Ciéncia Rural, Santa Maria, v.30, n.6, p.1027-1031, 2000

1027

ISSN 0103-8478

DESEMPENHO REPRODUTIVO DE MARRAS SUBMETIDAS A
INFUSAO TRANSCERVICAL DE PLASMA SEMINAL NO
ESTRO DA COBERTURA

REPRODUCTIVE PERFORMANCE OF GILTS SUBMITTED TO SEMINAL PLASMA
TRANSCERVICAL INFUSION AT BREEDING OESTRUS

lvo Wentz* Rogério Martini®> Augusto Heck
Rubens Stahlberg Fernando Pandolfo Bortolozzd

RESUMO

O objetivo deste experimento foi avaliar a duragao
do estro, momento da ovulagéo e o desempenho reprodutivo de
marras submetidas a infusdo de plasma seminal no inicio do estro
da cobertura. Foram utilizadas 147 marrds pré-puberes da
linhagem Camborough 22alojadas no veréo (n=69) e inverno
(n=78). No inicio do terceiro estro, as matrizes foram submetidas
a uma infusao transcervical com plasma seminal ou foram aloca-
das em um grupo controle. As fémeas foram examinadas trés
vezes ao dia para a deteccdo do estro e da ovulagdo, sendo
realizadas trés inseminagdes com intervalos de 8 e 16h apés o
inicio do estro. A duracéo do estro ndo foi afetada pela infusao
de plasma seminal. No verdo, as fémeas infundidas com plasma
seminal anteciparam a ovulagao em 4,18h (p=0,06), enquanto no
inverno ndo foi observada nenhuma diferenga. Com relacao a
taxa de retorno ao estro, a taxa de parto ajustada e ao tamanho
da leitegada ndo foram observadas diferencas entre 0s grupos
nas duas épocas do ano avaliadas.

Palavras-chave:suinos, reproducao, plasma seminal, ovulagéo.
SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the estrus
length, time of ovulation and reproductive performance it g
submitted to the infusion of seminal plasma at the beginning of
the breeding oestrus. A hundred and forty seven pre-puberal
Camborougll/ gilts housed in the summer (n=69) and in the
winter (n=78) were used. In the beginning of the three oestrus,
gilts were submitted to a transcervical infusion of seminal plasma
or allocated to a control group. ils were examined Three times
daily for oestrus and ovulation detection, and three inseminations
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were performed in 8 and 16h intervals after the beginning of
oestrus. Oestrus duration was not influenced by seminal plasma
infusion. In the summer, gilteceived seminal plasma infusion
anticipated ovulation in 4.18h (p=0.06), whereas in the winter no
difference wasdund. As to return to oestrus rate, adjusted far-
rowing rate andlitter size, no difference was observed between
the groups in both evaluated seasons.
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INTRODUCAO

O sucesso de programas de inseminagao
artificial (IA) em suinos depende do momento em
gue se realiza a deposi¢do do sémen no trato genital
feminino com relacdo a ovulagdo. Os melhores re-
sultados sdo alcancados quando a IA € realizada até
16 horas antes da ovulagdo, no caso de marras
(BORTOLOZZOet al, 1999), ou até 24 horas, no
caso de porcas (SOERE al, 1995). Por outro lado,
na espécie suina, existe uma grande variacao indivi-
dual entre o inicio do estro e o momento da ovulagao
(WEITZE et al, 1994). Com isso, sob condi¢es
praticas, recomenda-se 0 emprego de mdultiplas in-
seminagfes visando aproximar pelo menos uma
delas do momento da ovulacéo.

O plasma seminal (PS) do suino é rico em
estrogenos (>11 por ejaculado) e, quando infun-
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dido intra-uterinamente, leva a liberagdo de prosta- primeira imagem ultra-sonografica do ovario apre-
glandinas pelo endométrio. Essas, por sua vez, po- sentando auséncia de foliculos, subtraindo-se 4 ho-
dem promover o transporte espermatico passivo e ras. A duracdo do estro foi calculada pelo nimero de
induzir a ovulagdo (CLAUSt al, 1987, 1989). A0 horas decorridas entre o primeiro RTM, diminuido
ser aplicado via transcervical no inicio do estro, 0 PS de quatro horas, e o (ltimo, acrescido de quatro
promove a antecipacdo da ovulagdo (WEITZE, horas. Considerou-se fim do estro a inexisténcia de
1990b), o que permite que a IA subseqiente se RTM. Para as varidveis duracdo do estro (DE), mo-
aproxime da ovulagdo, aumentando as chances demento da ovulagiio (MO) e tamanho da leitegada
trabalho foi avaliar o comportamento estral e o de- gentro do qual foram submetidas & andlise de vari-
sempenho reprodutivo de marrés submetidas a uma ancia e comparadas pelo teste t de Student, levando
mfusap transcgr\qcal com PS no inicio do estro em ., consideragdo no modelo 0 peso das marrds no
duas épocas distintas do ano. terceiro estro, a espessura de toucinho, a idade mé-
dia e a temperatura corporal no periodo entre inicio
do estro até a ovulacdo. A taxa de retorno ao estro e
. . . a taxa de parto ajustada foram submetidas a trans-

O experimento foi realizado em duas fa-  4:mac50 arco seno da raiz quadrada da percentagem
ses, uma no verdo e a outra no inverno de 1997, expressa em graus e comparadas pelo teteStu-

utilizando-se 147 marrés CarpborougHj 4B9 no dent, de acordo com a metodologia de PIMENTEL
verdo e 78 no inverno). As fémeas foram alojadas goMES (1987).

entre 150 e 155 dias de idade e pesando em média
102kg, sendo estimuladas por um macho sexual- RESULTADOS
mente maduro, imediatamente apds o alojamento.

O diagnostico do estro foi realizado trés N3o houve diferenca entre os tratamentos
vezes ao dia (1, 9 e 17 horas) com o auxilio de Um a5 duas épocas do ano com relacdo a duracdo do
macho sexualmente maduro, sendo consideradas emggirg (P>0,63, Tabela 1). O momento da ovulaco
estro as matrizes que apresentaram o reflexo de 5 fase de inverno, ndo apresentou diferencas entre
tolerancia ao homem na presenca do macho (RTM). g tratamentos. No versio, entretanto, 0 grupo sub-

No terceiro estro ap6s o alojamento, as matrizes metido a infusdo com PS ovulou 4,2 horas antes do
forqm ;ubmtetldas allnfugao transcervical de PtS ?o grupo controle (P=0,06). Com rela(;é(_) A taxa de
INiclo do estro ou alocadas em um grupo controle retorno ao estro (TER), taxa de parto ajustada(TPA)
(CO). e TL ndo foram observadas diferencas entre os tra-

O plasma seminal foi obtido a partir de  (amentos nas duas épocas do ano avaliadas (Tabela
um 'pool’ de ejaculados coletados de 15-20 machos e 5y

armazenados a -20. Posteriormente, os ejaculados
forarr_] descongelados, centrlfuga_ldos a 1500g dL'JI’anth DISCUSSAO
15 minutos. Do sobrenadante foi preparado um 'pool
de PS fracionado em aliquotas de 100ml armazena- Resultados de WEITZEet al. (1990b)
das a -28C. O PS foi descongelado em banho maria gemonstram que a realizacdo de uma infuséo trans-
a 37°C antes da infusdo.

Todas as marras foram inseminadas trés Tabela 1. M 0 d lacdo & duracdo do estro (4]

. z P apela 1 - Momento da ovulagao e duracao do estro a
Veze,S em intervalos de_ 8a 1,6 horas apOS. 0 inicio do de marrds submetidas a infuséo transcervical com
terceiro estro. A dose inseminante foi obtida de um plasma seminal (PS) ou ndo (CO).
'pool' de ejaculados diluidos com beltsville thawing
solution (BTS), contendo cada dose em média %4x10 Grupo

L. ~ u
espermatozmdes.,As d_oseg de sémen foram armaze-gpca do Ano PS co p
nadas por um periodo inferior a 24 horas. As marrés
foram submetidas trés vezes ao dia (1, 9 e 17 horas)
ao exame ultra-sonogréfico dos ovarios, pelo método Veﬁ‘?mem de animais a3 36
~ u | |
transcutaneo com um aparelho ALOKA SSD-500 Momento da ovulagdo (h) 27,1+1,61 31,31,55 0,06
com transd_ut_or linear convexo de 5 MHz. Os exa- Duracéo do estro (h) 49,0:2,06 50,@1,97 0,72
mes foram iniciados logo apds a deteccdo do primei- Inverno o
ro RTM, no terceiro estro, fazendo-se o acompa- k‘ﬂgmrnf’tg‘g :glm?;;ao 31 2+41047 " 7+~°1850 048
. . 7 vu X 1, x4, y

ntlamento .do desenvolvimento folicular até a 0VL1|a- Duragao do estro (h) 4465187 4506192 0.63
¢do. Considerou-se como o0 momento da ovulacédo a

MATERIAL E METODOS
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Tabela 2 - Taxa de retorno ao estro, taxa de parto ajustada e
tamanho da leitegada (médEP) de marrds subme-
tidas a infusdo transcervical com plasma seminal (PS)
ou nao (CO).

, Grupo
Epoca do ano PS co P
Verédo
Numero de animais 33 36
Taxa de retorno ao estro (%) 18,2 25,0 0,32
Taxa de parto ajustada (%) 79,31 74,28 0,49
Tamanho da leitegada 8,740,57 9,20,54 0,19
Inverno
Numero de animais 40 38
Taxa de retorno ao estro (%) 7,50 13,2 0,26
Taxa de parto ajustada (%) 92,3 84,8 0,17

Tamanho da leitegada 11,6t0,46 11,40,52 0,76

cervical de plasma seminal no inicio do estro ante-
cipa o momento da ovulacdo em 14,4 horas. O efeito
do plasma seminal também foi avaliado empregando
0 modelo cirdrgico Mariensee em que um dos cor-
nos uterinos foi secionado, permitindo que a infusao
atinja um s6 corno, proporcionando a observacéo de
um efeito local dessas infusdes, comparativamente
ao corno uterino contralateral integro (WABERSKI
et al, 1995). Nesse caso, € possivel estudar o fené-
meno utilizando a mesma fémea como controle,
reduzindo a grande variacéo individual. Empregando
essa tecnologia WABERSKét al. (1995; 1997)
infundiram 100ml de plasma seminal no inicio do
estro e obtiveram uma antecipacédo de 8 a 14h no
momento da ovulagdo do ovario ipsilateral ao corno
uterino integro, quando comparado ao ovario con-
tralateral. Entretanto, os resultados obtidos com

relacdo ao momento da ovulacdo séo bastante con-

troversos. Empregando esse mesmo modelo cirdrgi-
co, em marrds Camborough 25TAHLBERG et

al.,, 1983). O processamento realizado na obtencéo
do plasma seminal no presente experimento diferen-
cia-se do procedimento utilizado por WABERSKI
al. (1995; 1997). Nesse trabalho, o ejaculado foi
centrifugado logo apos a coleta e congelado sem a
presenca de espermatozdides, enquanto no presente
experimento o ejaculado foi armazenado sob a forma
de um 'pool' de ejaculados a -20°C e centrifugado
ap6s um periodo de armazenamento a essa tempe-
ratura. Entretanto, em trabalho recente utilizando a
mesma técnica de preparacdo do plasma seminal
descrita por WABERSKIlet al. (1995; 1997),
POZZOBON et al. (1999) ndo observaram uma
antecipacdo no momento da ovulagdo de pluriparas
submetidas a infuséo transcervical de plasma semi-
nal no inicio do estro. Com isso pode-se especular
que essas particularidades no processamento do
plasma seminal sejam de pouca importancia na ex-
plicagdo de um possivel efeito sobre a ovulacéo.
Outros aspectos inerentes a fémea, como
por exemplo o genétipo, a duracdo do estro e o in-
tervalo entre o inicio do estro e a ovulagéo poderiam
influenciar na intensidade de um possivel efeito do
plasma seminal (STAHLBEREt al, 1998). Segun-
do WABERSKI (1997), o efeito do plasma seminal
em antecipar a ovulagdo é mais pronunciado nas
fémeas que apresentam um intervalo inicio do estro-
ovulagdo mais longo. O intervalo inicio do estro
ovulagdo, no presente experimento, variou de 27 a
31h diferenciando-se dos valores de WABERSKI
al. (1995) e WABERSKIet al. (1997) de 45,5h e
42,0h, respectivamente. As diferengas de 15 a 18,5h
no intervalo entre o inicio do estro e a ovulacao,
observadas entre esses trabalhos, que podem estar
ligadas a diferencas genéticas ou de manejo, poden-
do explicar, em parte, as diferencas obtidas. Ao
empregar o modelo Mariensee, quando calculado

al. (1998) ndo observaram variacdo no intervalo retrospectivamente, demonstrou-se que o0 plasma
inficio do estro-ovulagdo no ovario ipsilateral ao seminal ndo antecipou a ovulagéo quando o intervalo
corno uterino integro (28,4h) comparado ao ovario entre a infusédo e a ovulagédo no ovario contralateral
contralateral (29,7h) (P>0.20). Esses resultados foi inferior a 20 horas (WABERSKet al, 1997).
estdo mais proximos aos obtidos no presente expe- Segundo WABERSKEt al. (1999), o plasma semi-
rimento no periodo de inverno, no qual néo foi ob- nal antecipa significativamente o momento da ovu-
servada diferenca entre os grupos. Na fase de verdo,la¢do, em relacdo a duragéo do estro, em fémeas
ocorreu uma antecipacdo da ovulagdo de 4,2h com estro de duragéo superior a 50h. Por outro lado,
(p=0,06), no entanto esse periodo foi inferior ao trabalhando com pluriparas, categoria que apresenta
citado por WEITZEet al. (1990b) e WABERSKEt intervalo inicio do estro-ovulagdo mais longo que as
al. (1995; 1997). Essas diferencas marcantes no marrds (BORTOLOZZGet al, 1998), POZZOBON
momento da ovulacédo poderiam estar ocorrendo, em et al. (1999) nédo observaram alteracbes na duragéo
parte, devido a diferencas nos componentes ou no do estro e momento da ovulacdo de matrizes subme-
processamento do plasma seminal empregado emtidas & infuséo de plasma seminal no inicio do estro.
cada experimento (STAHLBERE& al, 1998). Nes- Nesse trabalho, os autores utilizaram fémeas Cam-
se sentido, poderia haver uma variagdo individual, borough 22 que apresentaram um intervalo inicio
de racas ou linhagens ou até mesmo uma variacdodo estro-ovulagdo de 37,9 horas, no grupo controle e
sazonal no plasma seminal empregado (CLAdYS 37,3 horas no grupo submetido a infusdo com plas-
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ma seminal. O intervalo inicio do estro-ovulacéo foi tretanto, isso ndo foi observado no presente trabalho,
maior que o encontrado em marrds no presente tra- nem mesmo no grupo de fémeas submetidas a infu-
balho e, mesmo assim, ndo ocorreu uma antecipagdosdo com plasma seminal no verdo, demonstrando
no momento da ovulacdo das fémeas submetidas aque uma antecipacédo de 4,2h no momento da ovula-
infusdo com plasma seminal, contrariando as obser- ¢do ndo foi suficiente para levar a um aumento na
vagOes de WABERSKet al. (1997). Cabe salientar  performance reprodutiva.
que, no presente trabalho e no de POZZORDMI.
(1999), as fémeas receberam estimulos intensivos a0 CONCLUSOES
longo do estro, devido a freqiiéncia e ao nimero de
inseminacdes aplicados, ao contrario dos experi- A infuséo transcervical de plasma seminal
mentos de WABERSKEt al. (1995; 1997). Esses  no inicio do estro, reduz o intervalo inicio do estro-
estimulos poderiam mascarar parcialmente um pos- ovulagdo em 4,2h durante o verdo, ndo ocorrendo o
sivel efeito do plasma seminal sobre o momento da mesmo no inverno. Embora haja uma antecipacgéao do
ovulacdo. Baseado nesses resultados, pode-se espemomento da ovulagdo no verdo, ndo ha melhora no
cular que, além de possiveis diferencas inerentes aodesempenho reprodutivo das matrizes em nenhuma
plasma seminal, o perfil de ovulagdo da propriedade das épocas do ano avaliadas.
e a estratégia de inseminacdo empregada podem
influenciar no efeito do plasma seminal sobre o REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
momento da ovulacao.
O desempenho reprodutivo das malrizes BO e e o gits. submited 1o arifci
. . ~ uctivi | u | ITICI
SmeetldaS_ ao tratamento com plasma seminal ndo insemination in different intervals before ovulation. In:.
se diferenciou do grupo controle. Esses resultados  INTERNATIONAL CONFERENCE ON BOAR SEMEN
diferem dos apresentados por BRANDSE al. PRIES_'ﬁRV/_\T'ON' 1_999[ Be'thV”'e' USA. Anais..,
(1995) que observaram um aumento de 2,3 leitdes ?reets,sé\lrlv:ti o gg;ﬁg’”%z pCO” erence on Boar Semen
em pluriparas submetidas & infusdo transcervical '
com plasma seminal no verdo, quando comparadas aBOR_TOLOZ§O_| F.Pf., HEIC_K, A, V'\|IENT§' IVOet al. Qesr:rug |
: signs and time of ovulation in gilts and sows in a pig herd. In:
um grupo controle. Cabe salientar, entretantoz que o IPVS CONGRESS, 1998, Birmingham, Englandnais. .
grupo controle apresentou um tamanho de leitegada  girmingham : Nothingham University, 1998. v.1. p.78.
relativamente reduzido (10,4 leitdes). Por outro lado, 351p.
no inverno, o autor n&o encontrou diferengas entre o BRANDT, G. WENTZ IVO, BORTOLOZZO. F.P.gt al.
grupo controle e plasma Se~m'nal- Da mesma forma, — feito da temperatura corporal sobre a eficiéncia reprodutiva
MACHADO et al. (1997) ndo observaram diferen- da fémea suina. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE
cas no desempenho reprodutivo de marrds apds a \éFTER'NAR'S%S iSP_EC'AL:;TAS EM SX'E';‘F?AS\}E?%'
H = H umenau, . nais... umenau e
infusdo com plasma seminal. Alguns 51utores (_)bser- EMBRAPA Suinos e Aves, 1995. p.129. 204p.
varam melhoras na taxa de fecundagéo associadas a
infusGes transcervicais com plasma seminal imedia- CLALIJS, R-,_ELLEﬂDORF_F_, F'hHOAhNG-VrtlJ' C. ISppnterl]neous
; ; 5 S _ electromiographic activity throughout the cycle in the sow
tamente antes da Inseminagao, z%tr_lbulndq es.se.s re and its change by intrauterine oestrogen Infusion during
sultados a um transporte espermatico mais eficiente  oestrus. Journal of Reproduction and Fertility, v.87,
especulando, com isso, a obten¢do de um incremento  p.543-551, 1989.
na performancg reprodutiva das. matrizes (PENA- CLAUS, R., HOANG-VU, C., ELLENDORFF, Fet al. Seminal
ALFARO, 1988; WILLMEN, 1989; WEITZEet al, oestrogens in the boar: origin and function in the sow.
1990a). No entanto, WABERSHKt al. (1996) acre- Journal of Steroid Biochemistry, v.26, p.1-5, 1987.
ditam que uma possivel antecipacdo da owulagao CLAUS, R., SCHOPPER, D., WAGNER, H.G. Seasonal effects
prov_ocada p_elp _plasma seminal, mfun_d'do via :[rans' on ’ster’oids in blod |’olas’ma and séminal plasma of boars.
cervical no inicio do estro, tem maior relevancia Journal of Steroid Biochemistry, v.19, p.725-729, 1983.
pratica na obtencdo de altas taxas de fecundacgéo do )
que as infusdes realizadas imediatamente antes daVACHADO, MA,, SOARES, J.AG., BARNABE, V.H.et al.
. . o . Efeito do plasma seminal e ocitocina na fertilidade de suinos.
inseminacao. Segundo WABERSKI (1997), a infu- I CONGRESSO BRASILEIRO DE VETERINARIOS
séo de plasma seminal no inicio do estro proporcio- ESPECIALISTAS EM SUINOS, 8, 1997, Foz do Iguagu, PR.
naria uma inseminagdo subseqiiente mais préxima ﬁ”a's-iggg'umzqguséoAi%QVEs e EMBRAPA Suinos e
da ovulacdo, baseando-se no fato de que matrizes V&% +¥7/- P-3197320. 209D
submetidas a infusdo com plasma seminal antecipa- PENA-ALFARO, C.E. Einfluss des Seminalplasmas im
riam a ovulacdo, diminuindo a enorme variacdo Inseminant auf  Spermientransport und
individual observada entre o inicio do estro e a ovu- ~ Befruchtungserfolg bei Jungsauen unter besonderer

. . Bericksichtigung unterschiedlicher Spermiendosierungen
lagdo, aumentando as chances de fecundagdo. En- in der fliissigkonservierten Samenportion. Hannover -

Ciéncia Rural, v. 30, n. 6, 2000.



Desempenho reprodutivo de marréds submetidas a infuséo transcervical de plasma seminal no estro da coberturd.031

Germany. 113p. Tese (Doutorado) - Tierarztliche
Hochschule Hannover, 1988.

PIMENTEL GOMES, F. Curso de estatistica experimental
12.ed. Séo Paulo : Nobel, 1987. 455p.

POZZOBON, M.C., WENTZ, IVO, BORCHARDT NETO, Get
al. Estrus length and interval between onset of estrus and
ovulation after a transcervical infusion of seminal plasma in
sows. In:. INTERNATIONAL CONFERENCE ON BOAR
SEMEN PRESERVATION, 4, 1999, Beltsville, USA.
Anais... Beltsville : International Conference on Boar Semen
preservation, 1999p.44. 92p.

SOEDE, N.M., WETZELS, C.C.H., ZONDAG, Wkt al. Effects
of time of insemination relative to ovulation, as determined

1999, Beltsville, USA. Anais... Beltsville : International
Conference on Boar Semen preservation, 1$095. 92p.

WABERSKI, D., SUEDHOFF, H., HAHN, T.et al. Advanced

ovulation in gilts by the intrauterine application of a low
molecular mass pronase-sensitive fraction of boar seminal
plasma. Journal of Reproduction Fertility, v.105, p.247-
252,1995.

WABERSKI, D., SOARES, J.A.G., BANDEIRA DE ARRUDA,

E., et al. Effect of transcervical infusion of seminal plasma
prior to insemination on the fertilising competence of low
numbers of boar spermatozoa at controlled Al-ovulation
intervals. Animal Reproduction Science,v.44, p.165-173,
1996.

by ultrasonography, on fertilization rate and accessory sperm \we|Tze K.F. RABELER. J.. WILLMEN T.et al. Interation

count in sows. Journal of Reproduction and Fertility,
v.104, p.99-106, 1995.

STAHLBERG, R., WENTZ, IVO, BORTOLOZZO, F.Pet al.
Uso de animais preparados cirurgicamente para avaliar a agéo
de infusdes uterinas sobre a ovulagdorquivos da Facul-
dade de Veterinaria da UFRGSV.26, p.11-20, 1998.

WABERSKI, D. Effects of semen components on ovulation and
fertilization.  Journal of Reproduction and Fertility,
Supl.52, p. 105-109 1997.

WABERSKI, D., CLAASEN, R., HAHN, T.et al. LH profile
and advancement of ovulation after transcervical infusion of
seminal plasma at different oestrus stages in gilbairnal of
Reproduction and Fertility, v.109, p.29-34, 1997.

WABERSKI, D., TOPFER-PETERSEN, E., WEITZE, K.F.
Does seminal plasma contribute to gamete interaction in the
porcine female tract? In:.  INTERNATIONAL
CONFERENCE ON BOAR SEMEN PRESERVATION, 4,

WILLMEN, T.

between inseminated, uterine and ovarial function in the sow.
I. Influence of seminal plasma and oestrogens in the
inseminate on intragenital sperm transport, time of ovulation
and fertility results in gilts. Reproduction in Domestic
Animals, v.25, p.191-196, 1990a.

WEITZE, K.F., RATH, D., WILLMEN, T.,et al. Advancement

of owulation in the sow related to seminal plasma.
Reproduction in Domestic Animals v.25, p.61-67, 1990b.

WEITZE, K.F., WAGNER-RITSCHEL, H., WABERSKI, Det

al. The onset of heat after weaning, heat duration, and
ovulation as major factors in Al timing in sows.
Reproduction in Domestic Animals v.29, p.433-443, 1994.

EinfluR von Spermiendosierung und
Seminalplasma im Inseminat auf Befruchtungsrate,
Spermientransport und Ovulation beim Schwein
Hannover, Germany, 1989. 95p. Tese (Doutorado) -
Tierarztliche Hochschule Hannover, 1989.

Ciéncia Rural, v. 30, n. 6, 2000.



