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RESUMO

Este estudo teve como objetivo a comparagdo e a avaliacdo da influéncia da
estacdo do ano sobre algumas caracteristicas do sémen e performance reprodutiva de
coelhos de dois genoétipos. Numa exploracdo comercial intensiva de cunicultura foram
utilizados 44 machos, 22 do genotipo Valenciano (VT) e 22 do gendtipo Gigante
Espanhol (GE), cujos ejaculados foram recolhidos e avaliados entre julho de 2012 e
maio de 2013.

Os valores médios observados para os principais parametros foram de 0,7mL
para o volume médio por ejaculado, de 4,7 para a motilidade massal (escala 0-5), 0,2
para 0 grau de aglutinacdo (escala 0-3), de 91 e 86% respetivamente para as
percentagens de espermatozéides vivos e morfologicamente normais, de 120 x 10°
espermatozéides/mL para a concentracdo espermatica e 83 x 10° espermatozéides/mL
para 0 numero total de espermatozdides. A estacdo do ano teve influéncia significativa
nas percentagens de espermatozoides vivos e morfologicamente normais, registando-se
uma tendéncia, em certos casos significativa, para piores resultados no verdo, quando
comparado com outras estacdes do ano. O sémen dos machos GE apresentou uma maior
concentracdo espermatica e um maior nimero de total de espermatozdides, que o dos
machos VT em todas as estacdes do ano. Analisando globalmente todos os resultados,
podemos concluir que o efeito sazonal foi pouco marcado no periodo e condi¢es do

estudo.

Palavras-chave: Coelhos; sémen; sazonalidade; Performance reprodutiva.



TITLE: Genotype and influence of season in semen characteristics of
rabbits

ABSTRACT

The present research aimed to study comparatively and evaluate the effects of
season on some semen characteristics and reproductive performance of rabbits of two
commercial genotypes. In a private rabbit farm 44 males were used: 22 of Valenciano
(VT) and 22 of Gigante Espanol (GE). The ejaculates were collected from July 2012
until May 2013.

The mean values observed for the main semen parameters were 0,7mL for
ejaculate volume, 4,7 for massal motility (scale 0-5), 0,2 for the degree of agglutination
(scale 0-3), 91 and 86%, respectively for the percentages of live and normal
spermatozoids, 120 x 10° spermatozoids/mL for sperm concentration and 83 x 10°
spermatozoids/mL for the total number of sperm. The season influenced the live and
normal spermatozoids, with a tendency, in some cases statistically significant for poor
results during summer, when compared to other seasons. The semen of GE males
presented higher sperm concentration and total number of sperm, than semen from VT
males in all seasons. Globally, the season effect was not very marked for the period and

study conditions.

Keywords: Rabbits; semen; seasonality; Reproductive performance.
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I. INTRODUCAO

O coelho como espécie pecuaria ndo é muito valorizado. Portugal tem condicdes
excecionais para producao de coelho, pelo seu clima temperado, pela qualidade quimica
da &gua que é a ideal, 0 que leva a que os resultados técnicos (produtivos), apresentados
pelos produtores, sejam acima dos padrdes normalmente descritos para o setor
(Monteiro et al., 2013).

A cunicultura sofreu nas dltimas décadas transformac6es profundas, resultantes
do conhecimento mais aprofundado do coelho e de todo o processo produtivo. O
melhoramento dos alimentos compostos e da genética, o aperfeicoamento dos
equipamentos e das instalacfes, o progresso das técnicas de maneio e o conhecimento
mais completo das patologias, com diagnoésticos e terapéuticas mais eficazes, permite
que hoje em dia as cuniculturas tenham dimensGes e produtividades que eram
impensaveis até ha muito pouco tempo. A cunicultura, como as restantes atividades, tem
sofrido a pressdo do aumento dos custos de producdo que ndo sdo acompanhados pelo
aumento do prego do coelho vivo, obrigando o produtor a ser mais eficiente na sua
atividade, a fim de fazer face a crise que o sector atravessa. Este é assim um setor
estruturado, em constante evolucdo e modernizacao das estruturas produtivas (Monteiro
etal., 2013).

O coelho é uma espécie de interesse zootécnico onde, embora se tenha
verificado um aumento nos Ultimos anos de investigacdo cientifica, a mesma ainda se
revela escassa comparativamente com outras espécies (Monteiro et al., 2013). O estudo
das caracteristicas e performance reprodutiva de machos e fémeas em condicdes
experimentais ou produtivas, revela-se portanto de particular interesse. Um dos aspetos
particulares da eficiéncia reprodutiva e produtiva desta espécie prende-se com o facto de
existirem, em muitos casos, efeitos sazonais. Assim, a presente dissertacdo tem como
objetivos gerais contribuir para 0 aumento do conhecimento cientifico acerca dos

aspetos acima referidos.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Atendendo a relativa escassez de informacdo técnica e cientifica sobre coelhos,
sobretudo quando comparada com outras espécies domésticas, e a ainda maior escassez
de trabalhos cientificos sobre esta especie em Portugal, apresentamos nesta revisdo
alguns aspetos sobre a cunicultura e maneio reprodutivo em cunicultura que, embora

estejam relacionados, néo estdo especificamente ligados ao estudo efetuado.

1. ACUNICULTURA NO MUNDO

A cunicultura € um setor de producdo animal singular. Na atual situacédo
comunitaria ndo dispde de uma Organizacdo Comum dos Mercados especifica (OCM
especifica) e tem uma participacdo débil na Organizacdo Comum dos Mercados Unica
(OCM unica), o que gera discriminacdo relativamente aos outros setores agrarios
(Monteiro et al., 2013).

Portugal é ainda um pais deficitario na producdo de carne de coelho, sendo a
Espanha nosso natural fornecedor, pela proximidade e pelo facto de serem
excedentarios. A Espanha comercializa carne de coelho para diversos paises, sendo 0s
principais Franca, Bélgica e Portugal. Existe no nosso pais uma quota muito elevada de
autoconsumo que é dificil de quantificar, e na maioria dos paises ndo existe um sistema
de recenseamento das exploracdes que permita a compilacdo de informacgdo (Monteiro
et al., 2013). Este panorama proporciona a ocorréncia de algumas discrepancias entre 0s
dados estatisticos oficiais e as produ¢cdes medias de cada pais, apresentadas por alguns
autores ou mesmo pelas associac¢6es de cunicultores (Carvalho, 2009).

A produgdo mundial de carne de coelho estimada pela Food and Agriculture
Organization (2009) é superior a 1,5 milhdes de toneladas. Cerca de trés quartos da
producdo mundial de carne de coelho sdo assegurados pela China, Italia, Franca,
Espanha e Portugal (Quadro 1). A China é o principal produtor, com mais de 40% do
total mundial, seguida da Europa com 30%. A UE27 em 2010 alcangou as 332.000
toneladas o que corresponde a 28% do total mundial. A Italia é o primeiro produtor
europeu e o segundo mundial, a Espanha € o segundo produtor europeu (Monteiro et al.,
2013).



Quadro 1. Producdo mundial de carne de coelho, dados dos principais paises produtores (milhares de

toneladas).

Producao mundial de carne de coelho. Principais paises produtores
(milhares de toneladas)
2006 2007 2008 2009 2010

China 5448 6040 6660 6630 @ ---

Bélgica — Luxemburgo 15,0 12,0 10,0 10,0 10,0
Republica Checa 253 233 20,8 18,0 18,0
Espanha 72,3 74,7 61,0 61,2 63,2
Franca 105 102 97,0 930 91,0
Italia 125,00 132,0 132,0 130,0 1300
Portugal 14,2 16,1 16,8 14,9 14,7

Fonte: Adaptado de Monteiro et al. (2013).

Os paises latinos sao tradicionalmente consumidores de carne de coelho. De
acordo com os dados apresentados por European Food Safety Authority (2005) o
consumo em Portugal ronda 1,7 kg por habitante e por ano.

A quantificacdo da producdo de carne de coelho € uma tarefa complicada, na
medida em que os dados estatisticos oficiais sdo escassos ou ndo contém muita
informacao, por estarem agrupados com a producdo de outras espécies. Segundo dados
do Instituto Nacional de Estatisticas, INE (2011), o peso limpo total de coelhos abatidos
e aprovados para consumo foi de 691 toneladas, o que representa uma quebra de 20,9%
do nimero de coelhos abatidos face ao més homdlogo de 2010.

Inicialmente havia uma maior incidéncia de cuniculturas nas zonas de Viseu,
Leiria e Oliveira de Frades. Posteriormente, outras zonas adquiriram grande importancia
como a regido de Tras-os-Montes e Alto Douro e Minho (Mourdo, 2003; Carvalho,
2011).

Apesar da importancia da regido Norte na cunicultura nacional (Figura 1), ndo
existe um centro de abate nesta area. Os matadouros encontram-se nos distritos de
Lisboa, Leiria, Coimbra e Aveiro, existindo ainda duas empresas espanholas com

grande quota de mercado (Cunicarne e Cogal).



Efectivo de coelhos (N.®) por Localizagdo geografica (Regido agraria) e Categoria
(efectivo de coelhos); Ndo periodica

[Categoria (efectivo de coelhos): Total]
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Figura 1. Efetivo de coelhos em Portugal, distribuicdo por regides e sua evolugdo entre 2003 e 2009.
Fonte: Adaptado de Monteiro et al. (2013).

A producdo de carne de coelho tem diminuido de ano para ano como ilustra a
figura anterior. Nos paises europeus produtores, a cunicultura estid a atravessar um
importante processo de recessao, com a diminuicdo da rentabilidade das empresas, quer
na fase de producéo quer de transformacéo, devido ao aumento dos custos de producdo.
Estes custos ndo sdo compensados pelos pregos praticados, nem ao cunicultor, nem ao

matadouro (Monteiro et al., 2013).

2. O COELHO E A CUNICULTURA

O coelho doméstico € um mamifero herbivoro da Ordem Lagomorpha e da
Familia Leporidae que teve origem na Peninsula Ibérica, em Espanha. E portanto um
lagomorfo e ndo um roedor, embora exteriormente os lagomorfos se assemelhem a
roedores. Porém hé diferencas que justificam a sua inclusdo numa ordem a parte. Elas
sdo: quatro (em vez de dois) dentes incisivos na maxila, o escroto do macho esta a
frente do pénis e este ndo apresenta 0sso peniano como o dos roedores (Hoffman e
Smith, 2005).

Existem varios genotipos, mas é do coelho silvestre (Oryctolagus cuniculus) que
derivam as multiplas variedades utilizadas na cunicultura industrial (Rosell, 2000;
Meredith e Crossley 2002; Venancio et al., 2007).

A impossibilidade de reproducdo entre diferentes espécies de lagomorfos, faz
com que ndo exista nenhum verdadeiro hibrido. Os coelhos vulgarmente designados de
“hibridos” sdo resultantes de cruzamentos entre genotipos que pertencem a espécie

Oryctolagus cuniculus (Carvalho, 2009).



Embora nos dias de hoje, a cunicultura seja realizada na maior parte dos casos
com o objetivo de produzir carne, existe um numero crescente de exploragdes em que 0
objetivo é a produgdo de peles ou a producdo de pélo. Nestes casos, as técnicas de
maneio sdo especificas, e 0s genotipos dos coelhos utilizados sdo especializados nestas

producdes.

3. APRODUCAO DO COELHO
3.1.  Genotipos

S&o varios 0s objetivos que devemos ter em vista quando encaramos uma
exploracdo cunicola. Quer se trate de produtos da exploragdo ou dos seus subprodutos,
devem ver aproveitadas todas as potencialidades do coelho (Oliveira, 1979).

Podemos encontrar trés tipos diferentes de genotipos de coelho: os genotipos
obtidos por selecdo artificial, a partir de animais que descendiam diretamente de coelhos
selvagens; os gendtipos sintéticos obtidos por cruzamento ordenado de animais de
diversos gendtipos e os gendétipos mendelianos obtidos por fixacdo de caracteres, com

determinacédo genética simples e resultante de uma mutacdo (Mourdo, 2003).

Os gendtipos do coelho também podem ser divididos em funcdo da sua aptidao
produtiva: producdo de carne, producdo de pélo e producdo de pele. Dado que a
producdo de pélo e pele tém reduzida expressao em Portugal e que os animais estudados
no presente trabalho se destinam a producdo de carne, é sobre esta que daremos, de

seguida, informagGes zootécnicas.

3.1.1. Producéo de carne

A carne de coelho € de uma riqueza bastante assinalavel, uma vez que €
composta essencialmente por dgua, proteina e pouca gordura (Figura 2), o que faz com

que esta tenha um baixo valor de colesterol.



Composicéao da carne de coelho

2% —_ 1%
4% —
Agua
Proteina
25%
Gordura
68% Sais minerais

m Matérias ndo azotadas

Figura 2. Composicdo da carne de coelho.
Fonte: Adaptado de Oliveira (1979).

Em funcdo do peso corporal dos animais adultos, os gendtipos de coelhos para

producdo de carne podem ser agrupados de acordo com Mourdo (2003) em:

a) Genotipos pesados (peso adulto superior a 5 kg) — tém, em geral, baixa
fecundidade e rusticidade. Neste grupo existem diversos genotipos como o Belier
Francés, a Gigante Mariposa, 0 Gigante Espanhol e o Gigante de Flandres (Figura 3)
que € o maior de todos. Estes gendtipos, quando sdo utilizados na cunicultura intensiva,
entram mais frequentemente na formacdo da linha paterna, com o objetivo de transmitir

a sua descendéncia um ritmo de crescimento elevado.

Figura 3. Coelho de gendétipo Gigante de Flandres.

Fonte: cuniculturamussoi.blogspot.com

b) Genotipos médios (peso entre 3,5 e 5kg) - a maior parte das populagdes
ou gendtipos de coelhos utilizados na producdo intensiva derivam destes gendtipos, o
que faz com que estes se tenham tornado o grupo de gendtipos mais numeroso. Sdo
genotipos vocacionados para a producdo de carne devido a sua capacidade de

crescimento e relagé@o carne/osso melhor do que nos genotipos pesados.



Apresentam ainda boa fertilidade e precocidade (puberdade entre 4 e 5
meses). Exemplos: Californiana (Figura 4), Valenciano, Neozelandesa, Fulvo da
Borgonha e Prateada de Champanhe.

Figura 4. Coelho de genétipo Californiana.

Fonte: bichoonline.com.br

c) Genotipos ligeiros (peso entre 2,5 e 3,5 kg) - tém um desenvolvimento
corporal precoce, boas aptides maternas mas as suas caracteristicas reprodutivas,
particularmente a prolificidade, sdo varidveis. O seu potencial de crescimento é
reduzido, pelo que sdo pouco usados para a producdo de carne. Exemplos: Holandés

(Figura 5), Pequeno Russo e Polaco.

Figura 5. Coelho de gend6tipo Holandés.

Fonte: docescoelhos.bravehost.com

Para um maior conhecimento acerca de outros gendtipos e percecdo da
variabilidade de resultados reprodutivos e produtivos existente, sugerimos a consulta do
estudo de Bolet et al. (2004) onde se compararam zootecnicamente varios genotipos de

tamanho médio e pequeno.

Os genotipos utilizados no presente estudo foram o Valenciano (VT) e o Gigante
espanhol (GE).



VALENCIANO

Este genotipo teve origem em Espanha (Valéncia). Foi criado em 1981 como um
gendtipo sintético, cruzando animais que descendiam de quatro genotipos maternais
especializados. Apos trés geracdes sem selecdo, a linha foi escolhida para um melhor
peso ao desmame das crias (Estany et al., 1989). E entdo um genétipo maternal
especializado, para ser cruzado com um genétipo paterno, a fim de se obter uma maior
producéo de carne.

No quadro 2 apresentam-se alguns valores relativos a performance reprodutiva
das fémeas deste gendtipo. Os valores relativos as caracteristicas dos machos seréo
apresentados mais adiante. Na figura 6 apresentam-se fotos de reprodutores deste

gendtipo.
Quadro 2. Pardmetros reprodutivos das coelhas do genétipo Valenciano.
Parametros reprodutivos Meédia Fonte
Taxa de concecdo (%) 78 Baselga et al. (1992)
Intervalo entre partos (dias) 47,5 Baselga et al. (1992)
Taxa de ovulagéo (%) 14 Cifre et al. (1994)
Nascidos totais por parto 9,1-11,6* Gomez et al. (1999)
Nascidos vivos por parto 8,5-10,9* Gomez et al. (1999)
Desmamados por parto 7,1-9* Gomez et al. (1999)

* dependentes do nimero de ordem de parto das fémeas e da estagdo do ano

Figura 6. Macho e fémea do genétipo Valenciano, respetivamente.

Fonte: http://www.iamz.ciheam.org/medrabbit/spain/v/v.htm

Valéncia tem verdes longos, quentes e muito humidos. Este gendtipo tem sido
criado em paises de tempo quente, mantendo performances aceitaveis (Yamani, 1994;
Testik, 1996).



GIGANTE ESPANHOL

O genotipo Gigante Espanhol (Figuras 7 e 8) foi criado no inicio do seculo XX,
também na regido de Valéncia. Era criado em varias quintas de cunicultura espanholas,
mas 0S seus numeros decresceram drasticamente, devido ao aparecimento de outros
gendtipos comerciais. Como resultado, foi criado um programa de recuperacdo e

conservacao (Baggeto, 1918; Lacomba, 1919).

Figura 7. Macho e fémea do genétipo Gigante Espanhol, respetivamente.

Fonte: http://www.iamz.ciheam.org/medrabbit/spain/gigante/gigante.htm

Gigante de Flandres X Lebre Espanhola
(Machos) (Fémeas)
F, X  Bélier
(Fémeas) (Machos)
Gigante Espanhol

Figura 8. Origem do geno6tipo Gigante Espanhol.
Fonte: http://om.ciheam.org/om/pdf/a08/91605035.pdf

No quadro 3 apresentam-se alguns valores relativos a performance reprodutiva
das fémeas deste genotipo. Os valores relativos as caracteristicas dos machos serdo

apresentados mais adiante.



Quadro 3. Pardmetros reprodutivos das coelhas do gendtipo Gigante Espanhol.

Parametros reprodutivos Média Fonte
Taxa de fecundidade (%) 74 Lopéz et al. (1994)
Intervalo entre partos (dias) 50 Lopéz et al. (1994)
Intervalo entre partos (dias) 46 Sierra e Lopez (1990)
Taxa de ovulagdo (%) 8,6 Lopéz et al. (1994)
Nascidos totais por parto 8,16 Sierra e Lopez (1990)
Nascidos totais por parto 8,8 Lopéz et al. (1994)
Nascidos vivos por parto 7,71 Sierra e Lopez (1990)
Nascidos vivos por parto 8,0 Lopéz et al. (1994)
Desmamados por parto 5,78 Sierra e Lopez (1990)
Desmamados por parto 6,5 Lopéz et al. (1994)

Mortalidade entre o0 nascimento e o desmame (%)* 29,2*e 21,5  Sierrae Lopez (1990)

* Os autores revelam que a elevada mortalidade foi devida as baixas temperaturas invernais tendo em
conta a inexisténcia de assisténcia térmica aos laparos aquando do nascimento. O valor de 21,5% ja
representa a existéncia de um complemento térmico.

3.2.  Selecdo e melhoramento em cunicultura

O melhoramento do coelho como animal de interesse zootécnico iniciou-se no
século XVIII, tendo sido definidos e caracterizados os principais gendétipos do coelho
até ao inicio do século XX. Até ao fim da década de cinquenta desse século, os critérios
utilizados na selecdo dos animais e na criacdo dos genOtipos eram a morfologia
corporal, o tamanho do animal, a cor e o padrdo da pele, entre outros, sendo raramente
prioritarios os critérios zootécnicos. Todavia, este melhoramento inicial teve uma
grande importancia, pois criou diversos genotipos de coelhos com uma grande
variabilidade genética, que, atualmente, servem de base ao melhoramento e selecdo do
coelho (Mouréo, 2003) (Figura 9).
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Cruzamento de 3 vias Cruzamento de 4 vias
estirpe macho estirpes fémea estirpes macho estirpes fémea
Estirpes puras JAx2A  JCx3C JDxSD |JAxZA ABxYB JCxZC JDxED
|} 1) 1) ! 1) 1) }
Avos (GP) JA x OA JC x 9D JA  x OB JC x 2D
|} |} } }
Pais (Parents) F1 JA X 2CcDh JAB % 2CD
I} J
Coelho hibrido F2 ACD ABCD

Figura 9. Cruzamento de 3 ou 4 vias para obter coelhos hibridos de carne.
Fonte: Adaptado de Mouréo (2003).

Desde o inicio dos anos sessenta do seculo XX os programas de selecdo e
melhoramento do coelho, desenvolvidos por firmas privadas e por instituicdes publicas
(Institut National de Recherche Agronomique - INRA por exemplo), chegaram a
conclusdo de que o aumento réapido e eficaz da produtividade do coelho exigia um
sistema de dupla hibridacdo onde seriam utilizadas trés ou quatro estirpes parentais.
Uma estirpe é definida como uma populacdo geneticamente fechada com um efetivo
limitado (Mouréo, 2003).

Num primeiro grau de hibridacdo seriam utilizados coelhos de genotipos
parentais puros (gendétipos do Grand Parent stock ou genétipos GP) para obter os pais
dos coelhos de carne (Parent stock), que no caso da fémea seria obrigatoriamente um
hibrido de primeiro grau (F1) e no caso do macho poderia ser hibrido F1 ou genétipo
puro. De seguida, os coelhos do Parent Stock seriam utilizados na producdo dos coelhos
de carne, que seriam sempre genotipos de segundo grau (F2). Desde entdo iniciou-se a
selecdo dos genoOtipos parentais para serem utilizados nos cruzamentos de dupla
hibridacdo (Mouréo, 2003).

Para selecionarem 0s genotipos parentais, os selecionadores caracterizaram
numa primeira fase os gendtipos de coelhos mais prometedores em funcdo dos seus
desempenhos zootécnicos. Seguidamente, selecionaram diversos genotipos de coelhos,
entre 0s quais se destacam a Neozelandesa e a Californiana, entre outros.

Dentro de cada gendtipo, o valor genético dos candidatos a selecdo €
determinado medindo os caracteres com interesse zootécnico e conhecendo a sua
genealogia. A medicdo é facil em alguns caracteres que sdo diretamente medidos no
animal (tamanho da ninhada, ganho de peso, etc.) e nestes, em geral, a selecéo

individual pode ser utilizada. A medicdo é complicada nos caracteres que nao podem ser
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medidos no individuo (relacdo musculo/osso da carcaca, rendimento de carcaca, etc.),
para 0s quais é utilizada a selecdo sobre a descendéncia ou sobre os colaterais. Nos
coelhos selecionados procura-se também eliminar caracteristicas indesejaveis, como
genes letais ou outros (Mourao, 2003).

Para se obter um progresso mais rapido na selecdo, foram definidas prioridades
diferentes na selecdo dos gendtipos parentais macho e fémea. Assim, 0s caracteres

parentais transmissiveis a descendéncia estdo apresentados no quadro 4.

Quadro 4. Caracteres parentais transmissiveis a descendéncia.

Machos Fémeas
Fertilidade Longevidade
indice de converséo Prolificidade
Velocidade de crescimento Qualidades leiteiras
Rendimento, conformacdo e qualidade da carcaca Instinto maternal

Fonte: Adaptado de Oliveira (1979).

O primeiro programa de melhoramento genético ocorreu em Franca, no INRA.
Alguns anos depois iniciaram-se programas de selecdo em Espanha, no IRTA (Institut
de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries) e na UPV (Universidad Politecnica de
Valéncia). Em Italia e Portugal ndo se conhecem programas de melhoramento genético
desenvolvidos por organismos institucionais (Rosell, 2004).

Também a partir de Franca, a sociedade dirigida por F. Coisne comercializa
desde 1985 o gendtipo Hycole e a firma Eurolap o gendtipo Hyla. Os programas de
selecdo em Espanha, levados a cabo pela UPV e pelo IRTA, deram origem aos
genotipos Valenciana e Prateado. Também em Espanha, as exploracdes Can Rafael
(familia Freixer-Palau), implantaram um programa de melhoramento genético e

difundiram o genotipo Hycat (Rosell, 2004).
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4. ORGANIZACAO DA PRODUCAO INTENSIVA

Os objetivos de selecdo e melhoramento genético do coelho, sdo escolhidos
tendo em conta os fatores que mais afetam a produtividade e rendimento da exploracao.

Os custos mais importantes da exploracdo intensiva de coelhos resultam da
alimentacdo dos animais pelo que o melhoramento em geral se concentra sobre os
fatores que, direta ou indiretamente, permitem reduzir os custos de alimentacéo.
Todavia, além do critério econdmico sao utilizados outros critérios na selecéo.

O melhoramento genético do coelho e a utilizacdo generalizada de diversos
genotipos de coelhos nas exploragdes de producgdo intensiva levou a criacdo de uma
estrutura piramidal no sector da produgdo intensiva (Figura 10), na qual podemos

encontrar os escaldes da selecdo, multiplicacédo e producdo (Mourdo, 2003).

oy
N
Selecao

/ i i\ 5,
Multiplicacéo
/ \\ \

!

Producao

Figura 10. Organizacdo da Produgdo Intensiva.

Fonte:http://www.mastergr.upv.es/Asignaturas/ Apuntes/10.%20Programas/MA.pdf

Selecdo: As empresas de selecdo cunicola estudam e determinam todo o programa de
selecdo e melhoramento que tem como objetivo produzir o coelho hibrido para a
producdo de carne, segundo os moldes anteriormente referidos.

Para a difusdo dos reprodutores (Parent Stock), os centros de selecdo fornecem
os animais GP (Grands-Parents) selecionados de um s6 sexo (machos dos gendtipos A
e C e fémeas dos genotipos B e D ou sé D) a multiplicadores, em geral associados a
empresa de selecdo. Em alguns casos, para aumentar o potencial de difusdo dos animais
GP, os selecionadores podem fornecer as empresas de multiplicacdo os pais dos GP para

estas empresas produzirem também os animais GP (Mourdo, 2003).
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Exploracdes de Multiplicacdo: O progresso genético criado e acumulado na selecdo é

difundido para a producdo através das exploragdes de multiplicagdo, controladas técnica
e sanitariamente pelo centro de selegéo.

Os multiplicadores, recebem dos selecionadores os coelhos de gendtipos GP e
cruzam-nos de acordo com o plano de cruzamento definido pelo selecionador. Os
descendentes resultantes (Parent Stock), machos de gendtipos puros (machos A) ou
hibridos de primeiro grau (machos AB) e as fémeas hibridas de primeiro grau (CD) séo

vendidos aos produtores do coelho de carne (Mourdo, 2003).

Exploracdes de Producéo: As exploragdes de producdo adquirem os machos e as fémeas

do Parent Stock as exploragdes de multiplicacdo. Seguindo o programa definido pela
selecdo, cruzam estes machos e fémeas e produzem o coelho de carne hibrido de
segundo grau (machos e fémeas ABCD), que em Portugal sdo criados e engordados até
cerca das 10 semanas de idade. A esta idade os coelhos pesam cerca de 2,3 kg e tém
carcacas com cerca de 1,3 kg. O rendimento em carcaca deve ser préximo de 62%.
Muitas vezes, os cunicultores além de comprarem o0s reprodutores do Parent
Stock, compram também coelhos GP de aptiddo materna, para garantirem a renovacgédo

do seu efetivo reprodutor durante o ciclo de producéo (Mourdo, 2003).

4.1. Organizacdo de uma cunicultura

A incorporagdo do sistema de maneio em banda representou uma verdadeira
revolugdo na cunicultura. A possibilidade de ter um elevado ndmero de fémeas no
mesmo estado fisiolégico e um grupo de coelhos de engorda com a mesma idade,
alterou drasticamente a maneira de se produzir coelho. A partir deste momento podem-
se criar zonas, ou mesmo instalacdes, especificas para cada grupo onde se pode
propiciar aos animais as condi¢cdes Otimas de producdo. Isto levou a uma evolugdo
entrelacada, dado que implicou o empenho de todos, desde a industria de alimentos
compostos, da genética, das instalagcdes e equipamentos e claro esta, da comunidade
cientifica (Carvalho, 2009).

A aplicagdo do sistema em banda e o aumento da dimenséo das exploragdes
contribuiu para a implantagio generalizada da inseminacdo artificial. E praticamente

impossivel reproduzir mais de 100 fémeas por monta natural no mesmo dia e portanto a
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inseminacdo artificial foi facilmente aceite pelos cunicultores, substituindo a monta

natural (Maertens, 2000).

Os tipos de banda que podem ser utilizados sdo 0s seguintes:

v Banda semanal - as tarefas principais da exploracdo sdo repetidas todas

as semanas;

v’ Banda quinzenal - as tarefas principais repetem-se a cada duas semanas,

0 que quer dizer que se a beneficiacao for feita a sexta-feira, na semana seguinte

esta ndo ocorre;

v' Banda a 21 dias - as tarefas sdo repetidas de trés em trés semanas;

v/ Banda Unica - todas as coelhas da exploracdo encontram-se numa sé

banda e em igual estado fisioldgico.

A titulo de exemplo, numa cunicultura com 1200 fémeas reprodutoras, ou seja

1200 jaulas com ninho, em funcéo do ritmo reprodutivo é possivel obter-se 0 nimero de

partos com frequéncias diferentes de acordo com o nimero de bandas proposto (Quadro

5).

Quadro 5. Numero de partos por ano por cada nimero de bandas usadas.

Frequéncia entre

Ritmo de
. Intervalo entre  partos/em cada x Partos por
Bandas producéo ) )
) partos (dias) dias ano
(dias)
Semanais (6 bandas) 4 35 24017 12480
Semanais (6 bandas) 11 42 200/7 10400
Semanais (6 bandas) 18 49 17217 8944
Semanais (6 bandas) 25 56 150/7 7800
Quinzenal (3 bandas) 11 42 400/14 10400
Quinzenal (3 bandas) 25 56 300/14 7800
Trissemanal (2 bandas) 11 42 600/21 10400
Unica (1 banda) 4 35 1200/35 12480
Unica (1 banda) 11 42 1200/42 10440
Unica (1 banda) 18 49 1200/49 8940
Unica (1 banda) 25 56 1200/56 7800

Fonte: Adaptado de Fernandes (2009).
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Partindo da base que todas as opc¢des sdo possiveis, é necessario analisar cada
situacdo para determinar qual é o melhor ritmo a seguir em fungdo do equipamento de
jaulas instalado, da disponibilidade de mé&o-de-obra, do menor investimento a fazer e,

finalmente, da maior rentabilidade da sua implementacdo (Fernandes, 2009).

4.2.  Proporgéo entre machos e fémeas

A proporc¢do entre machos e fémeas no ndcleo reprodutor depende da dimenséo
da exploracdo, ritmo de reproducdo utilizado e método de beneficiacdo (natural ou
artificial) (Mourdo e Pinheiro, 2004).

As explorages de maior dimensdo, por terem um maior nimero de animais,
podem utilizar uma relacdo macho/fémeas menor, sem correrem 0S riscos de
impossibilidade de substituicdo de um macho em caso de necessidade ou de
aumentarem a consanguinidade na exploragcdo. Em geral, as exploracfes intensivas com
mais de 50 coelhas reprodutoras em monta natural utilizam um macho para 8 a 10

fémeas (Quadro 6).

Quadro 6. Proporcédo entre machos e fémeas com cobricdo natural em fungdo da dimensdo da exploracéo.

Dimenséo da exploragéo (n° de fémeas) Proporgdo macho/fémeas
> 50 1:8a1:10
25a50 1:5a1:8

<25 1:4a15

Fonte: Adaptado de Mouréo e Pinheiro (2004).

Quando a exploracdo utiliza inseminacdo artificial com base no sémen dos seus
machos, a relacdo macho/fémeas pode ser reduzida para um macho para 80 a 100
fémeas. Todavia, quando se concentram as beneficiagbes num Unico dia de 6 em 6
semanas, como ocorre no sistema de banda Unica, deve haver mais de um macho para
30 a 40 fémeas (Mourdo e Pinheiro, 2004).

16



4.3. Ritmo reprodutivo

O ritmo de reproducdo semi-intensivo € 0 que mais se pratica nas exploragdes.
Este prevé a beneficiacdo da coelha 10 a 20 dias apds o parto, procurando aproveitar o
aumento da recetividade da fémea que se verifica neste periodo. As taxas de fertilidade
obtidas com este ritmo situam-se entre 70 e 80% (Mourdo e Pinheiro, 2004).

Com este sistema de producéo, é possivel, em teoria, obter um intervalo médio
entre cobricdes de 40 a 50 dias (Figura 11). Todavia, com uma taxa de fertilidade de
80%, este intervalo passa a um intervalo entre partos proximo de 50 dias, ou seja 7

partos por ano.

Parto 1 Parto 2 Parto 3 Parto 4 Parto 5
Cobricio 1 Cobricio 2 Cobrigio 3 Cobrigio 4 Cobrigio 5
! ! !
Gestagdo 2 | Lactagio 2 lactacdo 4
Gestagdo 1 | Lactacdo 1 Gestacdo 3 lacmm{ﬁoﬁ
dia 0 30 4!2 62 72 M lt!)4 114 ]%6 1=!16 156 168 1!!:‘.8 108

Figura 11. Ritmo de reprodugdo semi-intensivo com cobri¢do 12 dias apds o parto
e desmame aos 32 dias.
Fonte: Adaptado de Mour&o e Pinheiro (2004).

Em condicBes ideais este ritmo de reproducdo permitira que cada fémea produza
cerca de 60 laparos nascidos e 51 laparos desmamados por ano. A utilizacdo do ritmo de
reproducdo semi-intensivo obriga a realizacdo do desmame precoce. Este realiza-se por
volta dos 31 a 35 dias de idade, sendo que, estas idades de desmame permitem que a
coelha ndo esteja em lactacdo na fase final da gestacdo, quando as necessidades sdo
maiores. Como as coelhas submetidas ao ritmo de reproducdo semi-intensivo estdo em
lactacdo e gestacdo, devem ser alimentadas ad libitum. Se esta pratica for seguida, o
crescimento dos fetos e o crescimento dos laparos em lactacdo ndo serdo muito afetados
(Mouréo e Pinheiro, 2004).

Como inconvenientes deste programa de reproducdo, quando comparado com a
reproducédo extensiva, € possivel apontar a necessidade de realizar o desmame precoce,
a diminuicdo do tamanho médio da ninhada e o desgaste fisiologico das coelhas por se

encontrarem com frequéncia em gestacdo e/ou lactacdo (Mourdo e Pinheiro, 2004).
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No entanto, a produtividade das fémeas tem aumentado devido ao uso de alguns
genotipos e a melhoria do maneio e das condi¢gdes de produgdo (Maertens, 2000). As
fémeas tém maior capacidade de producéo leiteira, partos com maior nimero de laparos
nascidos vivos e desmamados. Dados de Bolet et al. (1998) (Figura 12) também
demonstram o aumento da produtividade nos finais do século passado, naturalmente

também resultado das melhorias a todos os niveis das produgdes intensivas.
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Figura 12. Evolugdo da produtividade na producédo de coelhos entre 1983 e 1996.
Fonte: Adaptado de Bolet et al. (1998).

5. FISIOLOGIA DA REPRODUQAO DE COELHOS
5.1. Caracteristicas reprodutivas da coelha

A coelha apresenta 2 ovarios pequenos em formato oval e dois Uteros
independentes (com comprimento ao redor de 7 cm) que se ligam a vagina por dois
canais cervicais. Os primeiros foliculos aparecem no 13° dia ap6s o nascimento, e 0s
primeiros foliculos antrais surgem aos 65-70 dias. As coelhas tornam-se recetivas com
10-12 semanas de idade, mas geralmente ainda ndo sdo capazes de ovular. A idade a
puberdade varia muito, de acordo com o gendtipo: observa-se maior precocidade sexual
nos genotipos pequenos ou médios (4-6 meses) do que nos gendtipos pesados (5-8
meses). Nas exploracOes, procede-se a beneficiacdo das coelhas quando as mesmas

atingem 80-85% do peso adulto para o seu genotipo (Mouréo e Pinheiro, 2004).
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Fertilidade

A taxa de fertilidade de um efetivo é determinada pela relagéo entre o nimero de
coelhas beneficiadas e 0 nimero de fémeas paridas num determinado periodo de tempo
(normalmente um ano). A capacidade de ficar gestante e parir laparos viaveis depende
de diversos fatores, como a origem genética da coelha, 0 maneio durante a recria,
condicBes ambientais, condicdo fisiologica da coelha e o ritmo de reproducdo, entre
outros.

Para que ap0s a beneficiacdo ocorra o parto, é necessario que o aparelho genital
da coelha esteja numa condicdo fisioldgica adequada, permitindo que apés a
beneficiacdo se dé a progressdo dos espermatozéides, a ovulacdo, a fecundagdo, a
implantacdo embrionéria e o desenvolvimento embrionario e fetal normais (Mourdo e
Pinheiro, 2004).

A taxa de fertilidade da coelha é dependente do intervalo entre o parto e a
beneficiacdo, entre outros fatores (Quadro 7). Nas beneficiacOes efetuadas um ou dois
dias pos-parto, embora a recetividade da coelha seja elevada, a fertilidade é baixa.
Depois do 3° ou 4° dias de lactacdo, a fertilidade das beneficiacdes tende a aumentar
progressivamente, acompanhando a evolucao positiva da recetividade, atingindo valores
elevados nas beneficiacOes realizadas 20 dias pos-parto. Deste modo a fertilidade é
reduzida em 10 a 20% nas coelhas beneficiadas durante a lactacdo, sobretudo se é
realizada nas primeiras semanas. Dado que na coelha aleitante os niveis de LH e de FSH
diminuem quando o nimero de laparos em amamentacdo aumenta, serd de esperar um
aumento deste efeito negativo na ovulacao e na fertilidade com o aumento do tamanho
da ninhada (Mouré&o e Pinheiro, 2004).

Quadro 7. Percentagens de fémeas férteis quando submetidas a ritmos de reprodugdo intensivo

e semi-intensivo.

Ritmo de reproducéo Fémeas férteis (%)
Intensivo 61,5
Semi-intensivo 71,1

Fonte: Adaptado de Mourdo e Pinheiro (2004).
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A prolificidade e a fertilidade da coelha degradam-se mais acentuadamente
durante o periodo de reproducdo, quando a coelha é utilizada de modo intensivo,
estando sucessivamente em gestacdo e/ou lactacdo, devido ao elevado desgaste
fisioldgico. A fertilidade da coelha € influenciada ainda por outros fatores, como
temperatura, luminosidade e alimentacdo. Estes sdo os trés principais causadores do
efeito sazonal. Devido aos efeitos combinados da temperatura e do fotoperiodo, a
fertilidade das coelhas mostra-se dependente da estacdo do ano, sendo méxima na
primavera e minima no verdo (devido as temperaturas elevadas associadas a
fotoperiodos decrescentes) e no outono (devido ao fotoperiodo decrescente) (Mourdo,
2003).

Outro fator importante que influencia a fertilidade é a recetividade da coelha ao
macho. A recetividade num determinado efetivo pode ser quantificada pela relacdo entre
0 namero de coelhas que aceitam o acasalamento e o nimero de coelhas apresentadas ao
macho. Individualmente, ela pode ser avaliada pela coloragdo da vulva (um sinal
externo de atividade estrogénica) no momento da beneficiagdo (Cailol et al., 1983). A

influéncia da recetividade na fertilidade apds inseminacéo esta apresentada no quadro 8.

Quadro 8. Influéncia da recetividade (medida pela coloragéo da vulva)

na fertilidade a inseminacdo artificial.

Coloracdo davulva Branca Rosa Vermelha Violeta
Fertilidade (%) 35 55 75 40
Fonte: Théau-Clement e Roustan (1991).

Durante a gestacdo a coelha produz uma quantidade elevada de progesterona e
baixa de estrogénios, resultante da inexisténcia de foliculos pré-ovulatérios no ovario, o
que origina um estado de ndo recetividade. No fim da gestacdo, a producdo de
progesterona diminui, o que permite uma vaga de crescimento folicular que aumenta a
producdo de estrogénios. Estas alteracdes invertem na relacdo entre 0s niveis sanguineos
de estrogénios e de progesterona da coelha, 0 que origina o aparecimento de foliculos
pré-ovulatérios no momento do parto e elevada recetividade (proxima de 100%)
(Mourdo e Pinheiro, 2004) (Figura 13).
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Figura 13. Evolucéo da taxa de recetividade da coelha no periodo de lactacéo.
Fonte: Adaptado de Mour&o e Pinheiro (2004).

Por outro lado, no inicio da lactagdo a concentragdo sanguinea de prolactina
aumenta para valores elevados, o que inibe a secrecdo e a acao das hormonas LH e FSH
e, consequentemente, o crescimento folicular. Por esta via, da-se uma reducdo do
namero de foliculos pré-ovulatérios no ovario e da sua capacidade de produzir
esterdides, pelo que niveis sanguineos destes reduzem para valores inferiores aos
valores observados no fim da gestacdo, provocando uma diminuicao da recetividade da
coelha, que atinge os valores minimos (40-65%) no 3° a 4° dias de lactacdo. Depois da
recetividade atingir o valor minimo, inicia um aumento réapido até ao 12° a 15° dia de
lactacdo, quando atinge niveis elevados (85-90%). ApoOs esta fase, a recetividade
aumenta lentamente ou mantém-se até ao desmame. A diminuicdo da recetividade no
inicio da lactacdo é mais acentuada quando o nimero de laparos da ninhada é mais
elevado (Mouréo e Pinheiro, 2004).

A coelha ndo apresenta um ciclo éstrico com periodos regulares de estro, nos
quais ocorre ovulacdo espontanea. Na coelha, a ovulacdo € induzida pela copula
(embora possa ocorrer ovulacdo espontdnea — Morrell, 1995). A cépula induz um
reflexo neuro-enddcrino que provoca a libertagdo de um pico de hormona luteinizante
(LH), que induz a ovulacdo (Bakker e Baum, 2000). A frequéncia dos pulsos de LH
inicia-se 10 a 15 minutos ap6s o estimulo sexual e mantém-se elevada por pelo menos 1
hora (Jones et al., 1976). A ovulacdo ocorre 10-12 horas apés o pico de LH. A hormona
foliculo estimulante (FSH) permanece exibindo pulsos frequentes, enquanto a LH
retorna aos niveis basais 5-6 horas depois da copula (Dufy-Barbe et al., 1973).
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Duas horas apdés a ovulacdo (natural ou induzida), ocorre um aumento da
atividade muscular no istmo do oviduto (11,7-18,7 contragdes/min durante o estro) que
permanece desta forma por 2 a 3 dias. A implantacdo dos embries ocorre 7 dias apés a
fecundacdo, no estadio de blastocisto. As concentracGes de progesterona aumentam a
partir do dia 3 até o dia 15 pds-copula, permanecendo elevadas até proximo do parto
(Bourdage e Halbert, 1980).

Prolificidade

A prolificidade da coelha pode ser expressa pelo niumero médio de l&paros
nascidos vivos por ninhada (ndo se consideram em geral os nados mortos). As coelhas
hibridas utilizadas na producéo intensiva tém uma prolificidade que se situa entre 7,8 e
10,5 laparos por parto, mas com a maioria dos casos entre 8,7 e 9,4. Todavia, a
prolificidade é uma caracteristica dependente da taxa de ovulacéo e da viabilidade dos
fetos e de diversos fatores de maneio e ambientais. Com frequéncia, os casos de nédo
gestacdo apds a beneficiacdo e de baixa prolificidade sdo devidos a condicdes
desfavoraveis para a implantacdo do embrido e para o seu desenvolvimento posterior
(Mourdo e Pinheiro, 2004).

5.1.1 Selegédo, maneio e sazonalidade reprodutiva nas coelhas

A reprodutora deve ter 8 a 10 mamilos, boa capacidade de producdo de leite e
ser bem constituida, com uma pélvis larga e profunda de modo a facilitar o parto.
Também é conveniente que as fémeas ndo estejam demasiado gordas, dado que terdo
maiores dificuldades reprodutivas e menor fertilidade e prolificidade (Carvalho, 2009).

A sazonalidade produtiva do coelho deve-se principalmente, a variacdo da
atividade reprodutiva destes animais, que pode ser influenciada pelo fotoperiodo. Na
maior parte das exploracfes intensivas as coelhas estdo alojadas em jaulas individuais
em salas especificas com 16 horas de luz por dia (Bolet et al., 1998). De facto, em
pavilhes sem luz natural, recomenda-se o uso de 16 horas de luz por dia, efetuando a

manipulagdo da sua dura¢do como indutor da recetividade.
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Urdiales (2005) indica que a utilizacdo de 8 horas por dia de luz durante todo o
ciclo, & exce¢do de um incremento a 16 horas uma semana antes da inseminacao
(flushing de luz), leva a resultados de fertilidade mais positivos que a manutencéo
constante de 16 horas por dia durante todo o ciclo. Também Gerencsér et al. (2008)
verificaram o efeito positivo (sobretudo na fertilidade) da manipulacdo do fotoperiodo
antes da inseminacdo de forma similar ao do estudo acima citado, tendo os autores
proposto esta manipulagdo como alternativa ao uso de tratamentos hormonais,
nomeadamente da eCG (equine corionic gonadotrophin).

Para além da duracdo do fotoperiodo, é fundamental a intensidade luminosa
aplicada. Segundo Silva (2002) deve-se utilizar no minimo 4 watts/m? (20 lux/m?) nas
maternidades, a fim de compensar as perdas que ocorrem com a sujidade cada vez
maior das lampadas (embora estas devam ser limpas).

A temperatura ambiente e as condi¢fes ambientais gerais da exploracdo também
interferem na produtividade, pois influenciam a condi¢do sanitaria, a taxa de
mortalidade e o crescimento dos animais.

Durante o periodo de tempo em que as temperaturas sao elevadas, o namero
total de nascidos vivos decresce significativamente, provavelmente devido ao aumento
de mortes embrionérias antes da implantacdo (Silva, 2002) e aumenta o numero de
nascidos mortos. A mortalidade do nascimento ao desmame também aumenta,
decrescendo assim o nimero de coelhos desmamados. Uma das justificaces podera ser
a diminuicdo da producdo de leite pelas fémeas, resultado da reducdo da ingestdo de
alimento durante o periodo de stress térmico (Frangiadaki et al., 2003). No estudo
realizado por Gonzélez-Redondo et al. (2008) observou-se a variagdo sazonal no
namero de coelhos desmamados, porém a prolificidade e 0 nimero de nascidos mortos
ndo variou significativamente. Fayeye e Ayorinde (2008) indicam que a época do parto
ndo influenciou significativamente o tamanho da ninhada, a percentagem de laparos
nascidos vivos e 0 peso ao nascimento dos laparos. Todavia, a percentagem de
sobrevivéncia registada por estes autores foi ligeiramente superior de outubro a marco e
as beneficiagdes efetuadas neste periodo resultaram também em taxas de concecao

superiores.
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Com temperaturas baixas assiste-se a um incremento do abandono de ninhos
pelas reprodutoras, do consumo de alimento e a uma maior incidéncia de sindrome
respiratorio. Apesar de os coelhos possuirem mecanismos termorreguladores, os laparos
recém-nascidos sdo incapazes de manter a sua temperatura corporal, dado que sao
desprovidos de pélo e a ingestdo de alimento depende da progenitora, impedindo-os de
ajustar o consumo as suas necessidades. Deste modo, a fim de ndo incrementar a
mortalidade nos ninhos, é fundamental manter a temperatura do ninho na ordem dos 30
a 35° C. A presenca de outros laparos no ninho permite-lhes aglomerarem-se de forma a

reduzirem as perdas de calor e assim manter a sua temperatura corporal (Silva, 2002).

5.2.  Técnicas auxiliares de reproducéo

5.2.1. Métodos de inducdo da recetividade e da ovulacédo na coelha

A utilizacdo da inseminacdo artificial (IA) na cunicultura e a producdo em
bandas com o agrupamento das inseminagdes no tempo, criaram a necessidade de
induzir e sincronizar a recetividade das coelhas. Sdo assim necessarios tratamentos das
fémeas com este objetivo, e assim determinar com exatiddo o momento em que a fémea
esta recetiva e de provocar um estado fisiologico favoravel a inducéo da ovulacédo e ao

desenvolvimento embrionario (Mourdo e Pinheiro, 2004).

5.2.1.1. Inducédo da recetividade

A inducéo da recetividade pode ser obtida atraves de métodos hormonais, mais
experimentados e generalizados, ou através de métodos de bioestimulagdo (Mourdo e
Pinheiro, 2004).

Métodos hormonais: A técnica mais divulgada de inducdo da recetividade com este
fim é a administracdo de dose Unica de 15 a 25 Ul da hormona eCG, 36 a 48 horas antes
da IA. Devido ao seu efeito estimulador dos foliculos, a eCG melhora a recetividade
sexual e a prolificidade nas coelhas, mesmos das lactantes. A recetividade da coelha
também pode ser conseguida com a utilizagdo de prostaglandinas F,, (PGF,,) ou dos

seus analogos. Como é uma hormona que provoca a lutedlise podera ser utilizada
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aquando duma palpacdo negativa, com o objetivo de reduzir o intervalo entre partos
(Mouréo e Pinheiro, 2004).

Bioestimulacao: Para evitar os possiveis inconvenientes da utilizacdo da eCG ou outras
hormonas na inducdo da recetividade, estdo a ser desenvolvidas técnicas alternativas,
genericamente designadas por “bioestimulacdo”. Estas técnicas recorrem a mudancgas do
maneio da fémea nos dias prévios a inseminacdo para provocar aumentos da
recetividade sexual e da atividade ovarica (Mouréo e Pinheiro, 2004).
Entre as técnicas que tém melhores resultados encontram-se:
v' A separacdo da fémea da sua ninhada durante 24 a 48 horas antes da
beneficiacao;
v A sobrealimentacdo (flushing) da coelha 4 a 5 dias antes da inseminacao;
v’ Utilizacdo de programas de luz com 8h de luz por dia até 8 dias antes da

inseminacao, seguido de 16 h de luz por dia ou programas equivalentes.

5.2.1.2. Inducéo da ovulacao

A ovulacdo da coelha sujeita a IA pode ser induzida por estimulacdo mecanica
ou estimulacdo hormonal.

Na estimulacdo hormonal pode-se recorrer a injecGes de LH ou de hormonas
analogas a LH como a hCG (Human Corionic Gonadotrophin) ou de hormonas de
libertacdo das gonadotropinas (GnRH). A administragdo da LH é realizada 10 a 12
horas antes da IA. E eficaz na inducdo da ovulacdo e ndo provoca a producdo de
anticorpos pela coelha, o grande inconveniente é ser dispendiosa. A hCG permite obter
taxas de ovulacdo proximas dos 100%, mesmo nas fémeas aleitantes, mas a sua
utilizacdo repetida leva a um aumento do nimero das fémeas que ndo ovulam devido a
criacdo de anticorpos contra esta hormona. A GnRH ou produtos andlogos como a
Gonadorelina e a Buserelina, sdo eficazes e podem também ser utilizadas sem
aparecerem reacOes imunoldgicas, com a vantagem de serem mais econémicas. Assim,
a pratica mais realizada consiste na inje¢do por via intramuscular de 10 a 100 pg de
GnRH no momento da inseminacgéo, dependendo a quantidade da natureza dos distintos

produtos comerciais (Mouréo e Pinheiro, 2004).
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5.2.2. Inseminacao artificial

A aplicagdo da IA numa exploragdo cunicola, quando comparada com a
reproducdo natural, permite planificar melhor as operagdes de maneio, j& que um
elevado nimero de fémeas é inseminado em simultaneo, reduz os custos de méo-de-
obra e a disseminacdo de doencas associados a reproducdo. A IA permite também
reduzir o numero de machos na exploragdo e consequentemente, possibilita uma maior
selecao destes (Mour&o e Pinheiro, 2004).

A realizacdo da IA tem trés vertentes principais: a recolha e avaliacdo do sémen,
a preparagéo das doses e a inseminacao propriamente dita (Mourdo e Pinheiro, 2004).

O seémen pode utilizar-se fresco, refrigerado e congelado, sendo que, 0s
resultados obtidos mediante IA com sémen fresco sdo de 60-80% de fertilidade, com
uma prolificidade semelhante a de cobricdo natural. No entanto, a IA em cunicultura
encontra-se limitada pela baixa relagdo ejaculado/fémeas inseminadas (1:10); e pelo
tempo de refrigeracdo recomendado para o sémen (24h a 16-18° C) assim como pela
tecnologia de congelacdo de sémen que, nesta espécie, ndo oferece resultados
competitivos a nivel de exploracao, ja que a motilidade e normalidade acrossomica pos-
descongelacdo descem 50% (Vicente, 1998).

A técnica consiste na:

v Recolha do sémen do macho utilizando uma vagina artificial;

v Diluicdo do sémen (1:5 a 1:15);

v Inseminacdo (com sémen fresco) entre 1 a 4 horas apds a recolha do
sémen;

v" No momento da inseminacdo, induzir-se a ovulacao.

Na figura 14, esta indicado o material utilizado na IA.
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Figura 14. Equipamento utilizado na IA em cunicultura: 1- Corpo da vagina artificial; 2 — Manga interna
da vagina artificial; 3 - Coletor da vagina artificial; 4 - Coletor para sémen diluido; 5 - Protetor térmico do
coletor da vagina artificial; 6 — Termometro; 7 - Canula de inseminagao curva; 8 - Seringa; 9 — Canula de
inseminacéo direita.
Fonte: Adaptado de Mourdo e Pinheiro, 2004.

Apbs a recolha devem-se evitar choques mecanicos, térmicos e quimicos do
ejaculado. Depois da remocdo da fracdo gelatinosa com uma pinga, o ejaculado deve ser
introduzido o mais rapidamente possivel num banho térmico com temperatura entre 25 e
36° C e analisado macroscépica e microscopicamente para a sua avaliagdo.

Na temperatura do banho térmico devem-se evitar variacBes bruscas ou
oscilacdes da temperatura do sémen, dado que quando o sémen € utilizado refrigerado a
sua temperatura final é de 17 a 19° C e que no inverno este arrefece mais rapidamente
que no verdo. No inverno a temperatura do banho térmico deve situar-se préximo dos
36° C e no verdo proximo dos 25° C (Mourao e Pinheiro, 2004).

As avaliagOes especificas do sémen do macho serdo descritas mais adiante neste

trabalho.

5.2.3. Caracteristicas fisiologicas e reprodutivas do macho

O coelho possui testiculos em formato oval (Figura 15 - A) mantidos no interior
do escroto. O pénis (Figura 15 - B) é curto e direcionado para tras, dirigindo-se para
diante quando ereto. A descida dos testiculos ocorre ao redor dos 2 meses de idade
(Mouréo e Pinheiro, 2004).

Tal como na fémea, a puberdade e maturidade sexual dependem, entre outros, da

genética do macho, nomeadamente do tamanho adulto (Mourdo e Pinheiro, 2004).

27



Figura 15. Aparelho reprodutor do macho. A - Testiculos (esquerdo e direito) e B - pénis do coelho.

Fonte: pet-informed-veterinary-advice-online.com.

No quadro 9 sdo apresentados alguns valores de caracteristicas do sémen de
coelho de vérios genotipos. Nos quadros 10 e 11 séo apresentados valores especificos

para 0s genotipos envolvidos no presente estudo.

Quadro 9. Parametros de avaliacdo do sémen de coelho em varios estudos. Para cada parametro sao

apresentados os valores limite de modo a dar uma ideia do seu espectro.

VOL MOT CONC SPZ vivos  SPZ normais
Fonte (mL) (%)  (x10°SPZ/mL) (%) (%)

Nizza et al. (2003) 0,53-0,64 68-71 359 - 406 78-81 78-81
Rodriguez de Lara et

al. (2008) 0,48-0,69 62-78 140 - 190 - 76 - 80

Castellini (2008) - 70-79 353 - 493 - -

Pascual et al. (2004) 06-1,1 - 84 - 417 - 86 - 96

Ain-Bazizetal. (2012) 0,7-0,9 - - - 81-85

Safaa et al. (2003) 04-08 52-69 551 - 762 81-88 83-91

El-Masry et al. (1994) 0,7-0,8 41 - 56 156 - 211 83 -85 85-86

VOL - volume do ejaculado; MOT — Motilidade dos espermatozéides; CONC — concentragdo espermatica, SPZ — espermatozoides.

Relativamente ao quadro anterior, é importante referir que alguns dos fatores de
variacdo para cada parametro (em cada estudo) foram o gendtipo, a estagdo do ano, o
maneio reprodutivo e a alimentagdo. Verifica-se uma elevada variabilidade, muita dela
decorrente dos fatores de variacdo referidos, mas de uma forma geral, podemos dizer
que o sémen de coelho apresenta geralmente um volume entre 0,5 e 1,5mL, uma
motilidade entre os 60 e os 80%, uma concentragdo entre os 100 e acima de 700 x 10°
SPZ/mL. Estes dois ultimos parametros referidos séo, tal como reportado por Khalil et
al. (2007) dos que apresentam maior variabilidade aquando da avaliacdo do sémen. A
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percentagem de SPZ vivos varia entre 0os 80 e 0os 90% e a percentagem de SPZ

morfologicamente normais entre os 75 e 0s 95%.

Quadro 10. Caracteristicas comportamentais do sémen do genétipo Valenciano.

Caracteristicas Média Fonte
Tempo de reacdo (s) 10  Vicente e Viudes de Castro (1996)
Volume de ejaculado (mL) 0,9 «“

Concentracio espermatozéides - SPZ/mL (10°) 340 «“
Motilidade SPZ (%) 80 «“
SPZ anormais (%) 1 «“

Quadro 11. Caracteristicas comportamentais e do sémen do gen6tipo Gigante Espanhol.

Caracteristicas Média Fonte

0,9 Lopéz e Sierra (1998)

Volume de ejaculado (mL) 0,78 Mocé et al. (2005)
125 Lopéz e Sierra (1998)

Concentragdo espermatozoides - SPZ /mL (10°) 137 Mocé et al. (2005)
75 Lopéz e Sierra (1998)

Motilidade SPZ (%) 63 Mocé et al. (2005)
17 Lopéz e Sierra (1998)

SPZ anormais (%) 23 Mocé et al. (2005)

524. Avaliacdo e preparacdo do sémen do macho para a

inseminacéo artificial

Avaliacdo macroscopica

A avaliacdo macroscopica do sémen fresco, para a pratica da IA, deve realizar-se
imediatamente apds a recolha. O sémen pode ser avaliado através do volume, da cor, da

viscosidade e pela presenca ou auséncia da fragdo gelatinosa (Mour&o e Pinheiro, 2004).

Volume: avaliado diretamente no tubo graduado coletor da vagina artificial (expresso

normalmente em mL) (Mouréo e Pinheiro, 2004).
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Cor: O ejaculado deve ser branco (nacarado). Outras coloracdes estdo em geral
associadas a uma qualidade deficiente. Se a cor for amarelo esbranquicado indica a
presenca de pus, se for amarelo-grisaceo indica a presenca de urina. Quando contém
sangue ou tecidos degenerados, o sémen adquire um tom rosado ou roxo claro e quando
tem fezes um tom acastanhado. Quando se detetam estas cores anormais, 0 sémen nao

deve ser aproveitado para a |A (Mouréo e Pinheiro, 2004).

Viscosidade: Quanto mais viscoso e opaco for o sémen tantos mais espermatozdides
contém. A medida que se reduz a concentragdo em espermatozdides o aspeto fica mais

aquoso (Mouréo e Pinheiro, 2004).

Presenca da fracdo gelatinosa: A presenca desta substancia, produzida pelas glandulas
vesiculares, € comum. Em condi¢bes naturais esta secrecdo coagula na vagina
impedindo o refluxo dos espermatozoides para o exterior. Na IA € prejudicial, porque
exerce um efeito aglutinador dos espermatozdéides, que perdem mobilidade. Por isso, é
necessario separa-la do sémen antes de efetuar a sua avaliacdo (Mourdo e Pinheiro,
2004).

Avaliacdo microscépica

As observagBes mais comuns na avaliagdo microscépica do sémen sdo a
motilidade, a percentagem de SPZ morfologicamente normais, a percentagem de SPZ

Vivos e mortos e a determinacdo da concentracdo espermatica.

Motilidade massal: avaliada ao microscopio, numa gota de sémen néo diluido sobre a
lamina, com temperatura a cerca de 38° C. Atribui-se uma pontuacdo numa escala de 0 a
5, em que 0 significa SPZ imdveis ou mortos e 5 com movimentos de massa muito

rapidos.
Motilidade: avaliada ao microscopio, entre 1dmina e lamela, numa gota do semen

diluido e com temperatura proxima de 38° C. E estimada a percentagem de SPZ méveis

e pelo tipo de movimento que apresentam, que deve ser retilineo e progressivo.
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Percentagem de espermatozoides morfologicamente normais: avaliada ao
microscopio com elevada ampliagdo (> 400 X) apds a execugdo de um esfregago do
sémen diluido corado especificamente. Devem contar-se pelo menos 100 SPZ e, se
possivel gqualificar e quantificar as morfo-anomalias. Um ejaculado sO deve ser aceite

para a IA quando o sémen contém mais de 70% de SPZ morfologicamente normais.

Percentagem de espermatozdéides vivos: é estimada ao microscopio com ampliacdo
média a alta (200 — 400 X). E feito um esfregaco com um corante vital (usualmente
eosina ou eosina-nigrosina). Contam-se pelo menos 100 SPZ e determinam-se as

percentagens de vivos (ndo corados).

Determinacdo da concentracdo espermatica: realizada por contagem numa camara
adequada (Neubauer, Thomas, Burker, ou outra) ou por espectrofotometria. Determina-
se a quantidade de SPZ por unidade de volume. Normalmente expressa em SPZ x
10°/mL (Mourdo e Pinheiro, 2004).

Diluicdo do sémen

Um dos objetivos da IA € inseminar um elevado numero de fémeas utilizando
um reduzido nimero de machos. A taxa de diluicdo do sémen depende do numero
minimo de espermatozoides necessario por dose de 1A, volume desta e da concentracdo
de SPZ no esperma. Para a taxa de fertilidade maxima sdo necessarias doses de IA com
pelo menos 10 milhGes de SPZ e 0,5 mL de volume. Com um menor nimero de
espermatozéides o tamanho da ninhada tende a diminuir. Em média com um ejaculado

podem ser realizadas entre 10 a 20 doses (Mour&o e Pinheiro, 2004).

5.3. Maneio dos machos reprodutores

Durante o periodo de recria, 0 macho jovem deve ser alimentado ad libitum
até ao inicio da sua vida reprodutiva, evitando-se contudo que engorde. Neste periodo a
distribuicdo manual dos alimentos € vantajosa por permitir um melhor controlo
individual (Mourdo e Pinheiro, 2004).

Relativamente a atividade reprodutiva do coelho, os melhores resultados em

termos de fertilidade e capacidade reprodutiva do coelho adulto s&o obtidos quando
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realiza de 2 em 2 dias 2 cobric¢des sucessivas com um intervalo minimo de 15 minutos.
Caso se agrupem as cobri¢Ges num sé dia da semana, o coelho pode realizar 3 cobri¢des
nesse mesmo dia, com producéo de ejaculado em quantidade e concentragdo suficientes
para se obter a fecundacdo. Todavia, enquanto os machos forem jovens nos primeiros 3
meses de reproducdo, o ritmo de utilizacdo deve ser inferior (1 ou 2 cobrigdes por
semana) (Mouréo e Pinheiro, 2004).

O fim da vida produtiva do macho depende de diversos fatores, entre 0s
quais a reducdo da sua fertilidade e da sua libido. Quando se utiliza a inseminacéo
artificial, serdo os parametros de valorizacdo do sémen que indicam quando € que o

macho deixa de ter interesse para a exploracdo (Mouréo e Pinheiro, 2004).

5.3.1. Fatores que influenciam a eficiéncia reprodutiva do coelho

5.3.1.1. Alimentacéao

A partir dos 5 a 6 meses de idade, inicio da atividade reprodutiva, a ingestdo
de alimento pelo coelho diminui naturalmente e este tem pouca tendéncia para engordar,
sobretudo se for utilizado regularmente. Por este motivo, o coelho adulto deve ser
alimentado ad libitum, especialmente se é jovem, dado que este nivel de alimentacéo € o
que geralmente permite obter melhores resultados na libido e na producédo de esperma
por ejaculado, embora ndo melhore a qualidade do sémen. A restricdo da quantidade de
alimento distribuido ao macho adulto degrada a libido e a producdo de esperma por
ejaculado, e quando é muito severa afeta negativamente a qualidade do sémen (Mourao,
2003). Também Luzi et al. (1986) (citados por Castellini, 2008) mostraram que a
restricdo alimentar reduz a libido e alguns parametros do sémen. Este Gltimo autor, na
sua revisdo, refere que mais importante que a quantidade de alimento fornecido séo as
suas caracteristicas quimicas e referencia algumas das necessidades em proteina bruta,
acidos gordos e vitaminas.

Todavia, durante o periodo de reproducdo devem ser feitos controlos
periddicos do peso do macho, sobretudo se provém de linhas de elevado crescimento. O
macho mais velho pode ser submetido a restricdes moderadas para evitar peso corporal
excessivo. Esta restricdo tem como objetivo principal evitar que o coelho adquira
problemas de membros em resultado de peso corporal muito elevado, sendo que o

macho adulto que ndo apresenta libido deve ser eliminado (Mouréo e Pinheiro, 2004).
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5.3.1.2. Selecdo e melhoramento

Quando se pretende obter a melhor produtividade da exploragdo devem ser
escolhidos reprodutores resultantes de programas de selecdo. A utilizacdo de animais
ndo selecionados, mesmo que seja conhecido o seu genotipo, leva a deterioracdo dos
resultados reprodutivos da exploracdo. E também essencial evitar utilizar os animais
com fins diferentes dos que foram tidos em consideracdo na sua sele¢do. E conhecida a
elevada variabilidade das caracteristicas do sémen entre animais (Mocé et al., 2005
citados por Castellini, 2008). Também entre tipos genéticos e comparando genotipos
puros e cruzados foram reportadas diferencas nas caracteristicas seminais e na
fertilidade (Viudes et al., 2004, Brun et al., 2002 e 2004, citados por Castellini, 2008).

5.3.1.3. Conformacao corporal

O coelho reprodutor deve ter uma elevada proporgéo de carne de alta qualidade,
pelo que é essencial possuir uma boa conformacdo corporal. Animais com
malformacdes devem ser rejeitados. O macho deve ter o aparelho sexual externo bem
desenvolvido, com 2 testiculos sélidos e elasticos e caracteres sexuais secundarios bem

vincados (cabeca larga, constituicdo robusta, ossos fortes) (Mourdo e Pinheiro, 2004).

5.3.1.4. ldade e ritmo de recolha do sémen

O coelho submetido a 1A ndo deve iniciar a sua atividade reprodutiva antes dos 5
a 6 meses de idade ou, mais um més, se 0os machos forem de genotipos pesados. O seu
treino deve iniciar-se cerca de um més antes do inicio da recolha regular de sémen. No
que respeita a estabilidade da cromatina nos SPZ, os melhores resultados sdo obtidos
com animais entre 0s 6 e 0s 16 meses de idade (Castellini, 2008).

No que respeita a frequéncia, a colheita de dois ejaculados uma vez por semana
(com um intervalo minimo entre eles de 15 min) permite a melhor producdo
espermatica quer gquantitativa quer qualitativamente (Bencheikh, 1995 e Moce et al.,
2004, citados por Castellini, 2008). A colheita pouco frequente (cada 2 semanas) exerce
um efeito negativo sobre o output de semen, provavelmente devido a fraca estimulagéo
sexual, seguida de reducdo dos androgeénios (Castellini et al. 2006, citados por
Castellini, 2008).
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5.3.1.5. Sazonalidade e ambiente da exploracao

O coelho criado em condicdes naturais tem variacdes sazonais na producéo
espermatica e no comportamento reprodutivo, com o pico da atividade de abril a junho e
a atividade mais baixa no fim do outono (Mourdo e Pinheiro, 2004).

Nas espécies com uma reprodugdo estacional de “dia longo”, como o coelho, a
descida dos niveis de melatonina na primavera conduz ao incremento dos niveis de
GnRH. Este aumento vai desencadear a nivel hipofisario uma maior libertacdo de
gonadotropinas, que estimulam a funcdo testicular durante a primavera e o veréo,
atingindo o seu valor mais baixo no solsticio de inverno (Boyd e Myhill, 1987 citados
por Rodriguez de Lara et al., 2008). A atividade espermatica reflete-se no peso dos
testiculos que atingem o peso mais elevado no inicio do verdo e o mais baixo no fim do
outono (Mourdo e Pinheiro, 2004). Estas variacOes sazonais estdo principalmente
relacionadas com o fotoperiodo e com a temperatura, mas ocorrem mesmo quando o
macho é mantido sob fotoperiodo constante (12L: 12E).

Na cunicultura industrial é necessario manter a producdo maxima durante todo o
ano pelo que as exploragdes, nomeadamente no que respeita as suas instalacfes deverdo
permitir aos criadores a obtencdo das condigfes ambientais que permitam, o0 mais
possivel, atenuar as variacdes sazonais de produtividade e a expressdo produtiva
méaxima relativamente ao potencial genético dos reprodutores. A utilizacdo de
programas de luz, com fotoperiodo constante ao longo do ano, favorece a qualidade do
sémen e a fertilidade do coelho adulto, reduzindo o impacto da estacdo do ano nestas
caracteristicas (Mourdo e Pinheiro, 2004).

Segundo Ferré e Rosell (2000) a duracdo do fotoperiodo para reprodutores
devera ser de 12 a 16 horas. Em pavilhdes com luz natural a sua duracéo € determinada
pelas horas de luz de cada dia. Assim, nos dias em que o nimero de horas de luz seja
insuficiente, devera utilizar-se luz artificial.

Especificamente para o macho, estudos de Theau-Clément et al. (1994) (citados
por Castellini, 2008) mostraram que um programa diario de luz constante de 16h de luz
e 8 de obscuridade melhora os pardmetros quantitativos e qualitativos do sémen. Por
outro lado, a intensidade da luminosidade parece nao afetar significativamente as

caracteristicas do sémen (Besenfelder et al., 2004, citados por Castellini, 2008).
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Relativamente a temperatura, quando baixa o coelho recorre a uma maior
producdo de pélo, um maior consumo de alimento e diminuigdo da superficie corporal a
fim de diminuir a irradiac&o calorifica. Pelo contrério, na presenca de calor excessivo, 0
coelho acelera 0os movimentos respiratorios e evapora agua através da superficie
pulmonar. Outro mecanismo é a vasodilatacdo cutanea, que permite a irradiacdo de
calor através de um aumento da superficie de contacto do sangue com o ar ambiente.
Apesar destes mecanismos, a eficacia em baixar a temperatura corporal é baixa, dado
que o coelho ndo possui um sistema de transpiracéo eficaz (baixo nimero de glandulas
sudoriparas). Deste modo se explica a ideia de que o coelho resiste melhor as
temperaturas baixas do que ao calor (Carvalho, 2009).

As altas temperaturas associadas ao verdo induzem uma diminui¢do da libido
(tempo entre a introducdo da coelha na jaula do macho e a ejaculacdo) quando
comparada a primavera (Ain-Baziz et al., 2012) ou ao inverno (Nizza et al., 2003).
Também conduzem a diminuicdo da quantidade e/ou qualidade do sémen e
eventualmente a situacGes de esterilidade temporéaria dos machos (> 32° C) (Silva,
2002). Os efeitos do stress térmico sobre as caracteristicas do sémen do coelho foram
objeto de uma revisao por Marai et al. (2002) onde poderdo ser encontradas resultados
de varios estudos.

Centrando o foco nas principais caracteristicas do sémen e suas variagdes sazonais
apresentamos no quadro 12 alguns resultados em estudos onde a estacdo do ano foi um

dos fatores de variacdo estudados.
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Quadro 12. Volume, motilidade individual, concentragéo espermaética, % de espermatozoides vivos e % de morfo-anomalias espermaticas em estudos que tiveram a estagdo do ano como fator de variagao.

Concentracao espermatica

Espermatozoides anormais

Fonte Volume (mL) Motilidade individual (%) Espermatozoéides vivos (%)
(x 10° SPZ/mL) (%)
VE ou IN PR VE OuU IN PR VE ou IN PR VE ou IN PR VE ou IN PR
A - - 0,6 0,6 - - 63,7 748 - - 1579 1724 - - 798 755 - - 84,6 103,9
B 0,6* - 0,55* - 70,4 - 68,0 - 394,1* - 360,5* - 80,7 - - 781 204 - 21,1 -
C 0,8 - 0,7 - 40,6 - 56,0 - 156,1* - 210,5* - - - - - 15,2 - 14,3 -
D 0,7* - - 0,9* 34* - - 3,6 441,3* - - 621,8* 58,6* 80,0 18,6* - - 15,1*

A - Rodriguez de Lara et al. (2008); B - Nizza et al. (2003); C - EI-Masry et al. (1994); D - Ain-Baziz et al. (2012); VE — Ver&o; OU — Outono; IN — Inverno; PR — Primavera.

Os * representam diferencas significativas (independentemente do nivel de significancia mas sempre para P <0,05) entre estagfes para 0 mesmo parametro.
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Rodriguez de Lara et al. (2008) comparando o sémen recolhido no inverno
e na primavera que nao existiam diferencas no volume do ejaculado mas na primavera
0 semen apresentava maior motilidade (75 vs 64%), maior concentracdo (172 vs 158 x
10° SPZ/mL) e, embora a percentagem de SPZ morfologicamente normais fosse mais
baixa (76 vs 80%), o nimero total de SPZ normais e moveis progressivos era também
significativamente superior (104 vs 85 x 10° SPZ/mL).

Nizza et al. (2003) verificaram que os ejaculados recolhidos no Inverno
(comparados aos obtidos no Verdo) apresentam menor volume e menor concentracao,
no entanto sdo similares os valores de motilidade, percentagem de SPZ vivos e
anomalias espermaticas. EI-Masry et al. (1994) comparando o efeito das mesmas
estacOes, apenas verificaram uma significativa diminuicdo da concentracao
espermatica no verdo, estacdo onde o sémen apresentava também uma menor
motilidade (embora de forma ndo significativa).

Num estudo no Brasil Scapinello et al. (1997) observaram uma diminuic¢éo
da motilidade dos SPZ a medida que as colheitas eram realizadas nos meses mais
guentes do ano. Também observaram uma diminui¢do da concentracdo espermatica no
mesmo sentido, embora de forma ndo significativa.

O efeito pernicioso do verdo parece existir mesmo em animais supostamente
mais adaptados a condicGes climaticas mais quentes. Num estudo com uma raca local
argelina, Ain-Baziz et al. (2012) verificaram uma quebra no volume, motilidade,
viabilidade e concentragdo e um aumento de morfo-anomalias esperméticas no verdo
quando comparado com os valores observados na primavera.

E ainda de salientar que os efeitos da temperatura elevada podem também ser
observados no sémen recolhido dois meses ap0s a ocorréncia dessas temperaturas,
devido a duracdo da espermatogénese que no coelho é de cerca de 42 dias (Lavara et
al., 2000). Assim, o decréscimo na produtividade & por vezes mais expressivo no
outono, do que no verdo, como consequéncia do decréscimo da qualidade do sémen.

Pode-se considerar que numa exploracdo comercial com uma alimentacdo de
qualidade, combinada com uma ilumina¢do controlada e um conforto térmico
assegurado, os efeitos da sazonalidade séo atenuados. Mas isso néo significa que nao
ocorram variacdes da fertilidade ou prolificidade de um ano para outro, dado que

existem muitos fatores que influenciam estes parametros (Carvalho, 2009).
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Na sequéncia desta informacgéo técnico-cientifica acerca da sazonalidade e de
como ela pode influenciar de uma forma particular as caracteristicas quantitativas e
qualitativas do semen e, de uma forma mais abrangente a eficiéncia reprodutiva e,
claro, a produtividade das cuniculturas, o presente estudo teve como objetivos:

- Estudar as caracteristicas do sémen de dois geno6tipos de producdo de carne
(Valenciana, VT e Gigante Espanhol, GE);

- Verificar as eventuais variacdes sazonais dos parametros dum espermograma
durante um ano;

- Avaliar a performance reprodutiva da exploracdo e sua evolucdo ao longo de

um ano.
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I11.PARTE EXPERIMENTAL

1. ENQUADRAMENTO GERAL DO AMBIENTE EXPERIMENTAL

Os dados e amostras utilizados no presente trabalho foram recolhidos entre
julho de 2012 e maio de 2013, numa exploragéo privada, a Al — Andalus Portugal, em
Albergaria-a-Velha. As analises laboratoriais das amostras obtidas foram efetuadas na
exploracdo. As analises laboratoriais das amostras decorreram no mesmo periodo de
tempo. Por fim, o tratamento dos dados e a redagdo da presente tese decorreu entre
setembro de 2012 e setembro de 2013.

2. MATERAIS E METODOS

2.1. Exploragéo

A exploracdo Al — Andalus Portugal, situada em Albergaria-a-Velha, € uma
empresa privada, que surgiu através de uma parceria feita com a Al-Andalus
espanhola. Trabalham com a linha genética desenvolvida pela Universidade de
Valencia, animais de alto rendimento para exploracdes de carne.

Atualmente, na exploracdo, estdo a selecionar-se quatro genotipos maternais,
cujo objetivo principal é a melhoria do tamanho da ninhada ao desmame. O genétipo
paternal é continuamente selecionado pelo crescimento didrio pos-desmame, para
melhorar indiretamente o indice de converséo.

A exploracdo, para além de realizar de forma rotineira a inseminacéo artificial,
comercializa reprodutores e presta todo o tipo de apoio técnico e de maneio necessario
nas exploragbes que queiram comecar a desenvolver a técnica de inseminacdo
artificial.

A ventilacdo em todas as salas é feita com ventiladores, sendo que na sala dos
machos é feita de forma continua.

Em relacdo as horas de luz, na sala dos machos so se acende a luz nas horas em
que € necessario fazer alguma operacdo de maneio na sala. As salas das fémeas tém 16

horas de luz nas semanas antes e depois da IA e 8h de luz nos restantes periodos.
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As figuras 16-A a 16-1 visam ilustrar as instalacbes e equipamentos da
exploracéo.

No exterior dos pavilhdes/salas estdo dois silos, com alimento composto
adquirido a empresas da especialidade (Figura 16 — A).

A exploragdo tem um laboratério, equipado com todo o material utilizado para
anélise do sémen, preparacdo e andlise das doses de sémen (Figura 16 — B, Ce D) e
todo o material respeitante as atividades laboratoriais inerentes a exploragéo.

No total existem uma sala para os machos, duas salas para as fémeas e uma
sala para os coelhos de engorda (Figura 16 — F, G, H e I). Nas salas das fémeas, as
jaulas sdo polivalentes e estdo dispostas em flat deck. As jaulas estdo equipadas com

bebedouros automaticos (Figura 16 — E) e um comedouro por jaula.
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Figura 16. Caracterizacdo do exterior e interior da exploracdo. A —silos; B e C — equipamento de
laboratdrio; D — analise de sémen; E — bebedouro automatico; F — sala dos machos; G e H — salas das

fémeas; | — sala de engorda.

41



2.2. Animais

Aguando do inicio do presente estudo, na exploracdo haviam 153 machos.
Deste total correspondiam: 18 Grands-Parents (GP), 97 Valenciano (VT), 16
Mariposa (M) e 22 Gigante Espanhol (GE) (Figura 17 — A, B, C e D). Todo o efetivo

foi mantido nas mesmas condi¢des de maneio alimentar, profilatico e reprodutivo.

Figura 17. Genotipos da exploragdo. A — Grands-Parents; B - Valenciano; C — Mariposa e D — Gigante

Espanhol.

Para o presente estudo foram escolhidos 22 machos VT e 22 machos GE
(Quadro 13). Foram selecionados machos jovens (com menos de um ano) para ter uma
amostra mais homogénea e tentar maximizar o nimero de animais até ao fim do
ensaio, atendendo a vida util relativamente curta dos machos reprodutores desta

espécie.

Quadro 13. Numero de coelhos e respetivos gendtipos de acordo com o local de ensaio.

Animais Gendtipos
Experimental Outros
Coelhos Valenciano ~ Gigante espanhol  Grands-Parents Mariposa
(n=22 GE) (n=16 M)
(n=22 VT) (n=18 GP)
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2.3. Recolha e avaliacdo laboratorial do sémen

Na exploracao, as recolhas de sémen sdo realizadas por rotina cerca de 2 vezes
por semana a cada macho. Os ejaculados avaliados no presente estudo sao parte dos
ejaculados recolhidos a cada macho, atendendo a que seria necessario ter amostras
recolhidas ao longo de todo o ano para uma melhor avaliagdo da influéncia da estacéo
do ano nas caracteristicas do sémen. No total foram recolhidos 670 ejaculados, 350 de
machos VT e 320 de machos GE. Por questdes relacionadas com o maneio e
organizacdo da exploragdo ndo nos foi permitido analisar cada ejaculado
individualmente mas sim uma “pool” dos ejaculados recolhidos em cada dia e para
cada tipo genético. No total foram analisados laboratorialmente 40 “pools” de
ejaculados de cada genotipo.

As visitas a exploracdo eram feitas de 2 em 2 semanas de cada més, sendo que
no més de agosto de 2012 foram feitas 3 colheitas e no més de dezembro do mesmo
ano apenas uma.

No periodo anterior as colheitas do sémen, procedia-se a assepsia de todo o
material de recolha e processamento do sémen e a preparacdo do diluidor (a elaborar
cerca de 2h antes das colheitas). O diluidor utilizado era 0 M Il (Figura 18 — A, B),
um diluidor desenvolvido para o sémen de suino que € utilizado por ter menor custo
que o especifico para coelho, sem quebra de resultados (responsavel da exploracédo -
comunicacdo pessoal, 2012). Diluia-se o contetdo de uma saqueta de M Il num litro
de soro fisiolégico previamente aquecido. Apds homogeneizacdo da solucdo, o
diluidor era colocado num banho-maria regulado para uma temperatura entre os 36°C
e 38°C (Figura 18 - C).

De seguida preparavam-se as vaginas artificiais (VA) e o tabuleiro com o
restante material de recolha (Figura 18 — D).

As VA sdo compostas por um corpo rigido e por uma manga, colocada no seu
interior. Na extremidade, tem uma valvula de borracha através da qual se coloca a
agua aquecida (entre 40 a 45° C) e se regula a pressdo, antes da recolha do sémen. A
agua permanece entre o corpo rigido de borracha e a manga da VA. Para mimetizar
uma copula era utilizada uma coelha em cio, que servia de manequim vivo, e quando o
macho saltava, o pénis do animal era desviado na dire¢cdo da VA, fazendo a sua

intromissao nesta.
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Figura 18. Recolha e avaliacéo laboratorial do sémen. A — saqueta de diluidor; B — preparacdo do
diluidor; C — diluidor em banho-Maria; D — tabuleiro com material de recolha; E — recolha de sémen.

Os ejaculados eram recolhidos individualmente e de forma sequencial, na jaula
do macho (Figura 18 — E). De imediato retirava-se a fracdo gelatinosa com uma pinca
e rejeitavam-se os ejaculados com cor anormal. Apds esta breve analise macroscopica,
juntaram-se todos os ejaculados recolhidos num tubo graduado, ficando-se assim com
uma “pool” dos ejaculados. O volume total foi avaliado por observacdo direta em
tubos graduados e registado em mL.

O sémen era entdo levado para o laboratério para analise e processamento. Era
feita uma primeira diluicdo de 1:10 e separada uma por¢do (= 3 mL) para analise,
sendo esta guardada numa estufa entre 36 a 38° C. O restante sémen era refrigerado

para posterior preparacdo das doses de inseminacao.

2.4. Analises macroscopica e microscopica das amostras

A avaliacdo macroscopica do sémen incluiu a avaliacdo da cor, presenca de
fragdo gelatinosa, presenca de sedimentos e o volume total.
De forma sucinta, as metodologias de analise para 0s parametros

macroscopicos considerados para avaliacdo foram:
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a) Cor: determinada pela observagdo da “pool” dos ejaculados recolhidos.
Quantificada numa escala de 0 a 3, em que 3 significa um ejaculado de cor normal e
valores inferiores eram pontuados quando havia gradientes de anormalidade;

b) Presenca de fracdo gelatinosa: determinada pela observacdo individual de cada

ejaculado, num total de 44 ejaculados. Quantificada segundo uma escala de 0 a 5, em
que:

0 - <10 ejaculados com presenca de fracéo gelatinosa

3-10a19 “

5->20 «

Nota: quando se observava a presenca da fracdo gelatinosa no ejaculado, esta

era retirado de imediato, com o auxilio de uma pinga, pela sua presenca ser
prejudicial na IA.

c) Presenca de sedimentos: determinada pela observacao da “pool” dos ejaculados

recolhidos. Quantificada numa escala de 0 a 1, em que O significa auséncia de
sedimentos.

d) Volume total: determinada pela observacdo da “pool” dos ejaculados
recolhidos. Avaliado por observacéo direta em tubos graduados e registado em mL.

Nota: ejaculados com presenca de urina eram imediatamente rejeitados.

Os parametros microscopicos considerados para avaliacao espermatica foram:

a) a motilidade massal (numa escala de 0 a 5, representando 0 zero uma situagao
de necrospermia);

b) o grau de aglutinacdo (numa escala de 0 a 3, representando o valor de zero a
auséncia de aglutinacéo);

c) adeterminacdo da percentagem de SPZ vivos e mortos;

d) a determinacdo da percentagem de SPZ normais;

e) aconcentracdo espermatica;

f) o namero total de espermatozdides do ejaculado (resultado do produto entre o

volume e a concentracdo espermatica).

De seguida descrevemos de forma sucinta as metodologias de analise
microscopica:

a) Motilidade massal: determinada colocando uma gota de sémen sobre uma

lamina (previamente aquecida) e avaliada ao microscopio a baixa ampliagdo (100X)
(ver ANEXO 1);
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b) Aglutinacdo: determinada colocando uma gota de sémen sobre uma lamina
(previamente aquecida) e avaliada ao microscopio a meédia ampliacdo (400X) (ver
ANEXO 1);

Determinacdo da percentagem de SPZ vivos e mortos: determinada pela

observacgdo de um esfregaco de sémen (diluido) e corado com eosina-nigrosina (Figura
19 — A e B). A observacao foi realizada em microscopia de campo claro, a média
ampliacdo (400X). Os espermatozoides com membrana plasmatica lesada
apresentavam o nucleo corado de rosa (Figura 19 — C) e foram classificados como
mortos. Células coradas pela eosina apenas na regido pds-acrossomal foram
igualmente consideradas mortas. As células vivas, portanto, com membrana
plasmatica integra, ndo se coraram e sua visualizacao foi possivel pelo contraste dado
pela nigrosina (Zdccari et al., 2008; Brito, 2007; Brito et al., 2003). Estas eram
contabilizadas um total de 100 SPZ.

Figura 19. Morfologia e anomalias espermaticas.

Fonte: A - www.educacaopublica.rj.gov.br; C - www.cvsanfernando.com

c) Morfologia espermética: as anomalias morfoldgicas da cauda, da cabeca e peca

intermédia, foram também determinadas pela observacdo do esfregaco corado com
eosina-nigrosina. Contabilizavam-se 100 SPZ vivos ou mortos e as anomalias da

amostra eram registadas (ver ANEXO II);

d) Concentracdo espermatica: realizada por contagem de SPZ numa camara de

Neubauer (Figura 20). O sémen era diluido numa proporcéo de 1:30 para 0 genétipo
VT e a 1:45 para o gen6tipo GE, numa solucdo com formol. Apds a colocacdo do

sémen diluido na cAmara, e ap6s um periodo de cerca de 2 min para estabilizacéo,
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eram contados 0s SPZ de 5 quadrados médios (que correspondem a um volume de
0,02 mm®) de cada uma das cAmaras do dispositivo (ver ANEXO III). Seguidamente,
efetuavam-se os calculos relativos as unidades e fator de diluicdo utilizado, sendo o

resultado final a média das 2 cAmaras observadas.

Tiefe -Depth ’ Neubauer
Profondeur improved
0,100mm bright-line

0,0025mm? l ABG)

Figura 20. Camara de Neubauer.

Fonte: www.selfpediatrico.it
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2.5. Tratamento dos dados e andlise estatistica

Todos os dados foram analisados com a utilizacdo do Software estatistico IBM
SPSS Statistics, versao 21.0. Foram realizadas analises de estatistica descritiva global e
por gendtipo para 0s parametros macroscopicos e microscopicos dos ejaculados.

O volume e os parametros microscopicos dos ejaculados foram ainda
analisados pelo procedimento das medi¢des repetidas (“repeated measures”) com o
gendtipo como factor “between-subjects”. A comparagdo de médias foi realizada pelo
teste de Bonferroni.

As correlacdes entre parametros e respectivas significancias foram obtidas
usando o procedimento “correlate” do software. Consideraram-se 0s coeficientes de
correlagdo de Pearson para o caso de distribuicdo normal dos valores ou Spearman’s
no caso de distribui¢do ndo normal.

As diferencas foram consideradas significativas para p <0,05. Todos os valores
apresentados correspondem a médias dos quadrados minimos * erro padrdo da média

(least-square means + standard error of mean).
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3. RESULTADOS

Como referido no capitulo anterior, as amostras de semen estudadas néo foram
ejaculados individuais de cada macho mas sim uma “pool” de sémen resultante da
mistura dos ejaculados de cada tipo genético colhido nos animais experimentais, nesse
dia. Feita esta ressalva, iremos doravante designar essas “pools” de sémen por
ejaculado.

No total, foram analisados para cada genétipo estudado, 10 ejaculados
recolhidos no verdo, 10 no outono, 10 no inverno e 10 na primavera.

Desde o inicio até ao final do estudo, dos 44 animais experimentais, morreram
5 machos VT e 6 machos GE. As mortes ocorreram de forma gradual (ndo sucederam
especialmente em nenhuma estacdo do ano) e ndo tiveram uma explicacéo evidente.

No quadro 14 apresentamos 0s numeros, por genotipo, de falhas aquando da
colheita do sémen, saltos em que o animal ndo ejaculava, ndo realizacdo de saltos
(quase sempre devido a existéncia de lesbes nos membros posteriores) e ejaculados
rejeitados (por presenca de urina no sémen).

Quadro 14. Ndo realizacdo de saltos, saltos sem ejaculagdo e ejaculados rejeitados, expresso em

nlmero de animais, para cada genétipo.

Nao realizacdo Saltos sem Ejaculados

de saltos ejaculado rejeitados
VT 12 0 8
GE 20 8 1

Apenas se verificaram saltos sem ejaculacdo no genoétipo GE, tendo a maioria
(> 60%) ocorrido no verdo. A ndo realizacdo de saltos nos animais VT foi
essencialmente observada (75%) no outono. J& nos machos GE este tipo de falhas
esteve uniformemente distribuido ao longo das diferentes estaces. Os ejaculados
rejeitados foram muito superiores nos animais VT, ndo apresentando, no entanto,

qualquer tendéncia para ocorrem numa determinada estacao.
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Nos quadros 15 e 16 apresentam-se alguns dos valores de estatistica descritiva
para 0s parametros macroscépicos e microscépicos dos ejaculados dos dois gendtipos
em conjunto. Relativamente a morfologia espermatica, apresenta-se apenas a

percentagem de SPZ morfologicamente normais.

Quadro 15. Estatistica descritiva dos parametros macroscopicos.

Parametro n MINIMO MAXIMO MEDIA
Cor 44 3,0 3,0 3,0
Gel 44 0,0 4,5 0,8
SED 44 0,0 1 0,1

VOL MED 44 0,4 1,0 0,7

SED - sedimentos; VOL MED — volume médio (mL)

Quadro 16. Estatistica descritiva da totalidade dos parametros microscopicos.

Parametro n MIN MAX MEDIA
MOTM 44 3,0 5,0 4,7
AG 44 0,0 2,0 0,2
SPZV 44 78 98 91
SPZN 44 73 98 86
CONC 44 57 242 120
NTSPZ 44 32 139 83

MOTM - motilidade massal; AG — aglutinacdo; SPZ — espermatozoides; SPZ V — SPZ vivos (%); SPZ N — SPZ
morfologicamente normais (%); CONC - concentragio espermatica média (x10° SPZ/mL); NTSPZ — nimero total de SPZ (x 10°

espermatozdides/mL).

Nos quadros 17 e 18 apresentam-se alguns dos valores de estatistica descritiva
para parametros macroscépicos e microscopicos dos ejaculados de cada gendtipo,

separadamente.

50



Quadro 17. Estatistica descritiva de parametros dos ejaculados dos machos Valenciano (VT).

Parametro n MIN MAX MEDIA
VOL MED 22 0,5 1,0 0,7
MOTM 22 3,0 5,0 4,8
AG 22 0,0 1,0 0,2
SPZV 22 78 97 91,5
SPZN 22 73 94 85,5
CONC 22 57 130 96
NTSPZ 22 32 112 69

VOL MED - volume médio (mL); MOTM — motilidade massal; AG — aglutinacdo; SPZ — espermatozoides; SPZ V — SPZ vivos
(%); SPZ N — SPZ morfologicamente normais (%); CONC - concentracio espermética média (x10° SPZ/mL); NTSPZ — nlimero
total de SPZ.

Quadro 18. Estatistica descritiva de parametros dos ejaculados dos machos Gigante Espanhol (GE).

Parametro n MIN MAX MEDIA

VOL MED 22 0,4 1,0 0,7
MOTM 22 4,0 5,0 4,6

AG 22 0,0 2,0 0,3

SPZV 22 85 98 89,8
SPZN 22 74 98 86,4
CONC 22 118 242 144
NTSPZ 22 52 139 96

VOL MED - volume médio (mL); MOTM — motilidade massal; SPZ — espermatozoides; SPZ V — SPZ vivos (%); SPZ N — SPZ
morfologicamente normais (%); CONC - concentragio espermatica média (x10° SPZ/mL); NTSPA — nimero total de SPZ (x 10°

espermatozdides/mL).

No quadro 19 apresentam-se os resultados de parametros da avaliacdo
espermatica, de acordo com o genotipo e a estacdo do ano.

Os parametros da cor, gel (fracdo gelatinosa) e sedimentos ndo foram alvo de
avaliacdo no quadro abaixo, pois para 0 caso da cor, este parametro servia a priori
para detetar anomalias nos ejaculados. Em relacdo a fracdo gelatinosa e aos

sedimentos, eram removidos na preparacdo das doses para a IA.
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Quadro 19. Parametros da avaliagdo espermatica de acordo com o genétipo e a estagdo do ano.

Efeitos
Estacao
(valores de P)
GEN VERAO OUTONO INVERNO PRIMAVERA GEN EST GEN*EST
VT 0,73+0,05 0,77+0,05 0,72+0,05 0,64+0,05
VOL MED 0,17 0,08 0,08
GE 0,52+0,05 0,70+0,05 0,77+0,05 0,67+0,05
VT 4,3+0,24 4,9+0,16 4,740,2 5,0+0,13
MOTM 0,42 0,10 0,11
GE 4,5+0,24 4,7+0,16 4,740,2 4,4+0,13
VT 0,2+0,2 0,2+0,14 0,2+0,22 0,0+0,28
AG 0,37 0,76 0,31
GE 0,240,2 0,0+0,14 0,4+0,22 0,6+0,28
VT 86,2+1,63° 94,4+1,83° 91,2+1,83® 93,2+0,77°
SPzV 0,23 0,02 0,10
GE 87,4+1,63 92,2+1,83 91,6+1,83 87,2+0,77
VT 77+1,6° 84,8+3,3® 88,6+2,6% 90,4+1,1°
SPZN ) ] , 0,24 0,003 0,49
GE 79,8+ 1,6° 88,6+ 3,3 88,8+2,4° 88,8+1,1
VT 98+1,7° 89+6,5" 107+7,1* 88+10"
CONC . . . . <0,001 0,41 0,70
GE 150+1,7 130+6,5 148+7,1 151+10
VT 71,710 70,549,1 77,3+8% 57,9+10"
NTSPZ . . 0,004 0,17 0,25
GE 78,1+10 91,39,1 115+8 10048

VOL MED - volume médio (mL), MOTM — motilidade massal; SPZ — espermatozdides; SPZ V —SPZ vivos (%); SPZ N — SPZ morfologicamente normais (%); CONC - concentragdo
espermatica média (x106 SPZ/mL); NTSPZ — nimero total de SPZ (x 10° espermatozdides/mL); GEN — gendtipo; EST — estacdo do ano. Letras mindsculas diferentes na mesma linha e letras
mailsculas na mesma coluna representam diferengas significativas.



Da analise do quadro 19 salientamos a influéncia significativa da estagdo do ano
nos parametros percentagem de SPZ vivos e percentagem de SPZ morfologicamente
normais. Esta influéncia sazonal ndo teve no entanto significancia em ambos o0s
gendtipos, havendo casos em que ela existia apenas no gendtipo VT.

Embora dependendo do gendtipo considerado e ndo observando diferencas
estatisticamente significativas entre as varias estagdes, verificamos que num dos
gendtipos (GE) os ejaculados obtidos no verdo tendem a ser menos volumosos, e
genericamente, os ejaculados obtidos no verdo tendem a ter menor motilidade massal,
menor percentagem de SPZ vivos e menor percentagem de SPZ morfologicamente
normais.

O gendtipo teve influéncia significativa na concentragdo espermatica e no
numero total de SPZ. Relativamente a concentracdo, salientamos uma superioridade do

genotipo GE em todas as estacdes do ano.

No quadro 20 apresentamos os coeficientes de correlacdo entre os principais

parametros do sémen analisados (dois gendtipos em conjunto).

Quadro 20. Coeficientes de correlagdo entre pardmetros do semen.

MOTM AG CONC SPzvV SPZN  NTSPZ

VOL MED 0,001 0,061 -0,069 0,192 0,217 0,569
MOTM - -0,195 -0,112 0,839 0,475 -0,053
AG - - 0,179 -0,157 -0,044 -0,085

CONC ) - - -0,104 0,075 0,767
SPzV - - - - 0,601 0,052
SPZN - - - - - 0,244

VOL MED - volume médio (mL); MOTM — motilidade massal; AG — aglutinagio; CONC - concentrag&o espermatica média (x10°
SPZ/mL); SPZ — espermatozoides; SPZ V — SPZ vivos (%); SPZ N — SPZ morfologicamente normais (%); NTSPZ — nimero total
de SPZ (x 10° espermatozoides/mL);.

**p <0,01; ***p<0,001

Da andlise do quadro 20 salienta-se a existéncia de correlacGes positivas e
significativas entre os parametros qualitativos do sémen, nomeadamente da motilidade,
percentagem de SPZ vivos, percentagem de SPZ morfologicamente normais. A
correlagéo entre o volume e a concentragdo, embora negativa, ndo atinge a significancia

estatistica. Como esperado, ha uma correlagdo positiva e significativa entre 0 nimero
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total de espermatozdides e o volume do ejaculado por um lado, e a concentragdo
espermatica, por outro.

Pese embora, pelas circunstancias em que as avaliagbes do sémen foram
efetuadas, em ambiente produtivo comercial, ndo tenha sido possivel obter dados
reprodutivos especificos resultantes da utilizagdo dos ejaculados analisados, estes foram
parte do sémen utilizado nas inseminagdes artificiais realizadas na explorac¢do durante o
periodo de ensaios. Parece-nos portanto que a apresentacdo e discussdo dos resultados
reprodutivos da exploracdo, embora condicionada pela conjuntura acima referida, sdo de
interesse técnico e cientifico.

No quadro 21 sdo apresentados os resultados reprodutivos das coelhas dos

gendtipos em estudo no presente trabalho durante o periodo de estudos.
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Quadro 21. Resultados reprodutivos das coelhas dos genétipos VT e GE, durante o periodo de estudos.

3-Ago-12 8,9 10,7 19,5 9,88 7,19
14-Set-12 717 80 5116 612 5728 9 4305 12 15,9 574 9,98 75
26-Out-12 725 79 5211 810 6021 9,1 4261 15,5 18,2 573 10,5 7,44
7-Dez-12 726 82 5249 824 6073 8,8 4281 157 18,4 595 10,2 7,19
18-Jan-13 715 79 5377 863 6240 9,5 4371 16 18,7 565 11,0 7,74
1-Mar-13 676 86 4717 815 5532 8,2 3613 17,2 23,4 581 9,52 6,22
12-Abr-13 673 83 4698 749 5447 8,4 3876 15,9 18 559 9,74 6,93
24-Mai-13 685 80 4518 709 5227 8,2 3522 15,7 22 548 9,54 6,43

5-Jul-13 685 79 4181 431 4612 7,8 3655 10,3 13 538 8,57 6,79

Média 700 80 4868 702 5571 8,7 3968 14 19 563 10 7
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4. DISCUSSAO

Para a discusséo dos resultados do presente estudo parece-nos importante realcar
as circunstancias em que o mesmo foi realizado, nomeadamente o facto de ter sido
conduzido em ambiente de exploracgéo intensiva privada e comercial. Tal facto permite
ter registos sobre os animais e, neste caso, do sémen, mais “reais” do que os observados
em condigdes experimentais, ou seja traduzem melhor a realidade da producéo.
Todavia, pela necessidade da realizacdo rapida e eficiente das atividades normais de
maneio da exploracdo, ficAmos impossibilitados de executar algumas das avaliacdes de
uma forma mais especifica (avaliagbes por ejaculado e por animal), o que limita, pelo
menos parcialmente, a interpretacdo dos resultados observados.

Também nos parece importante realcar a relativa escassez, sobretudo quando
comparada com outras espécies de interesse zootécnico, de informacdo técnica e
cientifica sobre a reproducéo de coelhos e particularmente sobre a produc¢éo e qualidade
espermatica do sémen do coelho.

Apesar de alguma mortalidade, ou perda de machos ao longo do periodo
experimental, foi possivel obter ejaculados de cerca de 75% dos machos desde o inicio
até ao fim do estudo. Relativamente a falhas na colheita, a mais frequente em ambos os
genotipos, foi a ndo realizagdo de salto. Tendo-se proporcionado aos machos todas as
condicdes estimuladoras para que estes realizassem o salto necessario a obtencdo do
sémen, podemos inferir que a sua ndo realizacdo poderia estar relacionada com a libido
de cada macho. Séo varios os trabalhos (Nizza et al., 2003; Ain-Baziz et al., 2012) que
referem alteragdes sazonais da libido dos machos, quando expressa pelo tempo entre a
colocacdo da coelha na jaula e o salto. Nesses estudos, , quando comparado 0 verdo com
outras estacdes do ano, observou-se um maior intervalo de tempo até ao salto,
indiciador de menor libido nessa estagdo. No presente estudo néo se verificou qualquer
tendéncia para ndo realizagdo de saltos numa estacdo em particular, pelo que nédo
deveremos considerar que essas falhas se deveram a falta de libido mas sim,
provavelmente, a modificagdes ou perturbagdes pontuais do comportamento.

J& no que respeita a realizacdo de saltos sem ejaculacdo, e pondo de parte
qualquer falha nas condigdes necessarias para que tal pudesse ter acontecido, estas
ocorreram apenas nos machos GE e de forma mais frequente na estagdo mais quente e

na sequéncia desta (> 60% no verdo e 88% no conjunto verdo mais outono).
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Neste caso e considerando as potenciais consequéncias nesfastas do stress
térmico na funcéo reprodutora dos machos (Marai et al., 2002) poderemos, pelo menos
parcialmente, imputar & estagdo do ano uma justificacdo para estas falhas.

Da analise geral dos ejaculados, neste caso conjuntos de ejaculados, verificamos
que, quer global, quer individulamente para cada gendtipo, os valores das avaliacOes
macroscopicas e microscopicas estdo enquadrados nos valores reportados para machos
de varios genotipos desta espécie.

O volume de ejaculado de 0,7mL enquadra-se nos valores observados por Ain-
Baziz et al. (2012), EI-Masry et al. (1994), Pascual et al. (2004) e Safaa et al. (2008).
Hé& que salientar, no entanto, que comparado especificamente com 0s poucos resultados
que conseguimos obter na bibliografia para os genétipos estudados, esse mesmo valor
estd um pouco abaixo dos valores reportados quer para o genotipo VT (Vicente e
Viudes de Castro, 1996), quer para o gendtipo GE (Lopéz e Sierra, 1998 e Moce et al.,
2005).

A motilidade massal e o grau de aglutinacdo, tal como determinadas no nosso
estudo ndo serdo diretamente comparaveis com os valores da bibliografia, pois pela
leitura dos artigos que pudemos consultar, ndo nos fica claro se os critérios de
observacao (se pontuam os movimentos de massas de SPZ ou a velocidade dos SPZ
individualmente) e de pontuacdo sdo ou ndo equivalentes. Por exemplo, num estudo
recente Najjar et al. (2013) utilizaram uma escala de 0 a 9, seguramente bastante
diferente da nossa. Também num estudo de Herbert e Trigg (2005) a motilidade massal
foi pontuada de 0 a 4, tornando dificil a confrontacdo de resultados. Assim, ndo iremos
discutir, em comparacdo, os valores de motilidade massal e aglutinago.

A concentracdo espermatica média da globalidade dos ejaculados é comparavel
aos valores reportados por Pascual et al. (2004) embora esteja abaixo dos valores
observados por outros autores (Nizza et al., 2003; Castellini, 2008; Safaa et al., 2008).
Uma observacdo atenta do quadro 10 desta dissertacdo (capitulo Revisdo Bibliografica)
permite verificar que a concentracdo espermatica € seguramente um dos parametros do
espermograma de coelho mais variavel, tal como também afirmado por Khalil et al.
(2007). Quando confrontados diretamente com os valores de referéncia para 0s
genodtipos estudados, verificamos que nos animais GE o valor médio (144 x 10°
SPZ/mL) é comparavel aos reportados por Lopéz e Sierra (1998) e Moce et al. (2005).

No entanto, o valor médio, e até mesmo o extremo maximo (96 e 130 x 10° SPZ/ml,
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respetivamente) estdo bastante abaixo do valor de referéncia referido por Vicente e
Viudes de Castro (1996). Estes valores vao, no entanto, ao encontro das informac6es
dos técnicos da exploracdo que realizam de rotina as colheitas de sémen, preparagédo de
doses de IA e realizacao das IA. Na medida em que ndo nos foi possivel encontrar mais
valores de referéncia para o genotipo VT, ndo temos qualquer explicacdo para esta
discrepancia de valores.

No que respeita a percentagem de SPZ vivos, os valores de cerca de 90%
observados no nosso estudo sd@o proximos, sendo mesmo ligeiramente superiores aos
reportados na bibliografia para este parametro por EI-Masry et al. (1994), Nizza et al.
(2003) ou Safaa et al. (2008). N&o dispomos na bibliografia consultada de valores para
este parametro para os genotipos VT ou GE.

A percentagem de SPZ morfologicamente normais, variando entre 0s 73 e 0S
98%, também esta perfeitamente enquadravel nos valores da bibliografia (Ain-Baziz et
al., 2012; El-Masry et al., 1994; Pascual et al., 2004 e Safaa et al., 2008). Comparando
com os valores para 0s gendétipos estudados verifica-se que nos animais VT, a
percentagem do nosso estudo é bastante inferior a de 99% reportada por Vicente e
Viudes de Castro (1996). Ndo colocando naturalmente em causa o valor apresentado
pelos autores citados, ndo podemos no entanto ficar indiferentes ao facto deste ser
bastante superior a todos os reportados na bibliografia consultada e acima citada,
podendo ser uma situacdo muito pontual de sémen de qualidade muito elevada. Ja os
valores reportados para o gendétipo GE por Lopéz e Sierra (1998) e Mocé et al. (2005)
séo equivalentes aos observados no presente trabalho.

O niimero total de SPZ varia entre os 32 e os 139 x10° SPZ/mL, enquadra-se nos
valores apresentados por Lambiase e Amann (2013). Verifica-se também que no
gendtipo VT os valores do numero total de SPZ sdo numericamente inferiores aos
obtidos para o genétipo GE em todas as estacBes do ano, sendo significativas as
diferencas no inverno e primavera. Tal como esperado, 0 nimero total de SPZ esta
positiva e muito significativamente correacionado com a concentracao espermatica e o

volume médio do ejaculado.
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Centrando a discussdo nos efeitos da estacdo do ano sobre as caracteristicas do
sémen verificamos a auséncia de efeito sobre a aglutinacdo, concentracdo espermatica e
namero total de espermatozoéides no ejaculado. As percentagens de espermatozoides
vivos e normais foram significativamente influenciadas pela estacdo do ano, pese
embora esse efeito s6 se tenha verificado, relativamente aos espermatozdides vivos,
num dos gendtipos. Embora apresentando uma tendéncia em termos estatisticos, a
estacdo do ano ndo influenciou significativamente nem o volume nem a motilidade
massal. Por outro lado, na comparacdo de genotipos, apenas se verificaram diferencas
estatisticamente significativas na concentracdo espermatica e numero total de
espermatozdides. A interacdo genotipo x estacdo foi sempre ndo significativa.

No que respeita ao volume de ejaculado, a bibliografia consultada apresenta
varios resultados. Por exemplo, Safaa et al. (2008) verificaram ejaculados menos
volumosos no verdo enquanto Nizza et al. (2003) reportam o contrario. Ainda El-Masry
et al. (1994) ndo encontraram diferengas no volume entre o verdo e o inverno. Apesar
de alguns destes resultados aparentemente contraditérios ou, pelo menos, indiciadores
de auséncia de efeito negativo no verdo, a maior parte dos estudos reportam
efetivamente um menor volume de sémen no verdo. O menor volume de ejaculado pode
ser resultado de menor nimero de espermatozoides e/ou diminuicdo do volume do
plasma seminal (Macirone e Walton, 1983 citados por Marai et al., 2002) ou por
hipoatividade das glandulas sexuais acessorias e testiculos devido ao efeito adverso das
elevadas temperaturas ambientes (El-Sherbiny, 1994 e Zeidan et al., 1997 citados por
Marai et al., 2002). Como os niveis de secrecdo das glandulas acessérias e a
espermatogénese sdo controladas pela testosterona, as concentracBes desta Ultima,

inferiores no verdo (EI-Masry et al., 1994), poderdo justificar os menores volumes.

No que concerne a motilidade massal e grau de aglutinacdo, as circunstancias ja
referidas acima nesta discussdo ndo nos permitem efetuar uma discusséo aprofundada
dos resultados, que alids demonstraram uma auséncia de efeitos, quer do genotipo, quer
da estacdo do ano. Relativamente a motilidade massal e numericamente, 0 menor valor
nos animais VT e um dos dois mais baixos dos machos GE foram observados no verao.
A auséncia de significancia estatistica podera portanto refletir um nimero insuficiente
de amostras, sobretudo para um dos parametros do sémen de coelho que apresenta

maior variabilidade (Khalil et al., 2007) ou alguma insensibilidade destes animais, nas
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condicgdes de exploracdo concretas, aos efeitos nefastos do verdo, pelo menos no que
respeita a este parametro de mobilidade dos espermatozdides.

Relativamente a percentagem de SPZ vivos no ejaculado, os valores observados
entre 0s 87 e 0s 94% estdo enquadrados nos referidos em estudos da bibliografia
consultada (Khalil et al. 2007; Safaa et al., 2008) mas s@o superiores a outros (EI-Masry
et al., 1994; Nizza et al., 2003). Os valores citados por Marai et al. (2002) também sdo
bastante inferiores aos por n6s observados mas, as fontes bibliogréaficas citadas sdo de
estudos que pretendem refletir os efeitos nefastos do stress térmico nos machos.

O valor mais baixo no sémen dos machos VT (neste caso significativamente
inferior ao do outono) e um dos dois valores mais baixos dos machos GE foram
observados no verdo. Estes resultados tém paralelo nos observados por Safaa et al.
(2008) comparando o verdo ao inverno, embora comparando as mesmas estacfes do ano
Nizza et al. (2003) e El-Masry et al. (1994) ndo tenham observado diferencas

significativas entre estagdes.

A percentagem de SPZ normais no ejaculado foi influenciada pela estacdo do
ano. Os valores sdo equiparaveis aos relatados na maioria da bibliografia (EI-Masry et
al., 1994; Nizza et al., 2003; Khalil et al., 2007; Rodriguez de Lara et al., 2008; Ain-
Baziz et al., 2012). Em ambos o0s genotipos, o valor mais baixo deste parametro foi
observado no verdo, corroborando as observacfes de Safaa et al. (2008) e Ain-Baziz et
al. (2012). As influéncias nefastas das temperaturas mais elevadas sobre o processo da
espermatogénese e maturacdo e armazenamento dos espermatozdéides e a ja referida
diminuicdo dos niveis de testosterona, explicardo em grande medida os resultados
apresentados. O processo da espermatogénese requer um ambiente térmico testicular
muito particular, caracterizado pela temperatura inferior a temperatura do resto do corpo
do animal (Hafez, 2000). O stress térmico dificulta em menor ou maior grau a
capacidade de termorregulacéo testicular, pelo que os efeitos do calor na qualidade do
sémen podem ser mais ou menos expressivos. O processo de espermatogénese,
maturagdo espermtica e armazenamento sdo dependentes de niveis ideais de
testosterona (Hafez, 2000) pelo que a sua menor concentracdo ao nivel testicular e/ou
epididimario tornara estes processos menos eficientes.

A concentracdo espermatica ndo apresentou, em nenhum dos gendtipos

variagOes significativas devidas a estacdo do ano. Esta auséncia de efeito sazonal na
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concentracdo espermatica foi verificado por EI-Masry et al. (1994) e Scapinello et al.
(1997), no entanto foi observado nos estudos de Pascual et al. (2004), Safaa et al.
(2008) e Rodriguez de Lara et al. (2008) tendo sido observada uma menor concentragao
no verdo e uma maior concentracdo na primavera. A auséncia de significancia entre a
correlacdo, naturalmente negativa entre a concentracdo e o volume espermatico, podera
pelo menos parcialmente dever-se ao facto de termos analisado conjuntos de ejaculados
e ndo ejaculados individuais.

A producéo espermatica efetiva, revelada pelo numero total de espermatozoides,
ndo foi influenciada pela estacdo do ano, sendo que a superioridade neste parametro
(significativa no inverno e primavera) nas amostras dos animais GE encontram

explicacdo na sua maior concentracdo espermatica e igual volume.

Apesar das comparacGes e discussdo para as causas dos efeitos sazonais
observados, parece-nos numa anélise mais ampla que os efeitos sazonais ndo foram
muito marcantes nos animais e periodo em estudo. Justificamos esta percepgdo pelo
facto de: i) os efeitos ndo terem permitido uma divisdo clara entre as estacdes
consideradas supostamente mais favoravel (primavera) e desfavoravel (verdo) na maior
parte dos pardmetros analisados; ii) alguns parametros que estdo descritos na
bibliografia como sendo bastante influenciaveis pela estacdo do ano (motilidade,
concentracdo) ndo terem sofrido em nenhum dos genotipos essa influéncia e iii) alguns
dos efeitos verificados ndo terem sido observados em ambos 0s genotipos. Alias, os
resultados ndo nos permitem de forma clara identificar qualquer dos genotipos como

sendo mais “tolerante” aos efeitos negativos das estagdes mais desfavoraveis do ano.

Os efeitos da estacdo do ano, muitos ligados as variacdes do fotoperiodo e
temperatura ambiente, podem e deverdo ser controlados ou atenuados pelas condi¢cfes
de produgdo dos animais através da adequacdo das instalacfes, maneio, alimentacao,
etc. A exploracdo onde foi realizado o estudo, ndo dispunha em nenhum dos
pavilhdes/salas (incluindo a dos machos) de sistemas de controlo térmico, apenas de
ventilagdo. A luz era artificial, logo controlavel, mas esta situada numa regido do pais
caracterizada por verdes considerados suaves (média da temperatura maxima entre 0s
15 e 25° C entre 1981 e 2010, fonte: IPMA, consulta em 18/09/2013) sobretudo quando

comparada com outras zonas de Portugal. Assim, podemos presumir que este € um
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desses casos em que a envolvente climatica, associada a instalagdes suficientes (embora
ndo perfeitas) e um maneio correcto, conseguem obviar 0s problemas reprodutivos

eventualmente resultantes das esta¢des do ano.

A anélise e discussdo dos resultados reprodutivos das coelhas deverdo ser
realizadas com a consciéncia clara que estes sdo decorrentes da utilizacdo de apenas
uma parte dos ejaculados analisados neste estudo. Adicionalmente sdo resultados
agregados, ou seja com os dois genotipos misturados. Independentemente do facto
acima referido podemos comparar os resultados reprodutivos com os observados
noutros estudos e também para os gendtipos em causa.

Os valores medios de nascidos totais, nascidos vivos e desmamados
apresentados no nosso trabalho estdo concordantes com os referidos nas escassas
referéncias onde sdo apresentados dados especificos dos genotipos estudados por Sierra
e Lopez (1990), Lopéz et al. (1994) e Gomez et al. (1999), para 0s mesmos parametros
ou seja, nascidos totais (8,2 — 11,6), nascidos vivos (7,7 — 10,9) e desmamados (5,8 — 9).
Mesmo em trabalhos onde os mesmos parametros sdo apresentados incluindo, por
exemplo a linha VT (embora conjuntamente com outras linhas ou cruzamentos) como
os de Rabag e Baselga (2011) e Rabag et al. (2012), os valores sdo comparaveis aos por
nos observados o que indica que a performance reprodutiva da exploracdo esta
concordante com o que é expectavel para os genétipos em causa. Também no que
respeita a taxa de mortalidade entre o nascimento e o desmame, 0s n0ssos valores estdo
perfeitamente em linha com os referenciados nas fontes acima citadas.

Tentando aquilatar algum efeito sazonal na performance reprodutiva das
coelhas, podemos apenas verificar que as melhores taxas de partos foram observadas no
final do inverno e primavera, o que estd em acordo com o efeito positivo da primavera
sobre a funcdo reprodutiva quer dos machos, quer das fémeas desta espécie.
Relativamente a todos os outros parametros ndo se verifica qualquer tipo de tendéncia
que permita classificar as estacbes do ano como sendo mais ou menos desfavoraveis.
Tal observacdo vem também reforcar a ideia, acima descrita, de que as condi¢des
ambientais externas (da localizagdo geogréafica da explora¢do) conjuntamente com as
condigdes infraestruturais da exploracdo e o maneio, permitem, em grande medida,
obter uma performance reprodutiva regular ao longo do ano, o que alids devera ser

objetivo de qualquer empresa de producdo animal.
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5. CONCLUSAO

Este trabalho tinha como grande objetivo estudar caracteristicas do sémen de
coelhos de dois gendtipos e as eventuais variagfes destas ao longo de um ano, para
testar a existéncia de efeitos sazonais. Esse objetivo, parece-nos, foi cumprido e
obtivemos um conjunto de dados importantes para um melhor conhecimento da
fisiologia reprodutiva destes animais.

Os resultados especificos ja foram objeto de discusséo pelo que nesta conclusédo
limitar-nos-emos a realcar os resultados mais importantes, sublinhar os pontos fracos
deste estudo e sugestfes para investigacdes futuras nesta area.

Os resultados obtidos em todos os parametros estavam em linha com os valores
de referéncia, quer para 0s gendtipos estudados, quer comparando com outros genoétipos
de producédo de carne. A Unica excec¢do, para a qual continuamos sem explicacédo, foi a
concentracdo espermatica nos ejaculados dos machos VT (bastante inferior aos valores
publicados). As estacdes do ano, e claro, as variagdes a elas associadas de temperatura e
duracdo do fotoperiodo, tiveram algum impacto nas caracteristicas do sémen dos
animais com uma tendéncia para menor quantidade e qualidade dos espermatozodides no
verdo. No entanto, essa influéncia ndo nos pareceu muito forte, ou seja, ndo parece ter
existido, no ano em causa, um forte impacto sazonal. Os dados reprodutivos das coelhas
e ninhadas que pudemos obter também indiciam essa fraca influéncia sazonal.

Os pontos fracos do nosso estudo tém principalmente a ver com as
condicionantes de ter sido realizado numa exploracdo comercial e ndo em ambiente
experimental. Tal facto, embora possa trazer vantagens, sobretudo na capacidade de
conhecer e contactar com a atividade produtiva real, traz também algumas
condicionantes, neste caso e a saber: impossibilidade de trabalhar e estudar
especificamente cada ejaculado individual; limitagdes ao nivel das analises
laboratoriais, quer por falta de meios (ex. ampliacdo microscédpica para avaliacdo do
estado dos acrossomas), quer por necessidade de conciliacdo de atividades laboratoriais
(avaliagOes, preparacdo de doses para IA) de varias pessoas ao mesmo tempo e também
de tempo; impossibilidade de ter dados concretos da utilizagdo do sémen dos machos
estudados, nomeadamente no que respeita aos resultados reprodutivos das coelhas com

ele inseminadas.
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Ha também, pelo menos uma falha que nos pode ser imputada diretamente e que,
naturalmente, reconhecemos. Trata-se da auséncia de recolha de dados, ao longo do
periodo experimental, acerca das condicbes ambientais da sala dos machos e,
eventualmente, das fémeas. Se o ideal seria ter um conjunto alargado de dados como a
temperatura, humidade relativa, luminosidade (duracdo e intensidade), teria sido
possivel, sem grande dificuldade, obter os valores de temperatura da sala dos machos,
pelo menos, nos dias das colheitas, pese embora saibamos que os efeitos negativos das
altas temperaturas possam verificar-se bastante tempo ap0s estas ja terem ocorrido.

De entre as sugestfes de estudos futuros indicamos: a confirmacdo dos valores
de concentracdo espermatica dos machos VT; o estudo mais especifico (ejaculados
individuais e relagdo sémen — produtividade) para maior seguranca nas avaliacles; a
extensdo deste tipo de estudos em ambiente de exploracdo a outras no pais, sobretudo
naquelas em que as condi¢cdes ambientais possam ser mais extremas (quer por causa da
localizagdo geogréfica, quer devidas as condi¢des das instalacBes) e finalmente, no
estudo de medidas de maneio concretas e a todos 0s niveis que possam conduzir ao
aumento da produtividade das cuniculturas, pois a eficiéncia reprodutiva é seguramente

um fator chave para a sua viabilidade econdmica.
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ANEXO | — Ficha de recolhas de sémen
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REGISTO DE RECOLHAS DE SEMEN — COELHOS

N°do | Data | Operador | Cor Gel
Macho

Sedimento

Volume

(ml)

Mobilidade
(escala 0 a 5)

Aglutinacéo
(0a +++)

Escala0ab
0 — ImO&veis ou mortos.

1 — Sem movimentos progressivos, rodando sobre si mesmos.
(cabeca dos espermatozoides ficam fixas s6 movem as caudas)

2 — Com movimentos anormais (em circulos).
3 — Com movimentos progressivos lentos ou sinuosos.
4 — Com movimentos rapidos e progressivos.

5 - Com movimentos progressivos muito rapidos.

Aglutinacéo +++ muito evidente
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ANEXO Il - Ficha de morfologia/anomalias espermaticas
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N° coleta Estado
N° coleta Estado
V —Vivo
M - Morto
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ANEXO 111 — Protocolo cAmara de Neubauer
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HAEMOCYTOMETER INSTRUCTION SHEET
(for improved Neubauer Haemocytometer)

PLEASE NOTE: The haemocytometer is made of glass, so do not drop it! Only the cover slip provided
with the Haemocytometer, which requires a special one, should be used with it.

DESCRIPTION.
The haemocytometer has a central area, slightly lower (0.1 mm) than the rest of surface of the slide. This
depression forms the counting area/ chamber (Figure 1a; below).

Gap= 0.1 mm high COVERSLIP
Figure 1a. Side view A 4
of Haemocytometer A »
COUNTING HAEMOCYTOMETER
CHAMBER
. . — SR G
Figure 1b. Top view
|-

of Haemocvtometer

[
FINELY ‘
RULED —
GRIDS \ - i
N

Looking at the surface of the slide; finely ruled areas that form grids can be seen (Figure 1b; above).
These define an area on the slide of a known size. The area measured from the grid and the height
between the slide and the base of the depression of the counting area defines a known volume. By
counting the cells or other objects in this volume the no. of cells etc. per unit volume can be calculated
and this value used to give the number in the original volume.

INSTRUCTIONS FOR USE

(1). Ensure both the haemocytometer and it’s cover slip are clean. If they are dirty wash them in distilled
water and then wipe them over with alcohol. When dry breath on the surface of the haemocytometer and
quickly place the cover slip in position so that it is centred over the counting chamber.

Figure 2. COVERSLIP

d

— ]

(2). Gently, but firmly press down on the cover slip, using a thumb placed either side, holding the
haemocytometer firmly between both hands, until Newton's rings (refraction rings of light of a
rainbow/oil slick coloration) are seen. If no rings are seen try again. If problems are experienced
obtaining rings, e.g. on a hot day, then cool the haemocytometer under running cold water for few
minutes before drying and then trying to the mount the cover slip again.

(3). Take (suck) up a small amount of the cell suspension/solution to be counted in a fine tipped Pasteur
pipette. Gently touch the pipette against the side of the cover slip where it touches the base of the
depression (Figure 3, below). A drop of liquid should be drawn out of the pipette and into the chamber. If
it is not then gently and slowly squeeze out one drop. This will fill one counting chamber. If both
chambers are to be used then repeat for the other chamber.

Figure 3. / ”




(4). Place the haemocytometer under a microscope. Turn the microscope on and under low power
(*5/*10) focus on the grid area of the counting chamber. PLEASE NOTE: do not take too long to count
as the liquid will start to evaporate from the sides of the chamber, and the chamber dry out, with the heat
of the lamp.

(5). Under the microscope the grids area can be seen to be formed of 9 large squares in a 3*3 grid (Figure
4: below). Each of these squares covers an area of 1 mm? which, with the depth of the chamber being 0.1
mm, means that the volume of

each large square is 0.1 mm?®,

Figure 4. —_—
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The central area of the grid is made up of triple ruled lines that in the centre form a 5*5 grid of 25 squares
with a total volume of 0.1 mm? (Figure 4, above, and Figure 5a, below ). Each of these 25 squares has an
area of 0.04 mm? and a volume of 0.004 mm?®. Each one of these 25 squares is further divided up into 16

smaller ones in a 4*4 grid (Figure 5b, below) . Each of these 16 smaller squares has a surface area of
1/400 mm? (0.0024 mm?) and a volume of 0.00025 mm?®.

Figure Sa. Figure Sb.
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COUNTING A HIGH-DENSITY CELL POPULATION.

When counting high densities of cells squares use the 40x objective and count the four corner and one
centre 0.04 mm2 square (Figure 6a; below, left). When counting a 0.004 mm2 square scan from the top
left of one of 16 1/400 mm2 squares and move to the bottom right as shown in Figure 6b, below right.
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Cells falling on the bordering triple lines should only be counted if they are on either the top or on the left
lines only. Exclude those touching the bottom and the right hand side lines. When performing cell
counting, the most accurate count is achieved when 120-200 cells can be counted. If you have more than
this in the five squares then you should dilute your sample and re-count. If you have less than this you
should use either the low density cell population method as described below or centrifuge and resuspend
your cells in a smaller volume.

Calculate the concentration of cells as below:

The centre triple ruled grid has a volume of 0.1 mm?. You have counted the cells in 5/25 of this grid, i.e.
5 out of the 25 squares. Thus to convert to the number of cells in 0.1 mm? you have to divide by 5 and
then multiply by 25. To convert this answer from cell/0.1 mm?® to cells/ ml you have to multiply by 10* (
0.1 mm® * 10* =1000 mm®= 1 mm?).

Let no. of cell counted in 5 squares = X.

no. of cells/ ml suspension = X x 25 x 10*

5
NOTE: This does not take into account any dilutions made in preparation of the stain or any other
dilutions prior to staining. You will have to calculate the effects of these for yourself.

COUNTING A LOW-DENSITY CELL POPULATION.

In this case use 10x objective lens and count the squares (0.1 mm?®) in each corner of the 3*3 grid, i.e.
outside the triple ruled area, ( labelled A, B, C and D in Figure 4 above). Divide the number of cells
counted by 4 and multiply by 10* to get the number of cells per ml.

80



81



