectivamente.

0 percentual de nucleos normais com remogao de pro-
teina nuclear tanto para os nicleos fixados em formaldeido
como para aqueles fixados em etanol, foi superior a 81%(Ta
betas 63 e 64). Por outro lado, o percentual de niicleos nor
mais aparentemente sem remogao de proteina, do mesmo wmodo
que aconteceu para os espermatozoides de touros de rebanho
de elite, nao excedeu 12,5% em preparados fixados em eta-
nol-acido acetico e 4,1% em preparados fixados em formal-
deido (Tabelas 63 e 64). No caso dos nucleos anomalos,a se
methanga do que se observou para os animais de rebanho de
elite, foi sempre encontrada remo¢ao de proteina nuclear .

Houve uma varijacao de 1,25 a 12,80% de nucleos suscetiveis a

remocao de proteina, contribuidos pelos nlicleos de morfologia anoma-
la (Tabelas 63 e 64).
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0s resultados da analise de variancia para a fre-
gliencia de niucleos normais e do teste ¢ para a freqliencia
de nicleos anomalos, comparando-se as duas condigoes de fi
xagao empregada, sao apresentados nas Tabelas 65 e 66, res
pectivamente. A andlise de variancia demonstrou que uma di
ferenga entre os nucleos normais embora fixados diferente-
mente, so € estatisticamente significante ao nivel de 5%
(Tabela 65). Por outro lado, o teste ¢ demonstrou nao exis
tir diferenca significativa, nem a 5%, na populagac nuclear
anomala, com respeito a remogao de proteina nuclear (Tabe
la 68). Da mesma forma que para os touros de rebanho de
elite, como os resultados da analise de variancia para ni-
cleos normais e teste ¢ para nucleos anomalos nao demons-
traram diferenca estatisticamente significante ao nivel de
1%, aceita-se a hipotese Ho: Jg = W, ja que ndo existe di-

ferenca significativa entre as medias comparadas.

TABELA 65 - ANALISE DE VARIANCIA PARA 0S DADOS DA FREQUEN
CIA PERCENTUAL DE NOUCLEOS NORMAIS COM REMOGAD
DE PROTEINA NUCLEAR APRESENTADOS NAS TABELAS 63
E 64 COMPARANDO-SE FIXACDES EM FORMOL X ETANOL .

FONTE DE VARIAGAO GL S.Q. Q.M. F
Tratamentos 1 108,87 108,87 6,04*
Residuo 8 144,17 18,02
TOTAL 9 253,04
F(1%) critico = 11,3; F(5%) = 5,32

*Significante ao nivel de Pg g5
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TABELA 66 - TESTE ¢ PARA 0S DADOS DA FREQUENCIA DE NOCLEOS
ANOMALOS APRESENTADOS NAS TABELAS 65 E 66 COM-
PARANDO O FORMOL X ETANOL

HIPOTESES X GL | t OBSERVADO

Ho: My = b X7 = 30,706 8 0,265
Ho: )y # Jp X, = 28,744

t(5%) critico = 2,306
Nao significante.

4.4 - COMPORTAMENTO NUCLEAR FRENTE A HIDROLISE ACIDA, MEDI
DO POR ALTERAGOES EM CARACTERISTICAS DE BASOFILIA

A metacromasia nuclear induzida com azul de toluidi
na a pH 4,0 pode ser detectada em nicleos morfologicamente
normais e anomalos de espermatozoides de touros de rebanho
de elite, como tambeém nos de gado da raga Pé-duro. Essa ca
racteristica pode ser observada nas Figuras 7 e 8.

Para a determinacgao da freqliencia percentual de nu-
cleos normais e anomalos metacromaticos, inicialmente,fez-
se yma estimativa da populagao nuclear morfologicamente nor-
mal e anomala presente no esfregago de semen de cada touro
em estudo. A freqléncia total foi obtida atravées da conta-
gem de 520 campos microscopicos seqlenciais, nas  laminas
submetidas a reacao de Feulgen. Considerando-se que o volu
me de semen depositado em cada lamina e as condigoes de

esfregago foram constantes, admite-se que o0s valores de
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Figura 7 - Esfregago de semen de touro Pe-duro corado com
azul de toluidina A pH 4,0 (nlUcleo morfologica
mente normal). X 768.

Figura 8 - Idem figura 7, porem mostrando nucleos morfolo
gicamente normal e anomalo. X 768.
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contagem obtidos nos preparados submetidos a reagao de Fe-
ulgen sejam equivalentes aos das laminas tratadas com azul

de toluidina.

4.4.1 - REBANHO DE ELITE

A estimativa da fregliencia total de nicleos morfolo
gicamente normais e anomalos submetidos 3 reacgao de Feulgen
acha-se relatada na Tabela 67, e a freqliencia absoluta de
nucleos metacromaticos, em diferentes tempos de hidrdlise,
na Tabela 68.

A freqliencia percentual de nucleos metacromaticos foi
praticamente nula para a populagaoc de nucleos morfologica-
mente normais. Quanto a populacao de niucleos de forma ano-
mola, detectou-se uma freqliencia em torno de 1,0 a 1,6% de
nucleos metacromaticos em alguns touros (Tabela 69). Nos
touros 3,6,8 (Bos taurus) 5 e 10 (Bos indicus) este fenome

no foi mais freqlente (Tabela 69).
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TABELA 67 - ESTIMATIVA DA FREQUENCIA TOTAL DE NUCLEOS NOR-
MAIS E ANOMALOS DE ESPERMATOZOIDES DE TOUROS
DE REBANHO DE ELITE SUBMETIDOS A REACAO DE
FEULGEN (520 CAMPOS MICROSCOPICOS SEQUENCIAIS) .

ESPECIE CODIGO DAS TOTAL DE TOTAL DE
ANIMAL LAMINAS NOCLEOS NORMAIS NUCLEQS ANOMALOS
Bos taurus 3 9 640 928
4 19 600 700
b 9 860 268
7 19 890 500
8 19 180 1 800
Bog indicus 1 9 800 440
2 19 540 216
5 12 550 1 780
9 10 116 189

10 10 788 125
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TABELA 68 - FREQUENCIA ABSOLUTA DE NUCLEOS METACROMATICOS
DE ESPERMATOZOIDES DE TOUROS DE REBANHO DE ELI
TE APOS TRATAMENTO COM SOLUGAO DE AZUL DE TO-
LUIDINA (AT} A pH 4,0, ESTIMADA EM 520 CAMPOS
MICROSCOPICOS SEQUENCIAIS.

ESPECIE | capreo TEWP0 D HIDROLISE
ANIMAL Lﬂg?ﬁAS 10 MINUTOS 15 MINUTOS 20 MINUTOS
NOCLEOS NOCLEOS NOCLEOS
NRM ANM [ NRM ANM |NRM ANM
Bos 3 5 2 8 12 10 15
taurus 4 8 3 9 5 12 8
6 3 1 4 3 | 6 4
7 7 1 6 3 8 4
8 10 16 | 15 18 | 21 28
Bos 1 | 3 1 4 3 4 4
indi ous 2 6 1 8 1 9 2
5 4 0 | 6 20 | 9 26
9 3 1 5 1 5 1
10 2 1 4 1 8 2

NRM
ANM

Nucleos de _morfologia normal.
Nucleos anomalos
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TABELA 69 - FREQUENCIA PERCENTUAL DE NOUCLEOS METACROMATI-
COS DE ESPERMATOZOIDES DE TOUROS DE REBANHO
DE ELITE APOS TRATAMENTO COM SOLUCAO DE AZUL
DE TOLUIDINA (AT) A pH 4,0, ESTIMADA EM 520
CAMPOS MICROSCOPICOS SEQUENCIAILS

AT EH 4,0
TEMPO DE HIDROLISE

ESPECIE cipiaco 10 MINUTOS 15 MINUTOS 20 MINUTOS
AHTHAL Lgﬁ?kAs NOCLEOS NUCLEOS NOCLEQS
NRM ANM | NRM ANM | NRM ANM
Bos 3 0,0 0,210,1 1,3]{0,1 1,6
taurus 4 0,0 0,4 10,0 0,7 10,1 1,1
6 0,0 0,4|0,0 1,1}110,1 1,5
7 0,0 - 0,2 (0,0 0,6 {0,0 0,8
8 0,1 0,9 0,1 1,0010,1 1,6
Bos 1 0,0 0,2 10,0 0,7 (0,0 0,9
indicus 2 0,0 0,510,0 0,5 (0,0 0,9
5 0,0 ¢,6 |0,0 1,11]0,1 1,5
9 0,0 8,510,0 0,5 (0,0 0,5
10 0,0 0,810,0 0,8 |0,1 1,6
NRM = Nucleos de morfologia normal-

ANM

Nucleos anomalos
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4.4.2 - GADO PE-DURO

A estimativa da freqliencia total de nicleos morfolo
gicamente normais e anomalos em gado Pé-duro e mesticgo apos
a reacao de Feulgen, se encontra na Tabela 70 e a freqlien-
cia absoluta de nilcleos metacromaticos, em diferentes tem-
pos de hidrolise, na Tabela 71.

Nos touros da raga Pé-duro e no mestigo, a freqlien-
cia de nilcleos metacromaticos foi mais elevada que em tou-
ros de rebanho de elite e detectada em major numero de ani
mais da amostra, fenomeno este observado principalmente na
populacao nuclear morfologicamente anomala (Tabelas 69 e 72).
Com excegao dos touros 4, 5 e 7, todos os demais apresenta
ram niicleos anomalos metacromaticos, mas somente nos tou-
ros da raca Pe-duro 8 e 9 e no touro mestico (10) detecta-
ram-se niicleos metacromaticos, em freqliencia significativa,
em espermatozoides normais quanto a morfologia (Tabelas 71
e 72). Estes ultimos sao animais que por sua vez apresen-
tam também outras caracteristicas que comprometem a sua ca
pacidade fertilizante como: baixo nimero de espermatozoi—
des no ejaculado (Touros 8 e 9) e alto percentual de anoma
lias de cabeca (Touros 8,9 e 10). A freqliencia de nicleos
metacromaticos morfologicamente normais e anomalos variou

em torno de 1,0 a 13,6%.
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TABELA 70 - ESTIMATIVA DE FREQUENCIA TOTAL DE NUCLEOS NOR-
MAIS E ANOMALOS DE ESPERMATOZGIDES DE TOUROS DA
RACA PE-DURO SUBMETIDOS A REACAO DE FEULGEN (520
CAMPOS MICROSCOPICOS SEQUENCIAIS).

RACA CODIGO DAS TOTAL DE TOTAL DE
ANIMAL LAMINAS NOCLEOS NORMAIS  NUCLEOS ANDMALOS

Pe duro 1 9 908 1 480

2 4 800 120

3 17 580 1 720

4 16 700 180

5 17 928 230

6 1 080 85

7 18 340 456

8 1 100 59

9 1 460 184

*aggtigo 10 9 001 629

*SRD = Sem raga definida



-115-

TABELA 71 - FREQDENCIA ABSOLUTA DE NOCLEOS METACROMATICOS
DE ESPERMATOZOIDES DE TOUROS DA RAGA PE-DUROD
APOS TRATAMENTO COM SOLUCAO DE AZUL DE TOLUI-
DINA (AT) A pH 4,0, ESTIMADA EM 520 CAMPOS MI

CROSCOPICOS SEQUENCIAIS.

AT pH 4,0
RACA CODIGO TEMPO DE HIDROLISE
ANIMAL DAS 10 MINUTOS 15 MINUTOS 20 MINUTOS
LAMINAS NUCLEOS NOCLEOS NOCLEOS
NRM ANM | NRM ANM I NRM ANM
Pe-duro 1 20 50| 45 68 | 76 225
2 2 1 2 1 5 2
3 25 12 | 28 19 | 93 36
4 6 1 5 1 9 1
5 8 1 21 1 99 2
6 4 1 5 ] 7 2
7 15 1 35 2 55 4
8 11 2 21 3| 63 8
9 23 3} 28 5 | 33 9
*SRD 10 g2 12 1189 17 | 201 28
Mestico
 *SRD = Sem racga definida

NRM

Nucleo de morfologia normal
Nucleos anomalos
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TABELA 72 - FREQUENCIA PERCENTUAL DE NUCLEOS METACROMATI-
COS DE ESPERMATOZOIDES DE TOURGS DA RAGA
DURO APGS TRATAMENTO COM SOLUCAO DE AZUL
TOLUIDINA (AT) A pH 4,0, ESTIMADA EM 520 CAM-
POS MICROSCOPICOS SEQUENCIAIS.

PE-
DE

AT pH 4,0
TEMPO DE HIDROLISE
RACA | CODIGO 10 MINUTOS 15 MINUTOS 20 MINUTOS
ANIMAL DAS
LAMINAS NOCLEOS NJCLEOS NOCLEOS
NRM ANM [ NRM ANM RRM ANM
Pe-duro 1 0,2 0,51]0,5 0,71 0,8 2,3
2 0,0 0,8 0,0 0,81 0,1 1,7
3 0,1 0,7 10,2 1,1 0,5 2,1
4 0,0 0,6 10,0 0,6} 0,1 0,6
5 0,0 0,410,1 0,41 0,6 0,9
6 0,4 1,211 0,5 1,211 0,6 2.4
7 0,1 0,210,2 0,51 0,3 0,9
8 1,0 3,4{{{1,9 5,1 5,7 13,6
9 1,6 1,6{1|1,9 2,71 12,3 4.9
*SRD 10 1,0 1,91112,1 2,71112,2 4,5
Mestico
*SRD = Sem raga definida

NRM
ANM

[ |

Nucleo de morfologia normal
Nucleos anomalos




5. DISCUSSRAD

5.1 - CONSIDERAGDES GERAIS

Com os procedimentos usados neste trabalho,excluin
do-se o método do "fast green” alcalino, foram detectadas
anomalias morfologicas de cabeca e anomalias em resposta
citoquimica para a cromatina em espermatozoides de touros
de rebanho de elite e de gado "pe-duro”.

Quanto a decisao sobre a viabilidade de se conside
rar animais “pés-duros" doadores de semen, com base nes-
ses dados, ha indicagao de que pelo menos 50% desses ani-
mais (n9s. 2,4,5,6,7) apresentam qualidades tao boas quan
to as da maioria dos animais de rebanho de elite, tidos
como de alto nivel zootécnico (J. FONSECA - informagao pes
spal). Essas qualidades se referem a baixo percentual de
anomalias de cabega, valores Feulgen-DNA e areas nuclea-
- res dentro do padrao normal, e baixo nivel de metacroma—
sia induzida nas celulas morfologicamente normais. Alem
disso, observacoes a parte indicaram que a concentragao
de espermatozoides e seu grau de motilidade no ejaculado

se apresentaram normais para esses especimes.
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Trinta por cento (30%) dos especimes =~ "pés-duros"
analisados (n®s. 8,9 e 10) (incluindo, portanto, o mesti-
co) apresentaram valores Feulgen-DNA muito abaixo do nor-
mal (11,2 a 14,3%) e simultaneamente os maiores percen-
tuais de metacromasia induzida, em espermatozoides de mor
fologia normal. Por outro lado, esses mesmos animais apre
sentaram espermatozoides com niveis de defeitos de cabega
no limite de tolerancia (acima de 10%, porém abaixo de
20%) (VALE FILHO et alii,,1978). Nao sao, contudo, indica
dos como doadores de semen, uma vez que as caracteristi-
cas citoquimicas dos espermatozoides aparentemente nor-
mais indicam anomalias cromatinicas que poderiam comprome
ter o poder fertilizante dessas celulas (GLEDHILL, 1966,
1970 a;GLEDHILL et aliZ, 1966a; MELLO, 1982). Em favor des
sa ideia ha também a observagao adicional de que os ani-
mais mencionados exibiram um nimero reduzido de espermato
z0ides no ejaculado.

Vinte por cento (20%) dos touros "pes-duros” (n9s.
1 e 3), com espermatozoides portadores de uma freqliencia
de patologia de cabega acima de 20% (predominantemente de
feitos maiores) nao mostraram nos espermatozoides morfolo
gicamente normais caracteristicas citoquimicas que os dis
criminassem como anomalos. No entanto, o percentual de
anomalias morfologicas e suficiente para desaconselhar a
utilizagao do sémen desses animais para inseminagao arti-
ficial (VALE FILHO et aliZ, 1978).

Tais indices de aproveitamento como doadores, para

o gado "pé-duro", nao sao inesperados, uma vez que vem
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sendo relatada baixa reprodutividade (40%) para os ani-
mais do rebanho piauiense, conforme Censo Agropecuario/Piaui
(1980}.

Deve-se salientar, no entanto, que essas caracte—
risticas indesejaveis podem estar associadas a condigdo
fisica dos animais na epoca da coleta do semen. E possi-
vel que.o fornecimento de alimentagao suplementar e cuida
dos de ordem higienico-sanitaria a esses animais, possa
leva-los a melhoria de seu nivel zootecnico (KOGER, 1975).

Ao contrario do que se esperava, mesmo no plantel
de elite utilizado neste trabalho, foram encontrados espe
cimes cujos espermatozoides apresentavam patologia de ca-
beca quase acima dos niveis aceitos como normais. Nesses
animais (Bos taurus, n9s. 3 e 8 e Bos indicus, n? 5) pre
dominaram os defeitos maiores. No entanto, em termos cito
quimicos, nao exibiram alteracoes tao drasticas como as
relatadas para os 30% dos animais "pes-duros". Mesmo as-
sim, especialmente o animal de n? 5 nao poderia ser consi

derado em condigées oOotimas como doador.

5.2 - ANOMALIAS DE FORMA DE CABEGA DOS ESPERMATOZOIDES:
INFORMAGOES ADICIONAIS

As anomalias detectadas conforme descrigao neste
trabalho seriam indicativas de ocorrencia de distlrbios

adquiridos (e ndo congenitos) por degeneragao no epitelio
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dos tubulos seminiferos (LAGERLOF, 1936, 1938). Isto se
aplicaria especialmente aos touros "pes-duros", considera
dos nao viaveis como doadores de semen (n%s. 1,8,9), e a
um dos animais do rebanho de elite (n?® 5), tambem ni3o in-
dicado para esse proposito, nos quais a anormalidade do
tipo "pouch formation"” era mais evidente. A freqliencia al
ta dessa anomatia, associada a presenca de fases imatu-
ras das celulas germinativas e leucocitos, como constata-
do nos touros "peés-duros" n®s. 8 e 9, durante a observa-
¢ao dos preparados submetidos a reacdao de Feulgen, parece
indicar um quadro de fase aguda de processo degenerativd
testicular (BANE & NICANDER, 1965}.

Nos animais de elite, uma certa tendencia a apre-
sentarem os especimes de Bos taurus espermatozoides com
mais anomalias de cabeg¢a do que os Bos indicus (embora es
tas na maioria dos casos se apresentassem abaixo do nivel
critico) foi tambem relatada anteriormente por VALE FILHO

et alii (1978).

5.3 - VALORES FEULGEN-DNA E O CONTEODO DE DNA DOS
ESPERMATOZOIDES DE TOURO

0s cromossomos de Bos taurus € Bos indicus nao dife
rem em numero (2n = 60), embora o cromossomo Y nas ragas eu
ropéias seja submetacentrico, enquanto nas ragas asiaticas

_ & acrocéntrico(KIEFER & CARTWRIGHT,1968; WURSTER & BENIRSCHKE,1368;
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HALNAN & WATSON, 1982). Por outro lado, nao parece haver
diferenga significativa entre o conteiildo de DNA das duas
especies bovinas, medido através de valores Feulgen-DNA.

Embora sejam detectadas variacgoes individuais em
valores Feulgen-DNA, os animais "pes-duros", com excegao
dos de n? 8,9 e 10 (mestig¢o), nao diferem dos de elite.As
diferengas citadas, excluidas as referentes aos touros
"pes-duros" 8,9 e 10, podem ser devidas a pequenas varia-
¢oes em compactagao cromatinica (niveis supra-organizacio
nais) associadas a variagoes de area nuclear, que nao afe
tariam o bom desempenho fertilizante dos espermatozoides.
Esse tipo de variagao foi também relatado previamente por
GLEDHILL (1966). Tambem, WELCH & RESCH (1960) comprovaram
que uma pequena redugao na média do conteldo Feulgen-DNA
de espermatozoides de touros Santa Gertrudes nao implica
em reducdo da fertilidade dos mesmos.

No geral, alteragoes nos complexos DNA-proteina que
levariam a uma depurinacao mais rapida quando da reagao
de Feulgen e que se refletiriam na fertilidade do animal,
elevam em aproximadamente 70-80% os valores Feulgen-DNA de
espermatozoides ejaculados {(GLEDHILL, 1970a).No caso dos
espermatozoides dos animais "pés-duros" as diferencas se
referem a 11,2 a 14,3% aos valores normais. Porém, ao con
trario do que se verificou no caso estudado por GLEDHILL
(1970a), houve decréscimo nos valores Feulgen-DNA, o que
pode indicar ndao so maior depurinagao, mas tambem veloci-
dade acelerada de solubilizagao do acido apurinico nesses

espermatozoides. Isto seria causado por uma interagao me-
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nos intima das proteinas com o DNA, expondo o DNA mais fa
cilmente tanto E'agﬁo de depurinacao como de solubiliza-
¢ao pelo HC1 (MELLO, 1979; MELLO & VIDAL, 1980; SILVA &
MELLO, 1986), o que seria também drastico como no ca-
so reportado por GLEDHILL (1970a).Explicaria tambem os re
sultados de metacromasia induzida para os espermatozoides
morfologicamente normais dos mesmos animais "pes-duros".

Assim, nao se trata de uma ocorrencia generalizada
de aneuploidias nos tres touros "pes-duros" cujos esperma
tozoides apresentavam caracteristicas citoquimicas sensi-
velmente alteradas.

Deve-se ressaltar que determinagoes citoquimicas e
bioquimicas nao tem comprovado diferencas em conteido de
DNA relacionadas com infertilidade em touros (LEUCHTENBER
GER, 1960; SUMMERHILL & OLDS, 1961; KRAMER, 1968; GLEDHILL,
1970b). Contudo, 76% da populagao nuclear de espermatozoi
des de touros subferteis apresentam DNA mais sensivel a
denaturacao termica (EVENSON et al<zf, 1980). Alem disso ,
em touros com severa redqgao de fertilidade comprovaram-
se sensfveis alteracoes a nivel de proteina nuclear basi-
ca (GLEDHILL et qlii, 1966a).

Esses fenomenos explicariam, pois, o fato do DNA
desse complexo nucleoproteico apresentar uma reacao dife-

rencial frente a hidrolise da reagao de Feulgen.
5.4 - METACROMASIA NUCLEAR INDUZIDA

A basofilia nuclear em preparados corados com solu
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cao de azul de toluidina a pH 4,0 se deve a presenca de
acidos nucleicos, pois as moleculas do corante se ligam
eletrostaticamente aos grupos fosfatos do substrato (LISON,
1960; MIURA & OHBA, 1967). A basofilia e metacromatica quan
do a curva espectral de absorgao para o substrato corado
com azul de toluidina salienta o maximo de absorciao em A=
= 540-560 nm (¥) ou A= 570-580 nm (), ou seja, apareci
mento de cor violeta ou violeta azulada, respectivamente
LISON, 1960).

0s espermatozoides.de touro nao apresentam metacro
masia, senao quando sua protamina e descomplexada do DNA
(MELLO, 1982). Entretanto, quando o complexc DNA-proteina
desses espermatozoides & anomalo, € induzida uma metacro-
masia nuclear, desde que se proceda a uma hidrolise acida
antes da coloragao (MELLO; 1982). Esse metodo citoquimico
tem revelado maior porcentagem de espermatozoides metacro
maticos, porem morfologicamente normais, em touros sub-
férteis (MELLO, 1982).

No presente trabalho, os dados mais relevantes quan
to a metacromasia se referem justamente aos espermatozoi-
des de morfologia normal. Sua freqlliencia, quando alta, co
mo nos animais "pes-duros” de n9s. 8,9 e 10 (mestigo), es
ta associada a outras alteracgoes citoquimicas e morfologi
cas, o que permite diagnosticar a subfertilidade dos mes-
mos.

Embora a freqliéencia de nicleos metacromaticos, tan
to morfologicamente normais como anomalos, tenha s i d o

maior no tempo de hidrolise de 20 minutos, @& importante
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salientar que se existe alteracdes no complexo DNA-protei
na, a metacromasia nuclear induzida em espermatozoides e
detectavel apos 10, 15 e 20 minutos de hidrolise. Apenas
no tempo de 20 minutos, o fenomeno & mais visivel, facili

tando as contagens ao microscopio.

5.5 - 0 METODO DO "raST GREEN" ALCALINO E SUA IMPROPRIEDA
DE PARA ESTUDO DE PROTEINAS NUCLEARES BASICAS OE
ESPERMATOZOIDES DE TOURO

0 método do "fast green” alcalino @ preferencial
para histonas de células somaticas e para proteinas nu-
cleares basicas de alguns tipos de espermatozoides (ALFERT &
GESCHWIND, 1953; ALFERT, 1956). No entanto, espermatozoi-
des como os de touroc, apos fixacao em formol, tem s u a
protamina solubilizada durante a etapa do metodo em que
o DNA @ removido com acido tricloroacetico (ALFERT,1956).
A acao do formol se estende também a uma extragao nao con
trolada dessa protamina por HC1, afetando a resposta do
DNA de espermatozoides de touro a reagao de Feulgen (SIL-
VA & MELLO, 1986).

Com base nos dados acima, presumiu-se gque uma fixa
Gao ‘por.etanol acético pudesse alterar o carater extrati-
vo do tratamento por TCA na reagao do "fast green” alcali
no. Além disso, supos-se que celulas com alteragdes quimi

cas na protamina, a ponto de responderem diferentemente a
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reacao de Feulgen ou ao método de metacromasia induzida ,
como detectado especialmente no gado "pé-duro", pudessem
apresentar um fenotipo nuclear sugestivo de nao extragao
de protamina pela reagao do "fast green” alcalino.

No entanto, ficou demonstrado neste trabalho que a
resposta ao metodo do "fast green” alcalino e bastante he
terogenea e incontroldvel nos espermatozoides de touro.Is
to, independente da fixagao a que foram submetidos os es-
permatozoides, do seu tipo morfologico, bem como da raga
bovina considerada e do nivel de fertilidade de cada ani-
mal, suposto com base nas outras caracteristicas ja des-
critas. As alteracoes quimicas possiveis na protamina des
ses espermatozdoides, portanto, em nada impedem a sua solu
bilidade frente ao acido tricloroacetico.

0 método do "fast green” alcalino nao &, por conse
guinte, recomendavel para estudos relativos a proteina nu
clear basica de espermatozoides bovinos, mesmo em células

com alteragdes no complexo DNA-proteina.



6. CONCLUSDES

1. Anomalias de forma de cabega e em resposta citoqui
mica a reagao de Feulgen e metacromasia induzida sao de-
tectaveis em espermatozoides de touros de rebanho de eli-

te e de gado "pe-duro".

2. Com base no tipo e freqliéencia dessas caracteristi-
cas, estima-se que pelo menos 50% de touros "pes-duros" pos
sam ser doadores de semen em. centrais de inseminagao artificial es-
-pecializadas.-0s restantes sao desaconselhados como doadores, ba-
seando-se ou no nivel critico de patologia de .cabeca ou
em percentuais consideraveis de anomalias citoquimicas alia
dos a freqliencia reduzida de espermatozoides nos ejacula-
dos. A fregliencia dos animais de baixo nivel zootecnico
possivelmente decresga se for efetuado fornecimento de
alimentacao suplementar e cuidados de ordem higienico-sa-
nitaria, os quais sao geralmente deficientes no que se re

fere a essa raga bovina.

3. Mesmo em rebanho de elite, foram encontrados espe-

cimes cujos espermatozdides apresentaram niveis de patolo
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gia de cabega tais que os teriam tornado, pelo menos na

epoca da coleta de semen, ndo recomendaveis como doadores.

4, As anomalias de cabeca de espermatozoides encontra
das sao indicativas, pelo menos para a majioria dos ani-
mais que as apresentaram, de disturbios adquiridos, tipo

degeneracao do epitélio dos tubulos seminiferos.

5. As alteracoes em valores Feulgen-DNA, em espermato
zoides morfologicamente normais, parecem nac refletir va-
riagoes reais em contetido de DNA, mas da cinetica de hi-
drolise do DNA na cromatina, por variagoes em niveis su-

pra-organizacionais da cromatina.

6. As mesmas variacoes de composigao e estrutura da
cromatina, admitidas no item 5, explicaram os niveis ele-
vados de metacromasia nuclear induzida para os mesmos ani

mais.

7. 0 método do "fast green” alcalino nao & recomenda-
vel para estudo de protamina de espermatozoides bovinos ,
mesmo naqueles em que essa proteina possa estar alterada

e diferentemente complexada ao DNA.



7. RES UMD

Espermatozoides de touros da raga "pé-duro" em 'vias
de extingao, foram estudados com relacao a anomalias de
cabega e resposta citoquimica a reagao de Feulgen, ao mé-
todo do "fast green” alcalino e metacromasia induzida, e
comparados aos de touros de rebanho de elite. 0s objeti-—
vos eram avaliar a propriedade de métodos citoquimicos em
diagnosticar alteragoes crdmatfnicas em espermatozoides de
touro e, com base nesses resultados, estabelecer a viabi-
lidade de se considerar os animais "pes-duros" como doado
res de semen em centrais de inseminacgao.

Com excegao do metodo do "fast green” alcalino, os
outros revelaram anomalias em espermatozoides de gado "pe-
duro" e de plantel de elite. Com base no tipo e freqlien-
cia dessas caracteristicas, pelo menos 50% de touros "pes-
duros” parecem reunir qualidades de semen que os indica-
riam como doadores potenciais. Os restantes, por apresén-
tarem espermatozoides com niveis altos ou de patologia de
cabega ou de alteragoes citoquimicas mais freqllencia redu
zida de celulas no ejaculado, seriam desaconselhados como

doadores, pelo menos nas condigoes zootécnicas em que se
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encontravam. Em alguns especimes de elite foram também de
tectados niveis altos de patologia de cabega que os afas-
tariam como doadores.

As anomalias de cabega, no geral, parecem ser oca-
sionadas por fenomenos de degeneragao testicular nio con-
genitos. Alteragdes em niveis supra-organizacionais da
cromatina se refletiriam na cinética de hidrolise de es-
permatozoides morfologicamente normais tanto submetidos 3
reagao de Feulgen como a metacromasia induzida.

0 método do "fast green” alcalino, por outro lado,
nao se mostrou recomendavel para o estudo "in situ” de
protamina dos espermatozoides de touros, mesmo para aque-

les com supostas alteracoes a nivel do complexo DNA-protey

na.



8. SUMMARY

Spermatozoa  from "pé-duro" bulls were studied with
respect to anomalies of the head and cytochemical methods
such as the Feulgen reaction, the alkaline fast green method
and induced metachromasy, and the results compared with
those gbtained from bulls of an elite herd.The object was
to evaluate the propriety of cytochemical methods in diagnosing
alterations in the chromatin of the spermatozoa of bulls,
and based on these results, establish the viability of
considering "pe-duro" animals as semen donors in insemination
centres.,

With the exception of the alkaline fast green method,
the tests revealed anomalies in the ﬁpermatozoa of the
"pé-duro"” cattle and the elite herd. Based on the type
and frequency of these characteristics, it seems that at
lTeast 50% of the "pé-duro" bulls present semen qualities
which indicate them as potential donors. The remainder
would not be recommended as donors at least under their
present zZootechnical conditions, due to spermatozoa with
either high levels of hedd pathology or cytochemical alterations ,

plus a reduced frequency of cells in" the ejaculate .
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High levels of head pathology were also detected in some
of the elite specimens, which eliminated them as donors

In general the head anomalies seemed to be a result of
the phenomenon of non-congenital testicular degeneration,
Alterations in the chromatin at a supra-organizational
level were reflected in the kinetics of hydrolysis of
morphalogically normal spermatozoids, when submitted both
to the Feulgen reaction and to induced metachromasy.

On the other hand the alkaline fast green method w a s
shown to be unsuitable for the "in situ" study of t h e
protamines of bull spermatozoids, even for those w i t h
supposed alterations at the level of the DNA-protein com-

plex.
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