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Resumo — Avaliou-se o efeito de concentragdes espermadticas e periodos de incubagio na fecundagéo
in vitro com sémen de touros Gir (Bos indicus). Odcitos maturados in vitro foram fecundados com
sémen de dois touros, nas concentragdes de 1, 2 ou 4x10° espermatozdides/mL, por 12 ou 18 horas, e
avaliada a taxa de fecundagdo e polispermia. Posteriormente, foi avaliada a taxa de clivagem com
72 horas e de blastocisto no oitavo dia pés-fecundag@o. Um segundo experimento verificou o efeito de
1, 2 e 4x10° espermatozoides/mL por 18 horas, utilizando sémen de trés touros separadamente, bem
como o efeito de 12 e 18 horas de incubacdo, na concentragdo de 1 a 2x10° espermatozoides/mL.
Observou-se maior (P<0,05) polispermia na concentragdo de 4x10° espermatozédides/mL e que a asso-
ciagdo dessa concentragdo com 18 horas aumentou a taxa de clivagem (P<0,05). No segundo experimen-
to, o aumento do periodo de incubag¢do melhorou (P<0,05) a taxa de clivagem para um dos touros e,
quando comparados entre si, 0s animais produziram taxa de clivagem e de blastocistos diferentes
(P<0,05) em uma mesma concentragdo ou periodo de incubagdo. Os resultados revelaram que a
polispermia ¢ o principal efeito do aumento da concentrag@o espermatica e que a eficiéncia entre touros
na fecundag@o in vitro ¢ dependente da concentrag@o e periodo de incubagao.

Termos para indexacdo: gado zebu, sémen, fertilidade, reprodugao.

Effect of sperm concentration and incubation period of oocyte-spermatozoa
on in vitro fertilization in the Gir breed

Abstract — This research evaluated the effect of sperm concentrations and incubation periods among
oocyte-spermatozoa on in vitro fertilization with semen of Gir bulls (Bos indicus). In vitro matured
oocytes were fertilized with sperm of two bulls, on concentrations of 1, 2 or 4x10° spermatozoa/mL
during 12 or 18 hours of incubation, and evaluated the fertilization and polyspermy rate as well as
cleavage on 72 hours and blastocyst on eighth day post-fertilization. A second experiment evaluated
the effect of concentrations of 1, 2 or 4x10° spermatozoa/mL for 18 hours using sperm of three bulls
individually, as well as the effect of 12 and 18 hours of incubation in a concentration of 1 to 2x10°
spermatozoa/mL. It was observed an increase (P<0.05) on polyspermy when the concentration was
4x10° spermatozoa/mL and that the association of this concentration with 18 hours increased (P<0.05)
cleavage rate. The second experiment verified that the increase of incubation period improved (P<0.05)
cleavage rate of one bull, and that when compared among themselves the bulls sperm resulted in
different (P<0.05) cleavage and blastocyst rate in the same concentration or incubation period. The
results showed that polyspermy is the main effect of sperm concentration increase and that the effi-
ciency among bulls on in vitro fertilization is dependent on concentration and incubation period.

Index terms: zebu cattle, semen, fertility, reproduction.
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européias, algumas ragas zebuinas, particularmente
a Gir, tém sido exploradas para a produgdo de leite
no Brasil (Penna & Peixoto, 1998).

Em virtude das caracteristicas do gado Gir, a
multiplicagdo dos animais de maior produgéo de leite
e a producdo de F; em escala sdo necessarias para o
aumento da producdo leiteira a baixo custo em pai-
ses das regides tropicais e subtropicais, e a produ-
¢do in vitro de embrides (PIV) é uma das biotécnicas
mais eficazes de reprodugfo para tais propositos.
Essa técnica se destaca pelo potencial de multipli-
cacdo (Cunningham, 1998), podendo incrementar o
melhoramento genético. Embora a PIV venha sen-
do utilizada em ragas européias, com gado zebu fo-
ram realizados poucos trabalhos, como por exem-
plo, com as racas Brahman (Rocha et al., 1998),
Guzera (Camargo et al., 2000) e Nelore (Watanabe
etal., 1999).

Na PIV ¢ essencial um sistema de fecundacdo
in vitro eficiente, no qual a concentrag@o espermatica
e o tempo de incubagdo de odcitos e espermatozdides
sdo fatores importantes para o sucesso dessa
tecnologia. A concentragdo espermatica tem afeta-
do a taxa de fecundagdo e de clivagem em
bovinos (Saeki et al., 1995). Tanto o excesso de
espermatozdides durante a fecundagdo como o au-
mento do tempo de incubagfo entre os gametas po-
dem provocar aumento da incidéncia de polispermia
(Long et al., 1994). Periodo prolongado de incuba-
¢do oocito-espermatozdides pode ter efeitos preju-
diciais no desenvolvimento embrionario (Gianaroli
et al., 1996), os quais podem diferir entre ragas bo-
vinas (Sumantri et al., 1997). Tem-se verificado gran-
de variabilidade entre touros durante a fecundacio
in vitro (Kreysing et al., 1997). Com relagdo ao gado
Gir, Freitas et al. (1997) observaram em programa
de transferéncia de embrides alta taxa de estruturas
ndo fertilizadas e baixa taxa de embrides viaveis,
apesar de encontrarem resposta superovulatoria
satisfatéria em mais de 112 coletas, e que poderia
ser um indicativo de alguma alteragfo na fecunda-
¢do. Como tém havido diferengas de fertilidade en-
tre racas bovinas em sistemas de producdo in vitro
de embrides (Sumantri et al., 1997), torna-se neces-
sério avaliar os efeitos do sémen de touros Gir na
fecundagdo com uso dessa técnica.
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O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos de
diferentes concentragdes espermaticas e tempo de
incubacdo oocito-espermatozdide na fecundagio
in vitro e no desenvolvimento embrionario, utilizan-
do sémen de touros da raga Gir.

Material e Métodos

Odcitos com células do cumulus oophurus (COC) fo-
ram aspirados de ovarios de fémeas bovinas mesticas,
coletados em matadouro. Os ovarios foram transportados
para o Laboratério de Reprodu¢do da Embrapa-Centro
Nacional de Pesquisa de Gado de Leite, em Juiz de Fora,
Mg, em frascos com solugdo fisioldgica (0,9% NaCl) con-
tendo antibiotico, a temperatura entre 30 ¢ 35°C, em peri-
odo de até quatro horas ap6s a coleta.

Os foliculos com didmetro superior a 1,5 mm foram
puncionados com uma seringa de 10 mL e agulhade 21 G.
Os COCs, com, no minimo, trés camadas de células do
cumulus e citoplasma homogéneo, foram lavados quatro
vezes em Talp Hepes (Bavister et al., 1983) e levados para
amaturagao in vitro em meio TCM 199 (Sigma, St. Louis,
MO, USA) acrescido de 10% de soro de vaca em cio (SVC)
€20 pg/mL de FSH (Sigma, St. Louis, MO, USA), durante
24 horas em estufa incubadora com 5% de CO, e 38,5°C.

O sémen utilizado para as fecundagdes in vitro foram
de touros da raga Gir participantes do teste de progénie do
Programa Nacional de Melhoramento do Gir Leiteiro, cuja
motilidade e vigor pos-descongelamento encontravam-se
igual ou superior a 65% e 3,5%, respectivamente. O sémen
foi descongelado e os espermatozoides obtidos através
da técnica de swin up foram centrifugados uma vez a
500 g durante 10 minutos e ressuspendidos em meio de
fecundag¢do modificado (Gordon, 1994) acrescido de
10 ug/mL de heparina e 0,6% de BSA. Em seguida, os
espermatozoides foram distribuidos em gotas de fecunda-
¢do (100 a 130 uL) sob 6leo mineral, de acordo com a
concentracio desejada, permanecendo em cultivo com os
COCs pelo periodo determinado no delineamento experi-
mental. A fecundag@o foi realizada em estufa com 5% de
CO, ¢38,8°C. Ao final do periodo de fecundag@o, os odcitos
foram lavados em Talp Hepes e cultivados durante oito
dias em 50 pL do meio CR2aa (Rosenkranks & First, 1994)
em co-cultura com células da granulosa (10 a 15 odcitos/
gota de cultivo), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB), no mesmo ambiente atmosférico da fecun-
dagdo in vitro. A taxa de clivagem e de blastocisto foi ava-
liada com 72 horas ¢ oito dias pos-fecundag@o, respectiva-
mente. O meio de cultivo foi renovado a cada 48 horas.

Na obtengao das células da granulosa utilizaram-se ova-
rios bovinos obtidos em matadouro, transportados nas
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mesmas condi¢cdes quando da obtengdo dos COCs.
No laboratério, o liquido folicular de foliculos entre 8 e
12 mm de didmetro foi aspirado e desprezado, ¢ o foliculo
lavado em Talp Hepes por trés vezes para a remogao das
células situadas em sua parede. Apos esse procedimento,
o contetdo obtido foi lavado mais quatro vezes da mes-
ma forma, antes de ir para o cultivo em CR2aa. As células
da granulosa foram cultivadas durante dois dias em incuba-
dora de CO,, antes de receber os odcitos recém-fecundados.

Delineamento experimental

Experimento 1: Os efeitos da concentragdo espermatica
sobre a fecundagdo in vitro foram avaliados utilizando-se
sémen de dois touros em conjunto (pool), durante dois
periodos de incubacdo. Os COCs maturados foram dividi-
dos em trés grupos com concentragdo espermatica de 1x106,
2x10° ¢ 4x10° células mdveis/mL. Em cada grupo os
espermatozdides permaneceram 12 ou 18 horas com os
odcitos, durante a fecundacdo in vitro. O experimento foi
dividido em duas fases. Na primeira, os oocitos (n = 357
em quatro repeti¢des) foram fixados em solugdo
metanol:acido acético (3:1) logo apos o término do perio-
do de fecundagio, e corados com 1% de orceina (Sigma, St.
Louis, MO, USA) em acido acético. Considerou-se fecun-
dacdo quando os odcitos apresentavam dois pronticleos
ou a presenca da cabega/cauda do espermatozoide no
citoplasma. Odcitos com dois prontcleos e a cabega/cauda
de um espermatozdide ou mais de dois pronticleos foram
considerados poliespermaticos. Na segunda fase, os zigotos
(n =551 em seis repetigdes) foram cultivados durante oito
dias para avaliacdo da taxa de clivagem e producdo de em-
brides.
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Experimento 2: Espermatozdides de trés touros foram
utilizados para avaliar os efeitos de diferentes concentra-
¢des espermaticas ou periodos de incubagéo para cada touro,
durante a fecundagdo in vitro. Primeiramente, avaliou-se o
efeito das concentragdes de 1x10°, 2x10° ou 4x10°
espermatozoides moveis/mL durante 18 horas (n=878
odcitos, trés repetigdes). Em uma segunda etapa, avaliou-
se o efeito dos periodos de incubagdo de 12 ou 18 horas,
utilizando-se uma concentragdo de 1x10° a 2x10°
espermatozodides moveis/mL (n = 573 odcitos, trés repe-
tigdes). Nas duas etapas os zigotos foram cultivados por
oito dias para avaliacdo da taxa de clivagem e produgao
de embrides.

Os resultados totais de todas as repeti¢des foram anali-
sados pelo teste exato de Fisher ou pelo teste do
qui-quadrado. Considerou-se nivel de significancia de
P<0,05. Os valores sdo apresentados em porcentagem e
erro médio padrido (EM) entre as repetigdes.

Resultados e Discussao

Nao houve efeito significativo da concentragéo
espermatica na taxa de fecundagio e polispermia
durante a fecundag@o in vitro realizada com 12 ou
18 horas. O periodo de incubagdo também ndo in-
fluenciou a fecundag@o e a polispermia, dentro de
uma mesma concentracdo espermatica (Tabela 1).
Como as concentragdes espermaticas comparadas
dentro de um mesmo periodo de incubagéo ndo alte-
raram a taxa de fecundag@o e polispermia, os resul-
tados com 12 e 18 horas de incubagdo foram
totalizados para se avaliar o efeito da concentragéo

Tabela 1. Efeito da concentragdo espermatica sobre a fecundacdo (% = erro médio padrdo) in vitro, realizada em
periodos de 12 e 18 horas de incubagdo oocito-espermatozdides, utilizando-se s€émen de touros da raga Gir.

Concentragdo espermética/mL Odcitos fecundados Odcitos com polispermia
12 horas 18 horas Total 12 horas 18 horas Tota®
1x10° 55,8+15,2 63,8+5,6 60,3+6,9 19+1.21 2,9+1,3 2,5+0,9a
(29/52) (44/69) (73/121) (1/52) (2/69) (3/121)
2x10° 58,4+5,9 66,1+5,5 62,3£5,5 3,1+1,35 4,6+4,7 3,8+2,37ab
(38/65) (43/65) (81/130) (2/65) (3/65) (5/130)
4x10° 66,0+9,2 64,1+4,1 65,1+4,8 9,4+7,3 7,5+3,0 8,5t3,7b
(35/53) (34/53) (69/106) (5/53) (4/53) (9/106)
Total 60,0+5,6 64,7134 4,7+29 4,8+1,9
(102/170) (121/187) (8/170) (9/187)

(MValores com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre si pelo teste exato de Fisher (P<0,05); valores entre parénteses signi-
ficam niimero de odcitos fecundados ou com polispermia em relagéo ao total de odcitos.
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independentemente do periodo de incubagdo. Os
resultados das concentra¢des espermaticas também
foram totalizados para se avaliar o efeito do periodo
de incubagio independentemente da concentragdo
utilizada (Tabela 1). Portanto, o periodo de incuba-
¢do continuou sem efeito sobre a fecundacgio e
polispermia. Entretanto, o aumento da concentragéo
de 1x10% para 4x10° espermatozoides/mL aumen-
tou (P<0,05) a taxa de polispermia (2,5% e 8,5%, res-
pectivamente), sem afetar a taxa de fecundagfo.
Os efeitos do aumento da concentragdo espermatica
sobre a polispermia parecem ser comuns durante a
fecundag@o in vitro (Long et al, 1994; Saeki et al.,
1995). Um dos resultados da polispermia é a produ-
cdo de embrides tripldides, encontrados principal-
mente em embrides de duas a oito células e que nor-
malmente ndo atingem estagio de blastocisto (Galli
& Lazzari, 1996). Portanto, a manutencdo da
polispermia em niveis baixos € uma preocupagéo em
sistemas de fecundag¢do in vitro. Como observado
no presente trabalho, pode-se diminuir a incidéncia
da polispermia diminuindo a concentracio
espermatica, sem afetar a taxa de fecundag@o nor-
mal. Além de diminuir a polispermia, o ajuste da
concentragdo espermatica também pode ser 1itil em
reduzir a exposi¢cdo dos oocitos a produtos
metabolicos ou degenerativos eliminados pelos
espermatozodides (Gianaroli et al., 1996) e que pos-
sam prejudicar o desenvolvimento do odcito ou in-
duzir a partenogénese.

As concentragdes espermaticas utilizadas néo
afetaram a taxa de clivagem e blastocistos (Tabela 2).
Watanabe et al. (1996) também n#o constataram di-
ferenga entre 2x10° e 4x10° espermatozoides/mL com
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sémen de touros Nelore. Entretanto, o aumento do
periodo de incubagio de 12 para 18 horas resultou
em maior (P<0,05) taxa de clivagem (51,1% e 75,2%,
respectivamente) somente na concentragfo de 4x10°
espermatozdides/mL, mostrando que o efeito do pe-
riodo de incubagdo sobre a clivagem depende de
uma concentragdo espermatica mais elevada.
O aumento encontrado ndo foi precedido de maior
polispermia ou fecundagéo do odcito (Tabela 1) ou
resultou em maior taxa de producdo de blastocistos
(Tabela 2). Tal fato pode significar que o aumento da
taxa de clivagem pode ter origem em alguma condi-
¢do anormal durante o cultivo de fecundacio,
provocada pelo aumento do periodo de incubagio
associado a uma concentragdo espermatica mais ele-
vada. Uma das anormalidades descritas como de
ocorréncia comum durante a fecundagio in vitroé a
partenogénese, em que odcitos partenogenéticos ra-
ramente se dividem mais que duas vezes (Gordon,
1994), podendo, assim, interferir principalmente na
taxa de clivagem, sem alterar a producdo de embri-
des. A partenogénese pode surgir em decorréncia
de componentes quimicos presentes no meio de cul-
tivo (Ayoub & Hunter, 1993), bem como ser induzida
por determinadas enzimas, como a hialuronidase
(Henery & Kaufman, 1993), presentes no acrossoma
de espermatozoides. Jurisicova et al. (1995) postu-
lam que a prolongada exposi¢do a um grande nume-
ro de espermatozoides pode expor os oocitos a
enzimas e outros fatores liberados durante a reagéo
acrossOmica, provocando aumento de fragmentagéo
dos zigotos. Essas estruturas fragmentadas raramen-
te chegam a estagio de blastocisto ¢ normalmente
possuem alta incidéncia de anomalias citogenéticas.

Tabela 2. Efeito da concentrag@o espermatica sobre a clivagem e produgdo de blastocistos (% =* erro médio padrao)
durante a fecundagdo in vitro com sémen de touros da raga Gir, realizada em periodos de 12 e 18 horas de incubacdo

odcito-espermatozdides®.

Concentracdo espermética/mL Clivagem Blastocistos

12 horas 18 horas 12 horas 18 horas
1x10° 62,5+ 6,0 (60/96) 68,2+6,9 (58/85) 20,8+4,6 (20/96) 23,545,0 (20/85)
2x10° 62,9+7,8 (56/89) 71,2+5,1 (67/94) 21,4+5,6 (19/89) 18,1+5,2 (17/94)
4x10° 51,1+4,12 (46/90)a 75,2+3,4 (73/97)b 20,0+5,3 (18/90) 24,8+6,3 (24/97)

(MValores com letras diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si pelo teste do qui-quadrado (P<0,05); valores entre parénteses signi-

ficam numero de clivados ou de blastocistos em relagdo ao total de odcitos.
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A taxa de blastocistos ndo foi afetada pela con-
centragdo espermatica ou periodo de incubagéo (Ta-
bela 2). Embora tenha sido reportado aumento da
taxa de blastocisto quando se aumenta a concentra-
¢do espermatica (Long et al., 1994), no presente tra-
balho nio houve efeito do aumento da concentra-
¢do espermatica sobre a producdo de blastocistos,
corroborando outros trabalhos com bovinos (Dias,
2000).

Nao houve efeito da concentragdio espermatica
sobre a taxa de clivagem ou de blastocistos para cada
touro (Tabela 3). Entretanto, dentro de uma mesma
concentracdo espermatica, a taxa de clivagem e
blastocistos foi diferente entre touros. Nas concen-
tragdes de 1x10° e 2x10° espermatozdides/mL, o
touro A produziu taxa de clivagem maior do que o
touro C (67,0% e 52,3% para 1x10° espermatozdi-
des e 72,9% e 51% para 2x10° espermatozoides,
respectivamente; P<0,05), porém essa taxa foi
semelhante nos trés touros na concentragio de
4x106 espermatozdides/mL, mostrando que o0 aumento
da concentragdo espermatica diminuiu a diferenga
entre o touro A e C. Da mesma forma, a taxa de
blastocistos do touro B foi maior do que a do touro C
(26,0% e 14,9%, respectivamente; P<0,05) na con-
centragfo de 1x10° espermatozoides/mL, mas seme-
lhante nas concentra¢des maiores.
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Houve efeito do periodo de incubagdo sobre a
taxa de clivagem somente em relagdo ao touro B
(54,6% ¢ 71,6% em 12 e 18 horas, respectivamente;
P<0,05). Diferencas na taxa de clivagem também
foram observadas entre os touros quando compara-
dos dentro de um mesmo periodo de incubagéo.
A taxa de clivagem do touro A foi superior (P<0,05)
ao dos touros B e C durante as 12 horas de incuba-
¢80 (79,5%, 54,6% e 44,9%, respectivamente), po-
rém quando a fecundag@o foi realizada durante 18
horas, o touro B aumentou a taxa de clivagem, sen-
do semelhante ao touro A (71,6% e 67,9%, respecti-
vamente). O mesmo ocorreu com a taxa de
blastocisto, a qual, com 12 horas de incubagao, foi
igual entre os touros. Com 18 horas de incubagéo, o
touro B produziu maior taxa do que o touro C (25,2%
e 10,9%, respectivamente; P<0,05).

O presente estudo mostrou efeito do periodo de
incubagdo sobre a taxa de clivagem na raga Gir, quan-
do se utilizou um pool de espermatozéides de dois
touros e em concentracdo espermatica elevada (Ta-
bela 2), porém, quando analisado em trés diferentes
touros, o periodo de incubagéo surtiu efeito em ape-
nas um deles (Tabela 3), demonstrando ndo haver
efeito generalizado do periodo de incubagéo sobre a
taxa de clivagem, mas que a mesma ¢ dependente,
além da concentragfo espermatica, também do touro

Tabela 3. Efeito da concentrag@o espermatica e do periodo de incubagdo sobre a taxa de clivagem e producao de
blastocistos (% £ erro médio padrdo) com sémen de touros diferentes (A, B e C)().

Concentrag&o espermatica/mL Clivagem Blastocistos
A B C A B C
1x10° 67,0+7,4a 63,5+5,4ab 52,3+7,5b 18,8+4,7ak  26,0+4,3a 14,9+3,4b
(57/85) (61/96) (56/107) (16/85) (25/96) (16/107)
2x10° 72,9+5,0a 62,2+7,6ab 51,0+3,0b 18,845,3 20,4+5,7 13,3+5,0
(62/85) (61/98) (56/110) (16/85) (20/98) (15/110)
4x10° 62,6+7,5 64,6+5,0 53,6+6,0 17,646,0 27,0¢4,5 21,8+33
(57/91) (62/96) (59/110) (16/91) (26/96) (24/110)
Periodo de incubagao
12 horas 79,516,6a 54,6+4,0bA 44,9+4,1b 24,4+4.4 20,2+6,0 17,8t5,6
(62/78) (54/99) (48/107) (19/78) (20/99) (19/107)
18 horas 67,9+5,5a 71,6+6,2aB 58,2+3,0b 155+4,5ak  25,2+4,1a 10,9+4,2b
(57/84) (68/95) (64/110) (13/84) (24/95) (12/110)

(MValores com letras diferentes, mintsculas nas linhas e maitisculas nas colunas, diferem entre si significativamente pelo teste do qui-quadrado (P<0,05);
valores entre parénteses significam numero de clivados ou blastocistos em relagdo ao total de odcitos.
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utilizado. Por sua vez, de maneira semelhante ao ocor-
rido quando avaliados diferentes touros em uma
mesma concentracdo espermatica, verificou-se dife-
renga na taxa de clivagem e de blastocisto entre tou-
ros em um mesmo periodo de incubagdo. Tal fato
indica que o sémen dos touros comportou-se dife-
rentemente durante a fecundagio in vitro, demons-
trando a necessidade de diferentes concentragdes
espermaticas para que os touros apresentem resulta-
dos semelhantes.

Essas diferencas nas respostas individuais dos
touros durante a fecundagio in vifro em uma mesma
concentragdo espermatica ou periodo de incubagéo
pode ser devido a capacidade intrinseca de cada in-
dividuo de fertilizar os odcitos, provocada pelas di-
ferengas nas caracteristicas metabolicas das células
espermaticas (Brackett & Oliphant, 1975). As dife-
rengas de fertilidade entre touros podem estar relaci-
onadas a capacidade da membrana espermatica em
fusionar com a membrana do odcito, o que pode ser
influenciado pela habilidade de o espermatozoide
tornar-se capacitado e sofrer a reag@o acrossomica
(Henault & Killian, 1995). A utilizagdo de substan-
cias capacitadoras, como a heparina, durante a
capacitacdo espermatica in vitro tem sido importan-
te para se atingir altas taxas de fecundag@o com essa
técnica, podendo haver variagdes entre a dose ne-
cessaria para cada touro. No presente experimento
procurou-se utilizar 10 pug/mL de heparina citada
como inicialmente adequada para sémen de touros
da raga Gir (Lopes, 1999). Por sua vez, a capacida-
de de cada touro em produzir e secretar complexos
de proteinas ligadoras de heparina (HPB), com di-
ferentes afinidades a essa glicosaminoglicana no
plasma seminal ou a capacidade de seus
espermatozdides de incorporar essas substancias a
membrana plasmatica, pode estar relacionada a di-
ferenga na capacitacdo espermadtica e na fertilidade
entre individuos (Bellin et al., 1996). E possivel que
essas diferengas na fecundagio in vitro entre touros
com quantidades diferentes de complexos HPB de
alta afinidade a heparina possam ser diminuidas ajus-
tando-se as concentra¢des espermaticas e periodo
de incubagdo.
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Conclusoes

1. A fecundagio in vitro com sémen de touros da
raca Gir ndo deve ser realizada com concentragdes
maiores do que 2x10° espermatozoides/mL, para
evitar aumento da incidéncia de polispermia.

2. O aumento da taxa de clivagem esta associado
autilizacdo de maior periodo de incubagéo, com ele-
vada concentragdo de células espermaticas durante
a fecundagio in vitro com sémen de touros da raga
Gir.

3. Sémen de diferentes touros da raga Gir no pos-
suem a mesma eficiéncia, avaliada pela taxa de
clivagem e de blastocistos, quando comparados em
uma mesma concentragdo espermatica ou periodo
de incubagio durante a fecundagio in vitro.

4. O aumento da concentragdo espermatica na fe-
cundagio in vitro diminui a diferenga entre touros
da raga Gir quanto a taxa de clivagem e de
blastocistos.

5. A fecundagio in vitro com sémen de touros da
raca Gir apresenta resultados satisfatorios.
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