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RESUMO

USO DE ANALISE MULTIVARIADA PARA DETERMINAR A ASSOCIAQAO DO
DESEMPENHO REPRODUTIVO DE MACHOS SUINOS COM AS CARACTERISTICAS
SEMINAIS.

Autor: Aline Beatriz Heinen Prates Kummer
Orientador: Prof. Fernando Pandolfo Bortolozzo
Co-orientadores: Prof. Ivo Wentz

Prof®. Mari Lourdes Bernardi

A aplicacdo de novos sistemas para medir as caracteristicas de deslocamento espermatico e sua
associacdo com a fertilidade vem apresentando um crescimento recente. Computer-assisted
semen analysis (CASA) permite uma avaliacdo padronizada das caracteristicas da motilidade
espermatica e € plausivel que a combinacdo destes parametros com as caracteristicas
morfologicas seminais possam estimar a fertilidade do ejaculado. O desempenho reprodutivo
(taxa de parto - TP e numero de leites nascidos totais - NT) de 14 reprodutores suinos foi obtido
a partir de um experimento conduzido em uma granja comercial com fémeas multiparas
utilizando inseminagdo homospérmica com deposigdo intra-cervical e dois bilhdes de
espermatozoides moveis por dose inseminante. Durante 10 semanas, as fémeas (n=948) foram
inseminadas e igualmente distribuidas entre os machos testados de acordo com a ordem de parto,
média do historico de leitdes nascidos, escore de condicdo corporal, intervalo desmame-estro
(IDE), duracdo da lactacdo e numero de leitbes desmamados. Caracteristicas da motilidade
espermatica, avaliadas pelo sistema CASA in natura e durante armazenamento a 17°C por 240h,
e os defeitos morfoldgicos avaliados no sémen in natura, foram incluidas na analise para
determinar quais parametros espermaticos foram importantes para discriminar o potencial
reprodutivo dos ejaculados desses machos. Os dados foram submetidos a analise multivariada
que incluiu procedimentos estatisticos tais como: analises de cluster, candnica e discriminante.
Dentre os 14 machos avaliados, 4 clusters foram formados com base nos resultados reprodutivos.
Um macho, com menor resultado de TP e NT (89,7% e 11,98) e dois machos, com 0s maiores
valores de TP e NT (97,8% e 14,16) foram alocados em diferentes grupos. Os demais machos
foram separados em outros dois grupos distintos (4 e 7 machos), incluindo machos com valores
semelhantes de NT (12,64 e 13,22) mas divergentes na TP (95,9% vs. 91,8%). A andlise candnica
permitiu separar 0s grupos, sendo a melhor separagdo observada entre o grupo menos fértil e os
demais. As caracteristicas seminais que demonstraram melhor capacidade de discriminacdo dos
grupos incluiram motilidade espermatica total, motilidade progressiva, amplitude do
deslocamento lateral da cabeca espermatica, além das caracteristicas morfoldgicas tal como a
presenca de gota citoplasmética. A andlise multivariada discriminante permitiu classificar
corretamente mais de 80% dos 140 ejaculados avaliados em seus respectivos grupos. A analise
multivariada pode ser uma eficiente ferramenta estatistica na discriminacdo do potencial
reprodutivo de cachacos.

Palavras-chave: cachaco, CASA, defeitos espermaticos, fertilidade, motilidade.



ABSTRACT

USE OF MULTIVARIATE ANALYSES TO DETERMINE THE ASSOCIATION OF BOAR
FERTILITY WITH SEMEN TRAITS.

Author: Aline Beatriz Heinen Prates Kummer
Advisor: Prof. Fernando Pandolfo Bortolozzo
Co-advisors: Prof. lvo Wentz

Prof. Mari Lourdes Bernardi

The application of new approaches that measure certain sperm motion characteristics and their
association with boar fertility has shown a recent increase. Computer-assisted semen analysis
(CASA) offers standardized assessment of multiple sperm motion parameters and it is plausible
that the combination of these parameters with morphological sperm defects may indicate the
fertility potential of boars. The fertility outcome (farrowing rate - FR and number of total piglets
born - TB) of 14 boars was obtained from a field trial conducted in a commercial farm using
multiparous sows through single sire mating with two billion motile sperm cells per Al dose.
Sows (n=948) bred were equally distributed among boars according to parity, mean lifetime
number of piglets born, body condition score, weaning-to-estrus interval, lactation length and
number of weaned piglets during 10 weeks of breeding period. Sperm motion parameters
evaluated with CASA system in natura and in semen stored at 17°C for 240h in addition to
morphological sperm defects, measured at the collection day, were included in the analysis to
determine which semen traits were important to discriminate the fertility potential of ejaculates
from these boars. The data underwent multivariate statistical analysis, including cluster,
canonical and discriminant analyses. Among the 14 evaluated boars four clusters were formed
based on fertility outcome. One boar, with the lowest FR and TB values (89.7% and 11.98), and
two boars, with the highest FR and TB values (97.8% and 14.16), were placed in different
clusters. The others boars were separated in two new distinct clusters (4 and 7 boars), including
boars with intermediate TB (12.64 and 13.22) but divergent values of FR (95.9% vs. 91.8%).
Canonical analysis was able to separate the individual ejaculates into the previously clustered
boars and a better separation was shown between the lowest fertility group and the others.
Semen traits which had higher discriminatory power included total moatility, progressive maotility,
amplitude of lateral head displacement, analyzed during semen storage, and sperm
morphological defects such as cytoplasmatic droplets. The multivariate discriminant analysis
showed that more than 80% of the 140 ejaculates were correctly classified into their own group.
The multivariate analysis can be an efficient statistical tool to improve the discrimination of
potential fertility of boars.

Keywords: boar, CASA, fertility, sperm defects, sperm motility.
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1 INTRODUCAO

Com o avancgo da inseminacdo artificial (I1A) a eficiéncia reprodutiva em rebanhos
suinos é altamente dependente da capacidade fecundante dos espermatozoides dos doadores
de sémen em centrais de inseminacdo artificial (CIA). Estima-se que 15-20% dos
reprodutores apresentam fertilidade sub-otimizada, os quais atendem os padrbes pre-
estabelecidos de qualidade do ejaculado (>70% motilidade total e <30% defeitos
morfologicos) (Flowers, 1997; Alm et al., 2006), entretanto resultam em desempenho
reprodutivo insatisfatorio (FOXCROFT, informacdo pessoal). A avaliacdo rotineira dos
ejaculados utilizados para a preparacdo das doses inseminantes (DI), como motilidade e
morfologia espermaética, tém possibilitado o descarte de ejaculados de baixa qualidade e
reduzida capacidade fecundante. No entanto, estas avaliacbes ndo tem sido capazes de
identificar os reprodutores cuja fertilidade estd sub-otimizada (POPWELL & FLOWERS,
2004). A dificuldade em identificar este grupo de reprodutores é devido a grande
similaridade dos resultados de testes in vitro entre os reprodutores férteis e aqueles
considerados sub-férteis, ndo havendo ainda métodos simples e rapidos que sejam
adequados para o uso rotineiro (POPWELL & FLOWERS, 2004; BORTOLOZZO et al.,
2008; WABERSKI et al., 2011b). Associado a isso, 0 alto nimero de células espermaticas
utilizadas por fémea coberta (9 bilhdes de espermatozoides/estro) e o uso de pool de sémen
(mistura de 2 ou mais ejaculados) de machos que apresentam diferentes graus de fertilidade
tem mascarado o real problema devido ao efeito compensatério do nimero excessivo de
células espermaticas na DI (BRAUNDMEIER & MILLER, 2001) e o desconhecimento da
paternidade da leitegada (STAHLBERG et al., 2000). Porém, a redugcdo do numero de
espermatozoides por dose ou por fémea inseminada associado ao uso de IA homospérmica
pode evidenciar tanto machos com baixa fertilidade, como aqueles com fertilidade superior,
que passariam despercebidos empregando IA heterospérmica e doses com 0 ndmero
tradicional de espermatozoides (FOXCROFT et al., 2008; DYCK et al., 2011).

Ao se avaliar a taxa de parto e o tamanho da leitegada proveniente de IA
homospérmica é possivel analisar retrospectivamente o desempenho reprodutivo do
cachago (FOXCROFT et al., 2010; DYCK et al., 2011). Porém, o alto custo para testar a
fertilidade in vivo e a demora em obter a informacéao a respeito da fertilidade dos machos

tem impulsionado estudos que buscam métodos de avaliacdo in vitro. Entretanto, os
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resultados encontrados tem sido controversos e poucos trabalhos tém detectado valores
altos de correlacdo entre caracteristicas seminais e a fertilidade in vivo (FLOWERS, 2002;
GADEA et al., 2004; RUIZ-SANCHEZ et al., 2006; BROEKHUIJSE et al., 2011a). A
identificacdo do grau de fertilidade dos reprodutores por meio de uma metodologia in vivo
torna-se essencial quando o objetivo é conhecer o potencial reprodutivo do cachaco, uma
vez que esta metodologia comporta todos os atributos fisiologicos e funcionais, além da
completa interacdo entre o espermatozoide, o trato reprodutivo feminino e o odcito
(FLOWERS, 2002). A associacdo da fertilidade in vivo com parametros espermaticos,
utilizando um modelo estatistico multivariado, que admite a inclusdo de diversas
caracteristicas espermaticas, tem sido a metodologia mais apropriada (GADEA, 2005).
Variaveis espermaticas analisadas pelo sistema CASA (Computer-Assisted Semen
Analysis), as quais fornecem diferentes informacdes a respeito das caracteristicas do
deslocamento espermatico, associadas aos dados de fertilidade tém impulsionado estudos
que visam uma estimativa mais segura do potencial reprodutivo do macho
(BROEKHUIJSE et al., 2011a).

De acordo com Foxcroft et al. (2010), uma vez comprovada a fertilidade e
conhecido o valor genético de um reprodutor a disseminacdo de genes de grande interesse
econdmico no plantel, através do uso intensificado e direcionado desses reprodutores, é 0
ponto-chave para a eficiéncia do sistema de produgéo.

O objetivo do presente estudo é avaliar o desempenho reprodutivo de machos suinos
através da técnica de inseminacdo artificial homospérmica multipla com deposicao intra-
cervical e reduzido nimero de espermatozoides na dose inseminante (dois bilhdes de
espermatozoides moveis) e verificar a sua relacdo com as caracteristicas morfologicas e de

deslocamento espermatico analisadas durante armazenamento in vitro pelo sistema CASA.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Doador de sémen

Com o avanco da utilizacdo da técnica de 1A, o impacto da fertilidade de um doador
de sémen sobre o0 desempenho reprodutivo do plantel é relevante e a selecdo ou descarte de
um reprodutor exige a combinagdo de exames clinicos e laboratoriais (FOXCROFT et al.,
2008). A anélise seminal in vitro (motilidade e morfologia espermética) tem grande
importancia na avaliacdo da saude reprodutiva do cachaco, permitindo eliminar machos que
apresentem infertilidade (GIBSON, 1989). Porém, nem sempre é possivel identificar os
doadores sub-férteis da populacdo, quando estes atendem os padrbes de qualidade pré-
estabelecidos (>70% motilidade e <30% defeitos morfolégicos) (POPWELL &
FLOWERS, 2004; RUIZ-SANCHEZ et al., 2006). De acordo com Foxcroft et al. (2008), o
alto numero de células espermaticas utilizadas por fémea coberta (9 bilhGes de
espermatozoides/estro) e o uso de pool sémen de machos que podem ter diferentes graus de
fertilidade mascaram o problema nas CIAs. Em um experimento realizado pelos autores, foi
observado que dois reprodutores, quando utilizados em pool de sémen, apresentavam bom
desempenho reprodutivo, embora quando separados, pode ser observado que um dos
reprodutores apresentou melhora em 2,5 embrides aos 30 dias de gestacdo. Concordando
com esses resultados, Ferreira et al. (2011) relataram que a taxa de parto e o nimero de
leitdes nascidos totais ndo diferiram entre o uso de inseminacdo homospérmica ou
heterospérmica. Entretanto, a utilizacdo da insemina¢do homospérmica permitiu identificar
variacdes individuais dos cachacos testados. Além disso, o uso de um macho de fertilidade
inferior em um pool de sémen resultaria em nenhum ou poucos leitdes produzidos a partir
desse ejaculado (FOXCROFT et al., 2010), inviabilizando a permanéncia desse reprodutor
na CIA. Em outro estudo realizado pelos autores, foram avaliados dois machos de
fertilidade conhecida (boa e ruim) em um pool com cinco ejaculados de mesmo nimero de
espermatozoides cada. Ao realizar o teste de paternidade na progénie, o macho de
fertilidade superior foi responsavel por 29,8% (31/104) dos leitdes nascidos, enquanto o
macho de fertilidade inferior de apenas um leitdo. A identificacdo de reprodutores tanto de
baixa, como aqueles de fertilidade superior, que passariam despercebidos empregando

doses com o numero tradicional de espermatozoides (MARCHETTI et al., 2001;
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FLOWERS, 2002), é evidenciada com o uso reduzido do numero de espermatozoides por
dose associado a homospermia (MEZALIRA et al., 2005). Ruiz-Sanchez et al. (2006)
avaliaram nove machos cuja qualidade seminal foi considerada alta (>80% de motilidade
progressiva e >85% de espermatozoides normais) e usaram DI com menor nimero de
espermatozoides por dose (1,5 bilh&o). Nesses machos, a taxa de parto variou de 71 a 98%
e 0 tamanho da leitegada de 9 a 12 leitdes. Embora a motilidade do sémen in natura ou
logo apds a diluicdo ndo tenha sido correlacionada com a fertilidade in vivo, a correlacdo
existiu com a motilidade apds sete e dez dias de armazenamento da dose inseminante.

Sabendo-se que o tamanho da leitegada pode variar entre cachagos quando 0 mesmo
namero de espermatozoides é empregado na dose, para alguns cachagos, 0 aumento no
numero de células espermaticas na dose resulta em um aumento no tamanho da leitegada
(MARCHETTI et al., 2001; FLOWERS, 2002; FOXCROFT et al., 2010). Alguns autores
consideram que o grande nimero de espermatozoides na DI pode compensar qualquer fator
de reducdo de fertilidade (TARDIF et al., 1999; BRAUNDMEIER & MILLER, 2001).
Entretanto, a magnitude da resposta ndo é a mesma para todos os machos (FLOWERS,
2002) e esse procedimento impossibilitaria a otimizacdo na producdo de DI a partir de um
ejaculado (BORTOLOZZO et al., 2008).

De acordo com Foxcroft et al. (2010), a principal vantagem na determinacdo da
fertilidade dos cachagos é a maximizacdo do uso de reprodutores de alto potencial genético
e de fertilidade comprovada com o uso de DI com menor numero de células espermaticas
possivel. Desta maneira, a crescente disseminacdo de genes superiores no sistema de
producéo, através do maior nimero de DI produzidas a partir de um ejaculado, e o descarte
de reprodutores de fertilidade inferior impulsionaria a eficiéncia produtiva aumentando a

rentabilidade.
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2.2 Fatores relacionados ao desempenho reprodutivo do cachaco

A fertilidade do reprodutor pode ser afetada por diversos fatores, entre estes podem
ser citados: os fatores espermaticos associados ao reprodutor e ao processamento do
ejaculado, fatores genéticos e fatores relacionados a qualidade da matriz inseminada e do

processo de inseminag&o.
2.2.1 Fatores espermaéticos associados ao reprodutor

Para o sucesso da fecundacdo o espermatozoide precisa cumprir uma série de
processos fisiologicos e funcionais. O evento da fecundacao inclui interacdes bioquimicas
altamente reguladas, tais como: ligacdo de proteinas seminais na superficie dos
espermatozoides durante a ejaculacdo, interacdo de proteinas de membrana dos
espermatozoides com células epiteliais do oviduto, capacitacdo espermatica,
reconhecimento e ligacdo entre 0s gametas, reacdo acrossdmica, penetracdo na zona
pellcida, fusdo dos gametas (BAILEY, 2008), além da capacidade do espermatozoide em
previamente resistir aos diferentes estimulos durante manuseio e processamento do
ejaculado (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2006). A avaliacdo rotineira do ejaculado in natura
corresponde a uma bateria de testes de facil execucdo e baixo custo e que garantem a
producédo de DI de alta qualidade (BERNARDI, 2008). Em geral, estes testes avaliam o
volume, a concentracdo espermatica, o numero total de células no ejaculado, a motilidade e
a morfologia espermatica (AMANN et al., 1995). No entanto, os parametros de qualidade
espermatica avaliados na rotina de uma CIA, uma vez alcancados os valores minimos
desejaveis, passam a ter fraca correlacdo com a fertilidade (FLOWERS, 1997; WABERSKI
et al., 2011b).

A motilidade é considerada um indicador da funcionalidade da membrana
espermatica (GIL et al., 2009), entretanto as correlagdes com a fertilidade tem sido baixas e
contraditérias, atribuidas, principalmente, a subjetividade do teste (GADEA, 2005;
BROEKHUIJSE et al., 2011c). Sabe-se que ejaculados in natura que apresentam
motilidade superior a 60% nédo produzem varia¢des no tamanho da leitegada (FLOWERS,
1997). De acordo com Popwell & Flowers (2004) a impossibilidade de predizer a
fertilidade in vivo através das avaliacbes de motilidade durante armazenamento e/ou

morfologia do sémen, € devida ao fato de que estas avaliacdes ndo sdo capazes de informar
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0 numero minimo de espermatozoides necessarios para atingir o maximo de fertilidade, o
tempo que o sémen mantém a capacidade fecundante ou mesmo a taxa de prenhez e
tamanho da leitegada que podem ser alcancados com as amostras avaliadas. De acordo com
Juonala et al. (1998), a motilidade avaliada durante o periodo de armazenamento pode
trazer informacgdes mais confidveis quanto ao potencial fecundante. Ruiz-Sanchez et al.
(2006) verificaram correlacdo significativa entre a motilidade seminal aos 7 e 10 dias de
armazenamento e os resultados de fertilidade de 12 machos avaliados. No estudo de Xu et
al. (1998), entretanto, foram observadas diferencas na motilidade espermatica de seis
machos avaliadas durante armazenamento ao longo de oito dias, porém ndo foram
verificadas diferencas na taxa de parto ou no tamanho da leitegada.

Estudos correlacionando a morfologia espermatica com a fertilidade tem
demonstrado que algumas anomalias tém sido relacionadas com diferentes graus de
fertilidade (GADEA et al., 1998; XU et al., 1998; FEISTMA, 2009). Neste sentido, Xu et
al. (1998) demonstraram que a propor¢do de células espermaticas normais no ejaculado
pode explicar grande parte da variacdo no tamanho da leitegada (r°=0,59). Ja Feitsma
(2009) coletou dados de 512.000 ejaculados em duas centrais e avaliou os dados de
fertilidade em mais de trés milhdes de inseminacbes. O percentual médio de células
alteradas foi de 15,5% (5,4% de defeitos primarios e 10,1% de secundarios). Com o
aumento de 10 pontos percentuais de alteracdes morfolégicas (acréscimo de 20 para 30%)
foi observada reducdo de 0,08 leitdo por leitegada e comprometimento da taxa de parto em
0,5%. Em outro estudo, Hirai et al. (2001) descreveram a significativa relacdo entre as
dimensbGes da cabeca do espermatozoide e a fertilidade utilizando automated sperm
morphology analysis (ASMA). Neste estudo, os autores concluiram que reprodutores com
maior fertilidade (taxa de ndo retorno >86%) apresentavam significativamente
espermatozoides com cabega menor e menos alongada.

Foxcroft et al. (2010) salientam que dificilmente um Unico teste sera capaz de
predizer o potencial reprodutivo de um cachago, visto que as avaliacGes de rotina séo
realizadas em uma amostra representativa de todo o ejaculado. Além do mais, € conhecido
que somente uma seletiva subpopulacdo de espermatozoides serdo responsaveis pela
fecundacéo dos odcitos (BRAUNDMEIER & MILLER, 2001).
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Alguns estudos tém avaliado o papel do plasma seminal no potencial fecundante de
diversas espécies. Em algumas, a fertilidade foi aumentada com a adigdo de componentes
do plasma seminal (HENAULT & KILLIAN, 1996; BELIBASAKI et al., 2000),
entretanto, em suinos a exposicdo do espermatozoide ao plasma seminal foi reportada com
uma reducdo na fertilidade (MAXWELL & JOHNSON, 1999). De acordo com Maxwell &
Johnson (1999), isso pode ser explicado pelo fato da membrana plasmatica do
espermatozoide sofrer remodelacGes quando o espermatozoide interage com proteinas do
plasma seminal durante a ejaculacdo inibindo a capacitacdo espermatica, e desta forma,
prevenindo a fecundacdo. O plasma seminal é um fluido com papel essencial para fungdes
espermaticas in vivo, desde a ejaculacdo, até a fecundacdo (KRAUS et al., 2005). O plasma
seminal contém diferentes componentes, entre eles, proteinas que sdo 0s constituintes
organicos do fluido seminal, encontrados em maior quantidade e na forma de complexos
associados (JELINKOVA et al., 2003).

Entre as principais funcdes e caracteristicas dos espermatozoides que podem ser
influenciadas por proteinas do plasma seminal, pode-se citar a capacitacdo e a reacdo
acrossdmica, a motilidade e a resisténcia ao choque térmico (CHEN et al., 2002; CURI et
al., 2003). Por isso, a caracterizacdo de proteinas presentes no plasma seminal, pela
identificacdo dos polipeptidios, pode fornecer elementos para a certificacdo da fertilidade
de reprodutores (FLOWERS, 2001; NOVAK et al., 2010; DYCK et al., 2011).

2.2.2 Fatores espermaticos associado ao processamento do ejaculado

Durante o processamento do ejaculado, a osmolaridade e a qualidade do diluente
estdo entre os principais fatores que devem ser controlados para evitar danos a célula
espermatica. A pressdo osmatica do sémen oscila entre 210 a 290 mOsm (LEVIS, 2000).
Esta é mantida no ejaculado diluido, principalmente, por componentes ndo iénicos, como a
glicose (JOHNSON et al., 2000). fons inorganicos, como o cloreto de potéssio e o cloreto
de sodio s@o acrescentados na composicdo do diluente para balancear a pressdo osmética
(LEVIS, 2000). O espermatozoide suino tolera uma osmolaridade entre 240 e 380 mOsm,
mas parece que um meio isoténico ou levemente hipertonico oferece melhor preservagéo da
capacidade fecundante, do que solugdes de tonicidade mais extremas (WEITZE, 1991;

DRUART et al., 2009). A baixa qualidade do diluente tem sido apontada como uma das
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principais causas de reducdo de fertilidade do sémen, principalmente relacionadas as
condi¢des de manipulacdo e armazenamento do mesmo (FLOWERS et al., 1996). Outro
aspecto importante é a qualidade da agua utilizada para o preparo das DI. De acordo com
Bortolozzo et al. (2005), o ideal € que a agua esteja dentro dos padrdes recomendados para
o tipo I, sendo desejavel que a 4gua ndo possua agentes contaminantes, como determinadas
bactérias, e possua baixa condutividade elétrica (<1,0ps/cm), o que significa minima ou
nenhuma presenca de minerais. A elevada concentracdo de sais e minerais, leva a um
desequilibrio osmético entre sémen e diluente, acarretando lesGes espermaticas,
principalmente no acrossoma (PURSEL et al., 1972). Para a dilui¢do do sémen suino, a
temperatura deve ser reduzida gradualmente, para evitar-se o choque térmico e seu
armazenamento deve ocorrer a temperatura entre 16-18°C (ALTHOUSE et al., 1998), tendo
como ponto critico a temperatura inferior a 12°C. Entretanto, poucos estudos tém sido
realizados para determinar o efeito da mudancga da temperatura de diluicdo do sémen na
qualidade esperméatica (PETRUNKINA et al., 2005; WABERSKI, 2009). Em um recente
estudo realizado por Rodriguez et al. (2011) quando respeitada a dilui¢cdo do ejaculado em
duas etapas (pré-diluicdo 1:1 e diluicdo final), aquecer o diluente a 33°C para a dilui¢do
final do ejaculado ndo trouxe nenhum beneficio a qualidade espermatica, comparado a
diluicéo final realizada com diluente a temperatura ambiente (22°C).

A taxa de diluicdo (TD) do sémen é um fator que pode interferir no periodo de
conservacao e viabilidade da célula espermatica, reduzindo a sua fertilidade. Considera-se
uma TD (sémen:diluente) 6tima a de 1:10 (MARTIN RILLO et al., 1994) ou entre 1:5 e
1:15 (RUVALCABA, 1994). Entretanto, essa vai depender da concentracdo espermatica do
ejaculado a ser diluido. DIs cuja TD € pequena, ou seja, menor que 1:5, apresentam baixa
viabilidade espermatica devido a caréncia de substratos energéticos e a perda da capacidade
tamponante do meio (LEVIS, 1997; FLOWERS, 1996). Alexopoulos et al. (1996)
observaram um decréscimo significativo na motilidade espermatica em DIs com menor
diluigdo (5x10° sptz/DI), quando comparadas com as doses inseminantes de maior diluicao
(1x10° e 3x10%sptz/mL). Os autores atribuiram o fato ao pobre ambiente metabélico gerado
nas doses com TD menores. J& a razdo pela qual ocorre uma reducdo da fertilidade e
viabilidade espermatica das DIs submetidas a uma alta TD (>1:15) ndo é claramente

conhecida (FLOWERS, 1996). Entretanto, acredita-se que o fendmeno chamado choque
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osmatico esteja envolvido (FLOWERS, 1996; LEVIS, 1997). Em um estudo conduzido por
Martin-Hidalgo et al. (2011) pode-se observar que o numero total de células espermaticas
(2,5, 1,0 ou 0,5 bilh&o) e o volume da DI (80, 30 ou 15 mL) podem influenciar a qualidade
espermatica durante armazenamento. Os autores observaram que o potencial da membrana
mitocondrial e o percentual de células moveis avaliados nos dias 1, 4 e 7 foram menores no
grupo de menor volume em comparacdo as DI contendo 80 mL ou 30 mL. Em
contrapartida, tem sido atribuido o aumento do numero de espermatozoides numa dose
como um efeito compensatorio para doses de menor qualidade (BRAUNDMEIER &
MILLER, 2001) em consequéncia de um maior periodo de armazenamento (FLOWERS,
2002). O armazenamento do sémen in vitro afeta o potencial reprodutivo do mesmo
(WEITZE, 1991; JOHNSON et al., 2000; WABERSKI et al., 2011a) em consequéncia do
acumulo de toxinas e metabolitos, podendo reduzir a taxa de parto em 5-10% e o tamanho
da leitegada em um leitdo quando utilizado para IA ap6s os trés dias (REED, 1991). Além
disso, a variagdo na viabilidade espermatica in vitro entre reprodutores pode refletir em
diferencas no periodo de viabilidade in vivo (WABERSKI et al., 2011a). Experimentos
usando reduzido numero de espermatozoides por dose geraram uma melhor discriminacdo
da variacdo na qualidade espermatica de diferentes ejaculados e clarearam as relagdes entre
avaliacdes in vitro e fertilidade in vivo (SAACKE et al., 2000; ALM et al., 2006; RUIZ-
SANCHEZ et al., 2006). De acordo com Bortolozzo et al. (2005), o sémen coletado e a
dose produzida podem ser de excelente qualidade, mas erros de processamento,
armazenamento ou transporte reduzem ou comprometem o potencial fecundante dos
espermatozoides.

Entretanto, Pedersen (1991) verificou que um aumento no numero de
espermatozoides ndo foi compensado por uma melhora no desempenho reprodutivo quando
utilizado sémen armazenado com até 72 horas e contendo mais de 2,8 bilhdes de células
espermaticas. E verificado que alguns machos atingem a taxa de fertilidade alvo com 2
bilhGes de espermatozoides (ou menos) enquanto outros necessitam de 3 bilhdes, sendo que
um nimero maior de espermatozoides por dose ndo reflete obrigatoriamente em um
aumento da fertilidade quando o plat6 é alcangado (FLOWERS, 2002).
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2.2.3 Fatores genéticos

Mesmo com o avanco do melhoramento genético na linhagem materna, segundo
Vonnahme et al. (2002), a selecéo genética tem sido eficiente para a taxa de ovulacdo, mas
ndo para a capacidade uterina, sendo esta o segundo fator limitante para nimero total de
leitdes nascidos. Contudo, a capacidade uterina deveria considerar além do comprimento do
Utero, a massa placentaria, pois em estudos nos quais foram avaliados os conceptos aos 30
dias (BAZER et al., 1988) e aos 90 dias de gestacdo (WILSON et al., 1998) foram
constatados que placentas menores e mais eficientes ocupam menor espaco no Utero, sem
comprometer a viabilidade embrionéria ou fetal. A herdabilidade para as caracteristicas
reprodutivas como taxa ovulatoria, taxa de sobrevivéncia embrionaria e total de leitdes
nascidos é de 0,24 (alta), 0,14 (baixa) e 0,16 (baixa), respectivamente (JOHNSON et al.,
1999). Entretanto, mesmo em rebanhos com altas taxas ovulatérias, Geisert et al. (2007)
evidenciaram que fémeas com baixa producgéo falharam em pelo menos trés aspectos: perda
embrionaria antes dos 20 dias, perda aos 30 dias e perda fetal tardia.

A selecdo e reposicdo de reprodutores sdo baseadas no valor genético do animal, de
acordo com caracteristicas desejaveis transmitidas para a progénie (SAFRANSKI, 2008). A
capacidade de atender este requisito ira depender também da habilidade do reprodutor em
fecundar odcitos (ROBINSON & BUHR, 2005). De acordo Belonsky & Kennedy (1988), a
linhagem e o valor genético do reprodutor, ou seja, o indice do EBV (estimated breeding
value) ¢é determinado pela composicédo de diferentes caracteristicas de interesse econdmico.
Entretanto, caracteristicas para fertilidade tém sido pouco utilizadas na formacdo deste
indice, principalmente devido a sua baixa herdabilidade, a demora para obter a resposta a
selecdo e a intensa selecdo para caracteristicas de taxas de crescimento e qualidade de
carcaca (ROBINSON & QUINTON, 2002). Os autores questionam a possibilidade da
selecdo para estas caracteristicas afetarem a qualidade espermética e a fertilidade dos
reprodutores. Em um estudo de Barbato (1999), a intensa selecédo para taxas de crescimento
em frangos de corte levou a reducdo da produgdo espermética e foi negativamente
correlacionada a fertilidade em galos selecionados.

De acordo com Robinson & Buhr (2005), a taxa de reposi¢do anual das CIA varia
entre 50-145% e os reprodutores sdo repostos quando ndo mais atendem os padroes
minimos de desempenho (BELONSKY & KENNEDY, 1988) ou quando um reprodutor
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mais jovem e com melhor EBV esta disponivel. De acordo com os autores, assim como a
superioridade genética auxilia a decisdo de selecionar ou descartar um reprodutor, 0s
critérios de selecdo e descarte precisam também estar relacionados com conformacao,
saude fisica e principalmente a capacidade fecundante (presenca de genes indesejaveis,
qualidade espermaética, entre outros).

Segundo alguns pesquisadores (FEITSMA, 2009; RODRIGUEZ et al., 2010), a
presenca de uma anomalia genética conhecida por translocacdo reciproca pode explicar
aproximadamente 50% das causas de subfertilidade em reprodutores suinos que carreiam o
defeito nos cromossomos, mesmo que este ndo afete a qualidade espermatica. A anomalia
pode estar presente em menos de 1% da populacdo, resultando em morte embrionéria
precoce, seguida de menor tamanho de leitegada, sem efeito na taxa de parto (DUCOS et
al., 2007). Reprodutores carreando esse defeito nos cromossomos produzem dois leitdes a
menos que a média da populacdo (MAKINEN et al., 1997; RODRIGUEZ et al., 2010).
Além disso, metade dos nascidos desse reprodutor é carreador da translocacao reciproca e
sdo sub-ferteis. Por isso, Feistma (2009) recomenda que seja feito testes para anormalidades

genéticas (cariotipagem) antes de ingressar um reprodutor na CIA.
2.2.4 Fatores relacionados a qualidade da matriz e do processo de inseminacao

A habilidade reprodutiva de um cachago pode ser avaliada retrospectivamente
através da taxa de prenhez, da taxa de parto e do nimero de leitdes nascidos totais (FOOTE
et al., 2003; FOXCROFT et al., 2010), e essas medidas indicam a capacidade dos odcitos
fecundados em manter o desenvolvimento embrionario (WATSON, 1996). Insucessos
desses resultados podem estar associados a um comprometimento na taxa ovulatoria, na
fecundacdo, na ligacdo embrio-maternal ou mesmo no desenvolvimento embrionéario
(KINGSTON, 1981). O numero e qualidade de odcitos ovulados sdo 0s componentes que
determinam o potencial maximo de embrides ou leitdes que podem ser produzidos (KNOX,
2005), e podem ser influenciados por diversos fatores, entre eles, a ordem de parto, a
genética, a nutricdo e o manejo reprodutivo da matriz (FOOTE et al., 2003; GADEA, 2005,
LAWLOR & LYNCH, 2007). De uma maneira geral, o nimero de leitdes nascidos
aumenta do 1° ao 5° parto, permanece constante e declina por volta do 10° parto
(KINGSTON, 1981; LAWLOR & LYNCH, 2007). Koketsu et al. (1999) observaram que
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fémeas de 2 a 5 partos sdo mais férteis e mais prolificas. Para os autores, fémeas com mais
de seis partos apresentam queda da taxa de parto e do tamanho da leitegada. Entretanto, ndo
¢ incomum que haja uma reducdo no nimero de leitbes nascidos em fémeas de segundo
parto, visto que a reducdo no tamanho da segunda leitegada tem sido confirmada em mais
de 50% das fémeas (FURTADO et al., 2005; SCHENKEL et al., 2005). Cabe lembrar que
mesmo existindo racas e linhagens mais prolificas do que outras, hé diferencas entre fémeas
(GORDON, 1997; FISHER et al., 2011), sobretudo nas respostas individuais aos diversos
estimulos a que as mesmas sdo submetidas (CLARK & LEMAN, 1986). O manejo
alimentar das fémeas lactantes e desmamadas esta intimamente relacionado com o
desempenho reprodutivo subsequente (COSGROVE & FOXCROFT, 1996; PRUNIER et
al., 1996, MELLAGI et al., 2011) e baixos niveis alimentares nestas fases podem afeta-lo
negativamente, como resposta a um maior intervalo desmame-estro, baixa taxa de ovulagéo
e uma menor sobrevivéncia embrionéria (VAN DER BRAND et al., 2000; PATTERSON
etal., 2011). O mesmo pode ser observado de acordo com a duragéo da lactacdo e 0 manejo
durante esta fase (HUGHES & VARLEY, 1980). Dados de Koketsu & Dial (1997),
demonstraram que o tamanho da leitegada foi menor para fémeas com periodos lactacionais
inferiores a 17 dias, do que aquelas com mais de 22 dias. Desta forma, intervalos reduzidos
entre o parto e a inseminacdo sdo caracterizados pelo aumento da mortalidade embrionaria,
que compromete o tamanho da leitegada (HUGHES & VARLEY, 1980; GAUSTAD-AAS
et al., 2004) e reduz a taxa de parto (GAUSTAD-AAS et al., 2004). Ha evidéncias de que o
IDE influencia o desempenho reprodutivo subseqgiiente das matrizes. Wilson & Dewey
(1993) observaram que fémeas com IDE de 7-10 dias possuiam menos leitGes nascidos
vivos e menor taxa de parto do que aquelas que manifestaram estro entre 3-6 e 11-14 dias
apos o desmame. ObservacBes semelhantes foram realizadas por Poleze et al. (2006) onde o
tamanho da leitegada foi comprometido em fémeas multiparas para os intervalos de 0-2
dias e 6-8 dias, atribuidos a baixa taxa de ovulagdo e a baixa taxa de sobrevivéncia
embrionaria nesta categoria de fémeas. O intervalo entre a 1A e a ovulagdo (IAOV)
influencia a taxa de fecundagdo em suinos, pois 0s espermatozoides permanecem viaveis
para fecundar a populacdo de odcitos por um periodo maximo de 24 horas antes da
ovulacdo e os odcitos, por sua vez, devem ser fecundados logo apdés a ovulagcdo por

espermatozoides ja capacitados (KEMP & SOEDE, 1997). Como néo € possivel predizer o
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momento em que ocorre a ovulagédo, as matrizes acabam sendo inseminadas mais de uma
vez por estro (BORTOLOZZO et al., 2008), entretanto uma Unica inseminacgdo realizada
dentro do intervalo ideal é suficiente para um desempenho reprodutivo subsequente
satisfatorio (KEMP & SOEDE, 1997). Devido a alta varia¢do no intervalo entre o inicio do
estro e a ovulagéo, algumas das alternativas que tém sido empregadas para reduzir essa
variabilidade, é a inducdo da ovulacdo pela administracdo de horménios e o controle da
ovulagcdo com o uso da ultrassonografia (WABERSKI et al., 1994, BENNEMANN et al.,
2005). Ha especulacdes de que alguns doadores atingem melhores resultados de acordo
com o intervalo IAOV (BORTOLOZZO et al., 2008). Considerando estas informacoes,
avaliacGes a campo da fertilidade de um reprodutor podem tornar-se imprecisas, devido a
essa alta variabilidade associada as matrizes inseminadas e também as condices de
aplicacdo da técnica de 1A (FOOTE et al., 2003). Devido aos diversos fatores relacionados
ao potencial reprodutivo da fémea torna-se necessario inseminar um grande nimero de
matrizes para obter niveis significativos na avaliagdo de um reprodutor. Isso implica em
gasto de tempo, alto custo e consideravel demora na obtencdo dos resultados e durante esse
tempo podera haver mudancas significativas na fertilidade avaliada (GADEA, 2005). Com
0 objetivo de reduzir o tempo necessario para a avaliacdo, algumas alternativas tém sido
empregadas, como taxa de retorno ao estro, taxa de prenhez, coleta e avaliagdo de embrides
ap6s um namero fixo de dias p6s-IA (WABERSKI et al., 1994) ou ainda contagem de

namero de fetos apds algumas semanas de gestacdo (TARDIF et al., 1999).
2.3 Métodos in vitro para avaliacao da fertilidade do reprodutor

Um dos principais objetivos da espermatologia tem sido desenvolver métodos para
detectar correlacdo entre as caracteristicas espermaticas com fertilidade reduzida e tentar
simplificar o processo de avaliacdo e sele¢do dos reprodutores (RUIZ-SANCHEZ et al.,
2006; BROEKHUIJSE et al., 2011a; DYCK et al., 2011). Entretanto, grande parte das
correlagdes tem sido de baixa repetibilidade e aplicabilidade, atribuido ao fato de que a
maioria dos testes ndo permite a analise simultanea de todas as caracteristicas espermaticas
essenciais para a fecundacao.

A seguir (Tabela 1) estdo descritas as técnicas e os resultados de estudos nos quais

diversas caracteristicas espermaticas ou respostas da interacdo espermatozoide-o6cito tém
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sido investigadas como possiveis estimadores da fertilidade in vivo. De acordo com o0s

resultados, também estdo considerados os principais fatores que podem interferir na

exatidao das avaliacdes, e consequente prejuizo para o valor preditivo da fertilidade.

Tabela 1: Resultados de testes in vitro na estimativa da fertilidade in vivo

Técnica Principio Resultados Consideracoes
Capacidade da Discrimina ejaculados de
membrana menor e maior fertilidade, mas

Integridade  espermética Correlacdo positiva com TNR ou NT em ndo os de fertilidade sub6tima
da impediroundo  sémen armazenado por sete dias (Juonala et  (Gadea et al., 1998)
Membrana  aentrada de al., 1998; Sutkeviciene et al., 2005) Avalia a viabilidade
determinados espermatica, mas nédo a
] CoraNeS funcionalidade (Gadea, 2005).
Funcionalidade  Correlacionado positivamente com NT e TP .
A i Testes simples, baratos e de
Resisténcia  damembranae  (Gadea et al., 1998; Perez-Llano et al., facil execucio (Gadea, 2005)
(ORT) e percentual de 2001). ¢ ' '
Estresse acrossomas Ejaculados com maior resisténcia L .
o - : o Discrimina os ejaculados de
Osmaético intactos em hiposmética apresentaram melhores . o
(HOS) resposta a uma resultados de TP, mas sem efeito no NT ou menor € maior _fertllldadP:, mas
x . ’ n&o os de fertilidade subdtima
solucéo sem diferenca entre os machos (Druart et al.,
X - (Gadea et al., 1998)
____________________ hiposmotica _  2009)
Estrutura Pouco sensitivo e de baixo
Desnaturacdo acima de 2,1% afeta potencial na identificacdo de
anormal de . . s
Integridade  cromatina é negativamente NT (Boe-Hansen et al., ejaculados sub-férteis
da mais suscetivel 2008). (Evenson et al., 1994;
. N x Correlacéo positiva de estabilidade da Waberski et al., 2011b)
Cromatina & desnaturacéo

Capacitacao
e Reacéo
Acrossdmica
(RA)

in situ induzida
pelo pH baixo

Identificacéo de
alteracGes no
acrossoma com
corantes
fluorescentes

cromatina com TP, mas ndo com NT
(Tsakmakidis et al., 2010)

Maior NT foi associado com menor
ocorréncia de RA precoce (Holt et al., 1997)
N&o houve correlacdo direta entre o
percentual de espermatozoides com RA e
TC ou NT (Holt et al., 1997)

Machos sub-férteis variaram mais na
resposta as condicOes de capacitagdo do que
os machos férteis (Petrunkina et al., 2005).
NUmero de espermatozoides capacitados
correlacionado positivamente com NT.
Correlacdo negativa da TP com percentual
de RA. (Ohetal., 2010).

Técnica de dificil aplicagdo
rotineira (Tsakmakidis et al.,

Resultados contraditérios no
estabelecimento de limites
inferiores ou superiores na
resposta ao teste para a
determinacéo da fertilidade
dos reprodutores (Petrunkina
et al., 2005; Oh et al., 2010).

Teste simples, barato e preciso
(Oh et al., 2010)

TNR= taxa de ndo retorno; NT= numero total de leitdes nascidos; TP= taxa de parto; TC= taxa de concep¢do; ZP=

zona peldcida
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Tabela 1: Resultados de testes in vitro na estimativa da fertilidade in vivo (continuacao)

Técnica Principio Resultados Consideracoes
Resultados da FIV ndo foram relacionados
com NT (, Xu et al., 1998; Popwell & levado e d
Flowers, 2004) Custo elevado e demora na
Correla ’éo ositiva entre percentual de execucao.
N &0 p P . Comparac@es entre estudos
L Mimetiza as espermatozoides com alta capacidade de L
Ligacdo a ZP, . ~ T ; e o controle da variagdo de
~ interagdes que ligacdo a proteinas da ZP e percentual de e x
Penetracao o L dificil execucao.
. ocorrem entre 0s odcitos fecundados in vivo (Harkema et al., x
de Odcitos e g, Apresentam correlacao
~ gametas femininos ~ 2004) o L
Fecundacao O x Lo . com fertilidade in vivo,
S e masculinos in A taxa de formacg&o do prd-nucleo masculino
in vitro (FIV) . . -, - o sobretudo quando machos
vivo. foi a variavel que mais contribuiu na com arande variacio de
variacdo da TP (Ruiz-Sanchez et al., 2006). 19 varlaca
~ N ; fertilidade séo avaliados
N&o houve correlacdo entre a capacidade de (Bernardi, 2008; Corcini et
ligacdo competitiva a ZP e NT resultantes de al 2011)’ '
____________________________________________ IA heterospérmica (Collinsetal., 2008) """~
Reflete capacidade = NEA permitiu identificar reprodutor com
NGmero de de deslocamento no  maior participacdo no nimero de leitdes
Espermatozoi trato reprodutivo nascidos a partir de |A heterospérmica
P des feminino, (Stahlberg et al., 2000)
ACESSOrios reconhecimento, NEA néo diferiu entre machos com maior e
(NEA) ligagéo e menor capacidade de ligagéo & ZP e néo foi
penetracdo parcial correlacionado com o percentual de odcitos
____________________ dazp _ __________ _fecundados (Harkemaetal,2004).
Proteinas do plasma migssszt?gsosz:;oestimar a
seminal NT tiveram correlagdo negativa com a o para
L . . x fertilidade atraves de
Marcadores identificadas como  proteina PSP-1. Tendéncia de correlacdo marcadores moleculares de
Moleculares  potenciais positiva da TP com a proteina GPX5 (Novak roteinas olasmaticas
marcadores da etal., 2010). P P .
fertilidade (Novak et al., 2010; Dyck

etal., 2011).

TNR= taxa de ndo retorno; NT= nimero total de leitdes nascidos; TP= taxa de parto; TC= taxa de concepgdo; ZP=

zona peldcida

Outro estudo com teste in vitro na tentativa de avaliar a fertilidade in vivo foi

realizado através do teste de ligacdo dos espermatozoides a explantes ou células do oviduto

(PETRUNKINA et al., 2007). Espermatozoides com acrossoma intacto e ndo capacitado

sdo capazes de aderir a suspensao de células de oviduto livre ou explante de tecido tubérico,

enquanto que o0s espermatozoides j& capacitados apresentam adesdo reduzida. Menor

capacidade de adesd@o foi observada nos espermatozoides de quatro dos cinco machos de

subfertilidade conhecida, o que abre a possibilidade de utilizagcdo de ensaios de ligagédo

espermatozoide-oviduto como ferramenta para a avaliacdo da fertilidade de machos
(WABERSKI et al., 2006).
Uma das raz6es na dificuldade de encontrar um Unico teste para a predigcdo exata da

fertilidade reside no fato de que a maioria dos testes ou avaliagfes ndo permite a analise

simultdnea de todas as caracteristicas espermaticas essenciais para a fecundacao, estando
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mais relacionados com um dos eventos responsaveis pelo potencial fecundante dos
espermatozoides (BERNARDI et al., 2008; CORCINI et al., 2011). Além disto, as relacdes
entre as caracteristicas seminais e a fertilidade podem variar entre os machos, mostrando
que um determinado aspecto seminal que € um bom preditor da fertilidade para um
determinado macho, pode ndo ser para os outros. Por isso, a inclusdo de diversas variaveis
espermaticas tem sido considerada mais adequada para a discrimina¢do do potencial de
fertilidade dos machos (CORCINI et al., 2011). Analises multivariadas ajudam a melhor
discriminar o potencial de fertilidade porque combinam informacdes de diversos atributos
espermaticos (GADEA, 2005).

2.4 Métodos in vivo para avaliacdo da fertilidade do reprodutor

Sabe-se que o tamanho da leitegada pode variar entre cachacos quando o mesmo
numero de espermatozoides é empregado na dose (FLOWERS, 2002). De acordo com
Foxcroft et al. (2008), esta informacdo permite comparar o potencial reprodutivo de
cachagos submetidos a uma avaliagdo in vivo. Nesta metodologia comparam-se 0S
resultados referentes a taxa de parto e ao ndmero de nascidos totais entre diferentes
cachacos submetidos ao mesmo protocolo de inseminacdo artificial e critério de avaliacdo
laboratorial do ejaculado. Dados de Foxcroft et al. (2010) demonstraram que a média de
nascidos totais de 31 reprodutores foi de 12,26 leitbes, entretanto quando foi removido da
analise todos os reprodutores com resultados abaixo da média da populacdo (= 9
reprodutores), a média de nascidos totais foi para 13,29 leitbes. Em um experimento
realizado pelos mesmos autores, foi observado que dois reprodutores quando utilizados em
pool de sémen apresentavam bons resultados na sobrevivéncia embrionaria e no numero de
embrides viaveis aos 30 dias de gestacdo. Entretanto, em IA homospéermica com dois
bilhdes de espermatozoides, pode ser observado que um deles apresentou uma melhora de
2,5 no nimero de embrides viaveis aos 30 dias de gestacdo e de 15% na sobrevivéncia
embrionaria. AvaliagBes in vivo, utilizando doses inseminantes com 2 e 3 x 10°
espermatozoides verificaram que a reducdo no numero de espermatozoides ndo afetou a
taxa de parto, porém ocorreu reducdo no tamanho da leitegada, indicando que essa é mais
sensivel a mudancas na populacdo espermatica (XU et al., 1998; ALM et al., 2006). Ruiz-

Sanchez et al. (2006) realizaram um estudo comparativo entre a motilidade espermatica nos
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dias 3, 7 e 10 e a fertilidade dos machos. Uma correlagdo positiva foi encontrada entre a
motilidade do dia 7, com a taxa de parto e o tamanho da leitegada, e entre a motilidade do
dia 10 com a taxa de prenhez.

Para minimizar o efeito da variabilidade individual (FOOTE et al., 2003; GADEA,
2005), a criacdo e manutencdo de um amplo banco de dados que contenha informacdes do
ejaculado e resultados de fertilidade in vivo, foi sugerido por Broekhuijse et al. (2011b).
Este banco de dados permitiria a relacdo das caracteristicas espermaticas com o
desempenho reprodutivo dos cachacos, e a variabilidade seria minimizada pelo grande
nimero de fémeas inseminadas e de ejaculados avaliados. Além disso, um teste
heterospérmico foi sugerido por Gadea (2005) e se baseia na insemina¢do com o mesmo
numero de espermatozoides provenientes de dois machos. Segundo o autor, é gerada uma
competicdo natural e os espermatozoides mais capazes irdo fertilizar os odcitos e produzir
maior numero de leitdes. Resultados provenientes do uso de procedimentos
heterospérmicos (EVENSON et al., 1994; STAHLBERG et al., 2000; FOXCROFT et al.,
2008; FERREIRA et al., 2011) indicam que a variacdo na fertilidade de cachacos € grande
e esta pratica elimina fatores conflitantes, como fertilidade da fémea, estacdo do ano,
nutricdo e praticas de manejo (FOOTE et al., 2003). De acordo com Gadea (2005), esse
procedimento reduziria o ndmero de fémeas inseminadas, entretanto os resultados de
indices de fertilidade individuais dos cachacos, como o tamanho da leitegada, ficariam
limitados (FLOWERS, 2002). Além disso, a identificacdo da paternidade e o uso de um
método confiavel para isso, através de caracteristicas fenotipicas (cor do pélo, grupo
sanguineo, isoenzimas, etc) ou marcadores de polimorfismo nuclear é imprescindivel
tornando essa técnica limitada para uso rotineiro (STAHLBERG et al., 2000).

Em relacdo a metodologia de avaliacdo in vitro, ndo ha ainda métodos simples e
rapidos que sejam adequados para uso rotineiro na CIA para a identificacdo dos machos ou
ejaculados subferteis (BERNARDI, 2008, FOXCROFT et al., 2010). A dificuldade tem
sido atribuida as diferencas no procedimento aplicado, como o pequeno nimero de fémeas
inseminadas por macho ou de ejaculados avaliados, o método de avaliagdo da motilidade
espermatica, protocolos de IA, entre outros. Além disso, também sdo atribuidas as
diferencas relacionadas as subpopulacdes espermaticas que compdem o ejaculado
(BRAUNDMEIER & MILLER, 2001), no que se referem aos atributos tais como
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motilidade e morfologia, bem como a capacidade dos espermatozoides em manter a
fertilidade ao longo do tempo, frente ao manuseio do processamento e exposicdo a
diferentes estimulos, durante o transporte no trato genital feminino, ou durante a
fecundagdo (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2006).

Independente do tipo de analise realizada, a avaliagdo in vivo, associada ou nédo a
técnicas de avaliagdo in vitro, embora com demora na execuc¢do e custo alto, melhor prediz
a real capacidade fecundante dos machos (BERNARDI, 2008). O real desempenho
reprodutivo de um cachaco pode ser facilmente identificado quando fémeas sao
inseminadas com doses homospérmicas e menor numero total de células espermaéticas
inseminadas por estro (FOXCROFT et al., 2010). A adocéo de protocolos de inseminacgéo a
cada 24 horas ou a reducdo do nimero de espermatozoides na dose sdo medidas que ndo
permitem mascarar os reprodutores de fertilidade sub6tima devido a reducdo no nimero de
células espermaticas disponiveis para fecundacdo, ndo havendo o efeito compensatorio
(BRAUNDMEIER & MILLER, 2001; FOXCROFT et al., 2010).

2.5 Aplicacgbes do sistema CASA para avaliacdo da fertilidade do reprodutor

Considerando que a motilidade espermatica € um dos mais importantes aspectos
relacionados a qualidade do ejaculado, torna-se crucial a acurdcia e a precisdo desta
avaliacdo (TARDIF et al.,, 1999; GIL et al.,, 2009; BROEKHUIJSE et al., 2011c).
Tradicionalmente em CIA, a avaliagdo da motilidade € realizada microscopicamente por
um técnico que estima, pela avaliacdo visual, o percentual de células méveis de um
ejaculado (BROEKHUIJSE et al., 2011c). No entanto, essa pratica torna-se subjetiva e nao
padronizada, pois depende do grau de instrucdo e treinamento do avaliador (GADEA et al.,
2004, FOXCROFT et al., 2008). Devido a grande variacdo individual, correlagdes
significativas entre a motilidade espermatica avaliada de forma subjetiva e os resultados de
fertilidade in vivo sdo infrequentes (GADEA et al., 1998, JUONALA et al., 1998; RUIZ-
SANCHEZ et al., 2006). O sistema CASA tem sido uma ferramenta disponivel para
aplicacdo comercial, devido a sua capacidade de realizar uma avaliacdo espermatica
objetiva e automatizada, incluindo diversas caracteristicas de deslocamento, morfologia e
concentracdo espermatica, por captacdo de imagens digitalizadas (HANSEN et al., 2006;

BROEKHUIJSE et al., 2011c), entretanto esta intimamente relacionada com a capacitacao
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e habilidade técnica do operador (FEITSMA et al.,, 2011). Retrospectivamente essas
caracteristicas poderdo ser correlacionadas com a fertilidade individual de um reprodutor
(DIDION, 2008), embora existam poucos estudos realizados (VYT et al., 2008; DIDION,
2008; BROEKHUIJSE et al., 2011a). O sistema CASA avalia diversas caracteristicas de
deslocamento espermaético, entre estas, a motilidade progressiva, a velocidade média da
trajetoria (VAP), a velocidade linear progressiva (VSL) que é a velocidade media em
funcdo da linha reta estabelecida entre o primeiro e o Gltimo ponto da trajetoria do
espermatozdide, a velocidade curvilinea (VCL) que é a velocidade da trajetoria real do
espermatozdide, a frequéncia do batimento flagelar cruzado (BCF) que é o nUmero de vezes
que a cabeca do espermatozoide cruza a direcdo do movimento e a amplitude do
deslocamento lateral da cabeca espermatica (ALH) que é a amplitude do deslocamento
médio da cabeca do espermatozdide em sua trajetoria real, entre outros. Entretanto, pouco é
conhecido se alguns destes parametros estdo envolvidos com o processo de fecundacéo
(DIDION, 2008). Sabe-se que BCF, juntamente com ALH e VCL séo parametros
indicativos do vigor espermatico (GIL et al.,, 2009) e sdo mais proeminentes em
espermatozoides ja capacitados e hiperativos. Entretanto, as correlacdes entre ALH e VCL
e 0s espermatozoides capacitados ndo foram significativas em um estudo conduzido por Oh
et al. (2010). De acordo com um recente estudo realizado por Broekhuijse et al. (2011a), foi
possivel identificar parametros espermaticos avaliados pelo sistema CASA relacionados
com a fertilidade do reprodutor. Este estudo revelou um efeito positivo significativo do
percentual de motilidade progressiva e um efeito negativo do VCL e BCF com a taxa de
parto. Por outro lado, o nimero de leitbes nascidos totais foi afetado positivamente pelo
percentual da motilidade total e VAP e negativamente pelo VSL e o ALH. Entretanto,
outros estudos ndo tém encontrado associagdo entre parametros espermaticos avaliados pelo
sistema CASA e a fertilidade de machos suinos (DIDION, 2008). De acordo com Vyt et al.
(2008) o percentual de motilidade espermatica total avaliado pelo sistema CASA teve um
efeito positivo no tamanho da leitegada e no nimero de leitdes nascidos vivos, entretanto
nenhum outro parametro avaliado foi relacionado. No entanto, mudancgas na velocidade
espermatica durante o periodo de incubacdo in vitro explicaram 20% da variagdo no
tamanho da leitegada (HOLT et al., 1997). Conforme discutido, recentes estudos tém

buscado associacdo entre os parametros avaliados pelo sistema CASA e a fertilidade in
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vivo. Cabe ressaltar que as configuragfes (ponto de corte) das varidveis analisadas irdo
divergir entre os diferentes sistemas CASA disponiveis no mercado, sendo necessario
avaliar com cautela os resultados apresentados (BROEKHUIJSE et al., 2011a;
ECHEGARAY et al., 2011). Entretanto, alguns procedimentos adotados nas CIAs como o
uso de pool de sémen, alto nimero de espermatozoides na DI ou uma alta taxa de reposi¢do
de machos, tornam os estudos nesta &rea de baixa aplicabilidade e repetibilidade e pouco da
variabilidade podera ser explicada pelos testes in vitro ou parametros espermaticos
avaliados pelo sistema CASA (RODRIGUEZ et al., 2011).
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Abstract

The application of new methods for measuring certain sperm motion characteristics and their
association with boar fertility has recently increased. Computer-assisted semen analysis (CASA) offers
standardized assessment of multiple sperm motion parameters and it is plausible that the combination of
these parameters with morphological sperm defects may indicate the fertility potential of boars. The
fertility outcome (farrowing rate - FR and number of total piglets born - TB) of 14 boars was obtained
from a field trial conducted on a commercial farm using multiparous sows through single sire mating with
two billion motile sperm cells per Al dose. Sows (n= 948) were equally distributed among boars according
to parity, mean lifetime number of piglets born, body condition score, weaning-to-estrus interval, lactation
length and number of weaned piglets during 10 weeks of breeding period. Sperm motion parameters,
which evaluated with CASA system in natura and on semen stored at 17°C for 240h, in addition to
morphological sperm defects, measured on the collection day, were included in the analysis to determine
which semen traits were important to discriminate the fertility potential of ejaculates from these boars.
The data underwent multivariate cluster, canonical and discriminant analyses. Four clusters of boars were
formed based on fertility outcome. One boar, with the lowest FR and TB values (89.7% and 11.98), and
two boars, with the highest FR and TB values (97.8% and 14.16), were placed in different clusters. The
other boars were separated in two distinct clusters (4 and 7 boars), including boars with intermediate TB
(12.64 and 13.22) but divergent values for FR (95.9% vs. 91.8%). Canonical analysis was able to separate

the individual ejaculates into the previously clustered boars. A better separation was shown between the
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lowest fertility group and the others. Semen traits with higher discriminatory power included total
motility, progressive motility, amplitude of lateral head displacement, analyzed during semen storage, and
sperm morphological defects such as cytoplasmatic droplets. The multivariate discriminant analysis
showed that more than 80% of the 140 ejaculates were correctly classified into their own group.
Multivariate analysis may be an efficient statistical tool to improve the discrimination of potential fertility
of boars.

Keywords: boar, computer-assisted semen analysis, fertility, sperm defects, sperm motility.

1. Introduction

Understanding the association of specific sperm motion characteristics with boar fertility has the
potential to improve Al center efficiency by identification of less fertile ejaculates. However, a
relationship between sperm attributes and in vivo fertility in boars whose semen guality meets the normal
criteria for extension and use for Al (>70% motility and <30% abnormal sperm cells) is controversial and
remains the subject of considerable debate [1-3].

Motility and morphology in semen evaluations are crucial to guarantee the production of high
quality insemination doses and, in some studies, they have showed significant correlations with farrowing
rate or litter size [2, 4-7]. Nevertheless, the use of a high number of sperm cells and the subjective motility
evaluation are among the factors limiting the ability of establishing when a boar has an intermediate or
high fertility potential based on compensatory sperm attributes. To partially address this problem, the
application of computer-assisted semen analysis (CASA) enhances the accuracy and standardization of
semen motility assessment as well as the estimation of ejaculate concentration which allows the use of a
lower number of sperm cells per Al dose [8-10].

Keeping high fertility sires to be used with lower amount of sperm cells per dose without any loss
in sow productivity can have a significant economic benefit for the swine industry [11]. The use of
multivariate analysis to discriminate potential fertility has been suggested by some authors [12,13]
because it allows combining different characteristics of spermatozoa in a single analysis. In addition,
canonical statistical analysis can be used to transform several sperm variables into a reduced set of new
variables, which are characterized by being uncorrelated and retaining as much of the information in the
original variables as possible [14]. The CASA system has applications at the commercial level due to its
ability to objectively identify sperm motions patterns and morphology [8,10,15], which may be included

in multivariate analysis and associated with individual male fertility.
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The aim of the present study was to associate sperm anomalies and sperm motion traits, analyzed
by computer-assisted system (CASA) during liquid semen storage, with fertility outcome through

multivariate analysis.

2. Material and methods

2.1. Local, animals, housing and feeding

The experiment was carried out on a commercial swine farm of 5500 sows and on its own boar
stud located in southern Brazil, state of Santa Catarina, from April through to October 2011.

Fourteen working terminal sires (Pietran x Duroc x Large White x Landrace) PIC® genotypes
(PIC, Hendersonville, TN, USA) from the same boar stud were used. They were 11.3 + 1.0 months of age
at start of the experiment and were housed in individual crates in an environmentally controlled building.
The average temperature was 18.6°C (15.8°C and 22.1°C for average minimum and maximum
temperatures, respectively). They were given ad libitum access to water and fed a corn-soybean diet (15%
crude protein, 0.55% digestible lysine and 3300 kcal metabolizable energy).

A total of 948 crossbred sows (Landrace x White Duroc) PIC® genotypes (PIC, Hendersonville,
TN, USA) were bred and maintained in individual crates during breeding, gestation and farrowing.
Environmental temperature control was based on curtain management. Sows were provided ad libitum
access to water and fed corn-soybean diets (16.8% crude protein, 0.75% digestible lysine and 3300 kcal
metabolizable energy) formulated to meet their specific nutritional needs [16] during breeding, gestation

and lactation.

2.2. Semen collection and processing

Semen collection and breeding period began in April and ended in June, over a ten week period.
The entire ejaculate from each boar was collected by the same experienced operator using the glove-hand
technique [17] once per week (on average 6.0 = 1.2 days of interval). A total of ten ejaculates from each
boar was collected and processed. Each ejaculate was collected in a pre-warmed (38°C) plastic bag
(Minittib GmbH, Tiefenbach, Germany) and filtered to remove the gel fraction. The weight of the entire
ejaculate was recorded to calculate the total number of Al doses produced. The motility score of ejaculate

and concentration were obtained using CASA system (Sperm Vision® 3.7 Minitiib GmbH, Tiefenbach,
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Germany) at room temperature (£ 22°C). After semen assessment, the ejaculate was diluted 1:1 with
Beltsville Thawing Solution (BTS® Minitiib GmbH, Tiefenbach, Germany) extender at 34°C within 10
min of collection. Semen doses were prepared to contain 2.0 billion of viable spermatozoa (based on the
percentage of motile cells) in a total volume of 80 mL BTS, placed in sealed airtight plastic tubes. Within
120 min after final dilution the Al doses were stored in an acclimatized area (17°C *+ 1.2°C) and used
within two days of collection. One Al dose was kept on the boar stud and stored at 17°C for further sperm

motility traits examination.

2.3. CASA and sperm morphology assessment

Semen motility traits were analyzed in a computer-assisted semen analyzer (Sperm Vision® 3.7
Minitib GmbH, Tiefenbach, Germany) on the day of collection (in natura — 0 h) and at 24, 48, 72, 168
and 240 h of semen storage at 17°C.

The following motility traits, evaluated on a total of 140 ejaculates, were included in the study:
ALH - amplitude of lateral head displacement (um), defined as the maximum of the measured width of the
head oscillation as the sperm cells swam; BCF - beat cross frequency (Hz), defined as the frequency with
which the actual track crossed the smoothed track in either direction; MOT - motility percentage of sperm
>2.5 um; DSL - distance sperm travels in a straight line (um); PROG - progressive forward motility (%
sperm >4.5 um DSL); VAP - velocity average path (um/s), defined as the average velocity over the
smoothed cell path; VCL - velocity curved line (um/s), defined as the average velocity measured over the
actual point-to-point track followed by the cell, and VSL - velocity straight line (um/s), defined as the
average velocity measured in a straight line from the beginning to the end of the track.

The semen sample preparation was performed in an eppendorf® tube using an electronic mixing
pipette for dilution rate of 1:9 (90 pL of raw semen plus 810 pL of pre-warmed extender) after mixing the
ejaculate thoroughly by rotating it at least five times in the collection bag. CASA assessment was
performed with Leja-4 standardized counting chambers depth of 20 um (Leja, 4 chamber counting slides,
Leja Products B.V.), according to the method described in the accompanying manual (Sperm Vision 3.7
Manual). Both Sperm Vision® 3.7 and Leja-4 slides were pre-warmed at 38°C and samples were single
analyzed (one chamber filled, one sample analyzed). The Leja counting slides were filled in a single step
with a pipette set at 3 uL, no pressure was used (capillary flow of chamber) and filling stopped when the
chamber was completely filled. Immediately after, eight fields along the center line per slide were

analyzed at 200x magnification and number of cells counted ranged from 80 to 160 cells per field. The
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analyses were accepted when the coefficient of variation between field concentrations (total number of
counted cells per field) was lower than 15%.

From 24 to 240 h of semen storage, CASA motion parameters described above were evaluated by
using a 3 pL drop from a 1 mL doses sample, pre-warmed at 38°C during at least 5 min and a maximum of
10 min. The 3 pL drop was placed on a pre-warmed glass slide and completely covered and spread with a
pre-warmed cover slip (18 x 18 mm). The evaluation started immediately and eight fields per slide were
analyzed at 200x magnification. All particles (droplets, spots, dirt, etc) identified as sperm heads by
CASA were deleted as these could lead to incorrect parameter estimation. The mean of the eight
microscopical fields was used for statistical analysis.

Software settings recommended by Minitiib GmbH for progressive motile cells were adjusted for
the cut-off values of DSL. The settings were: image capture by 60 frames per second, cell detection with
minimum cell size of 20um and maximum of 120um, the cut-off for progressive cells was DSL >4.5um;
for local cells was DSL<4.5 um and slow cells were recorded as static when average orientation change
was <2.5 um.

On each day of collection, two hundred sperm cells were classified according to sperm
morphology: normal, attached proximal cytoplasmic droplets (PCD), distal cytoplasmic droplets (DCD),
folded tail, coiled tail and others defects (abnormal head, acrosome or midpiece) under phase contrast
microscopy at 1000x magnification [18]. Ten sperm morphology evaluations (one ejaculate per boar per

week) were performed during the experimental period.

2.4. Fertility data

The fertility study was conducted on a commercial farm using sows with two to five previous
parities and wean to estrus interval (WEI) from 3 to 6 days. After weaning, estrus was checked daily in the
morning with the presence of a mature teaser boar. Occurrence of estrus was defined by the standing
reflex in front of a boar (back pressure test). Sows bred were equally distributed among boars according to
parity, mean lifetime number of piglets born, body condition score (BCS), WEI, lactation length and
weaned piglets. Sows were bred by single sire mating through intra-cervical semen deposition with
disposable Al catheters. Insemination took place immediately after estrus onset and was repeated at
intervals of 24 h with each sow receiving two or three inseminations (an average of 2.6 + 0.4 doses per
estrus). All first inseminations used fresh diluted semen and the following inseminations were performed
with semen stored at 17°C for 24h or 48h depending on the number of semen doses used on each sow
bred.
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The average number of sows bred per boar was 67.7 + 0.99. The farrowing period began in July
and ended in October. At farrowing, numbers of total born (TB) piglets, including piglets born alive, dead
piglets and mummified fetuses were recorded. Data concerning farrowing rate (FR) and TB were captured

from production records.

2.5. Statistical analysis

All the statistical analyses were carried out using the Statistical Analysis System software, version
9.2 (SAS®, 2005).

Seminal motility traits evaluated by CASA were analyzed as repeated measures with the MIXED
procedure and ejaculates from each individual boar were considered as experimental units. Groups of
boars, ejaculate (week of study), moment of in vitro evaluation and the interaction between these factors
were included in the statistical model as fixed effects. Differences among groups of boars for
morphological semen traits, FR and TB were analyzed with GLM procedure in a model including fixed
effects of boar groups and week of semen collection. Number of semen doses per estrus, lactation length,
number of weaned piglets and parity order were not significant as covariates whereas WEI and mean
lifetime number of piglets born were maintained as covariates in the model used to analyze TB. The
groups (LSmeans) were compared using the Tukey-Kramer test with a 5% probability level for statistical
significance.

A cluster analysis (CLUSTER procedure) was performed to determine which boars could be
clustered into groups based on their fertility outcome (FR and TB). Multivariate analysis was used to
verify the discriminatory capacity of semen traits for the separation of these groups. A canonical analysis
(PROC CANDISC) was used to find linear combinations of the quantitative variables that best
summarized the differences among the groups of boars. The variables MOT, PROG and ALH for all the in
vitro storage moments were included in the canonical analysis. Average values for BCF, VAP, VCL and
VSL were used, considering all the moments of semen storage, as these characteristics did not
differentiate over the storage period nor were they influenced by the interaction of storage time with the
groups of boars. For the morphological traits, TAIL variable was considered the sum of folded and coiled
tail defects. Defects with a percentage lower than 1% (acrosome, head and midpiece defects) were not
included in the analysis. The DISCRIM procedure was used to predict the cluster to which a given
ejaculate belongs and STEPDISC was used to select subsets of variables which best discriminate the

groups of boars in group-by-group comparisons.
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3. Results

Sows used were similar among boars for the following characteristics (mean = SD): 4.4 + 1.1
parities; 3.0 £ 0.2 points of BCS; 12.4 + 1.7 lifetime piglets born; 10.3 + 1.7 weaned piglets, 22.3 + 1.3
days of lactation length and 4.1 + 0.6 days of WEI. Overall, mean values of TB and FR were 13.1 + 1.4
and 93.4% + 10.8, respectively (Table 1).

A tree diagram (Figure 1) was obtained from the cluster analysis of the distances between boars
which was based on the fertility outcome (FR and TB). Four distinct clusters were formed: Group 1 (boar
B); Group 2 (boars F, G, I and N); Group 3 (boars A, D, E, H, J, K and M) and Group 4 (boars C and L).
The separation into these four groups is better illustrated in Table 2, where Group 1 has low values for
both FR and TB and group 4 has both high FR and TB. Group 2 has a higher FR than Group 3 but a lower
TB number (P < 0.05).

The first canonical variable identifies ejaculates with higher MOT24-240, PROG24-240 and TAIL
but also with lower ALHO0-168, MEANVCL and MEANVAP (Figure 2). On the other hand the second
canonical variable allows the identification of groups based on high MOTO0, PROGO, ALH168, PCD,
MEANBCF, MEANVAP, MEANVCL and MEANVSL, but low DCD and TAIL.

The first two canonical variables explained 85% of the total variation, with the first explaining
49%. A very well defined separation of Group 1 can be seen in the graphical representation of canonical
means for groups of boars and canonical function for ejaculates (Figure 3). Group 2 also appears well
separated from the others, although some ejaculates of this group are overlapping with those of Groups 3
or 4. Ejaculates from Groups 3 and 4 are poorly separated showing a higher degree of overlapping.

The results of the discriminant analysis between all groups showed that 8 traits (MOTO0, MOT24,
MOT240, ALH24, MEANVCL, PCD, DCD and TAIL) explained more than 10% of group variation each.
A group by group discriminant comparison with semen traits explaining the separation of groups is shown
in Table 3. Those with R? greater than 10% were considered as having a higher discriminatory power.
From a total of 6 comparisons, the higher contribution of seminal motility traits to the discrimination of
boar groups was observed with MOT (13) followed by ALH (9) and PROG (4). Taking into account the
moments of semen evaluation, the traits with a higher occurrence were MOT24 (5), followed by MOTO
(3), MOT240 (3) and ALH24 (3). MEANBCF, MEANVCL AND MEANVSL appeared twice each. PCD,
DCD and TAIL appeared as discriminatory variables in 4, 3 and 1 comparisons, respectively.

Morphological and motility semen traits were used to classify the ejaculates into groups. In
general, more than 80% of the ejaculates were correctly classified in their own group with the best

definition for group 1 (Table 4).
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There was effect neither of the week of semen collection nor interaction between groups of boars
and week of semen collection for BCF, VAP, VCL and VSL. The variables MOT, PROG and ALH were
influenced by the Interaction between groups of boars and week of semen collection (Table 5).

4, Discussion

Several studies have been performed to identify the relative fertility of boars relating it to semen
attributes using different statistical models. In some, boars or ejaculates are grouped based on mean value
of TB or FR to better associate fertility with semen traits [1,15,19,20]. In the present study, boars were
initially clustered according to their fertility outcome and, subsequently, sperm traits, which were
analyzed on both fresh and stored semen, were included in canonical and discriminant analyses to
determine if boars belonged to previously defined groups and which semen traits were the most
appropriate to differentiate them. This provides a new approach to associate boar fertility with sperm
attributes using multivariate discriminant analysis, which has been used to study subpopulations of boar
[12] and ram [21] sperm cells and also to investigate the association of several motility traits analyzed by
CASA system with sperm morphometry [14].

Approximately 15-20% of boars tested for fertility can be identified as less fertile compared to
mean values of a particular boar population [Foxcroft, personal communication]. Four clusters were
formed for the 14 evaluated boars. One boar, with the lowest FR and TB values, and two boars, with the
highest FR and TB values, were placed in different clusters. The other boars were separated in two distinct
clusters (4 and 7 boars), including boars with intermediate TB but divergent values for FR (high or low).
This finding shows that not always high FR will be associated to high number of TB [1,22] being thus
important include both parameters in fertility evaluation.

One problem when assessing male fertility is that too few males possessing a sufficiently wide
range of fertility are simultaneously studied [23] and ejaculates are previously selected to meet normal
industry standards so decreasing their variability. Although boars evaluated in this study showed a
relatively narrow fertility range, the statistical approach used separated well the boar with the lowest FR
and TB (boar B). Differences of 8.1% in FR (89.7% to 97.8%) and of 2.2 born piglets (11.98 to 14.16)
between the least and most fertile boars was revealed, showing that an ability to predict and exclude boars
such as boar B could have an economic impact on production efficiency.

Although low correlation coefficients have been reported for the association between sperm
motility and fertility [1,15,24], this trait has been considered an important contributor to farrowing rate

and number of piglets born in some studies [6,7,25]. Furthermore, Hirai et al [20] observed higher motility
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(93.2% vs. 80.9%) in boars with a litter size >10 compared with boars with a smaller litter size. In the
present study, motility was the most important contributor for the discrimination of boar fertility.
Although MOTO or MOT24 contributed to the discrimination of boars, it is important to notice that
MOT?240 appeared as a discriminant variable in all comparisons between the less fertile group and the
other groups. In a recent study conducted by Broekhuijse et al [24], the variation in FR and TNB was only
minimally (4%) explained by fresh sperm motility assessed subjectively. Conversely, sperm motility
evaluated at days 7 or 10 of storage seems to be a practical approach for identifying relative boar fertility
[6]. Indeed, sperm motility analyzed at seven days of storage has been significantly correlated to non
return rate, farrowing rate or total piglets born when objective [15,26] or subjective [6] measurements
were performed.

Progressive motility appeared as an important semen trait to separate some of the groups,
corroborating with the observation that progressive motility analyzed in extended fresh semen was
positively correlated to the farrowing rate [7]. However, it did not correlate with fertility or with any other
motility parameters in other studies [8,15]. Although progressive motility is associated with membrane
integrity and metabolic status [27], controversial results regarding the association of this parameter with
fertility can be explained by the fact that boar spermatozoa are ineffective "anaerobes" and under
anaerobic conditions they show only vibratory or oscillatory movements instead of progressive motility
[26]. In addition, when ordinary glass slides are used, boar spermatozoa tend to adhere to glass reducing
their forward motility [15].

Changes observed for BCF, ALH and VCL under in vitro capaciting conditions could be related to
sperm hyperactivation that occurs in vivo and favors the penetration of oocyte [28,29]. Higher ALH is
required during sperm capacitation to penetrate the oocytes [13] and, apparently, it increases greatly in
hyperactive spermatozoa [14]. In this way, low values are expected, since most of the capacitation process
should occur in vivo and freshly ejaculated semen usually contains only a minor fraction of hyperactive
spermatozoa. In our study, ALH, BCF and VCL appeared as variables contributing to the variation
between groups of boars. However, controversial results have been reported regarding the association of
these characteristics with boar fertility. In the study of Didion [8], ALH, BCF and VCL were not
correlated with FR. Farrowing rate has been shown to be negatively associated with BCF [7] and VCL
[7,30] but not with ALH [7,30]. Litter size and ALH were negatively correlated in one study [7] but not in
another [30]. No correlation was previously observed between VCL and litter size [7,30].

The association of VAP or VSL with fertility has also been controversial. In our study, VAP and
VSL appeared once and twice among the variables discriminating the groups of boars. Litter size was

positively correlated with VAP and negatively correlated with VVSL in one study [7] but no significant
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correlation was observed between these variables in another study [30]. Farrowing rate was not associated
with VAP or VSL [7,30] whereas sows with higher nonreturn rates showed lower VAP values [20].

Although it is generally accepted that a boar semen ejaculate with >20-30% abnormalities cells
may compromise fertility [2,31], little is known about the influence of specific abnormalities on fertility of
boars with acceptable levels of sperm defects. In some studies [2,4-6,32] sperm defects were negatively
associated with farrowing rate or total piglets born. Furthermore, decreasing the threshold for percentage
of abnormal cells from 30% to 20% has resulted in a positive effect on fertility [32]. In our study, although
the average of normal sperm cells was greater than 81% for all boars, cytoplasmatic droplets were
important in separating most of the groups. Cytoplasmatic droplets have been usually regarded as a defect
of spermatogenesis, and sperm cells with attached droplets are sometimes considered immature [33]. Both
proximal and distal cytoplasmatic droplets can be associated with an impairment of fertility [34].
Although the mechanism by which they affect fertility is still unknown, it has been speculated that their
presence can reduce sperm interaction with the oviductal epithelium and sperm reservoir formation [35].
The assumption that litter size seems to be the most sensitive indicator when acceptable levels of sperm
defects are present [36] could be confirmed in boars of Group 2, which had the highest percentage of PCD
and the litter size compromised in spite of a high farrowing rate. Taken together, these observations
indicate that semen morphology examination should not be neglected and be regularly performed. For this
purpose, the application of automated sperm morphology analysis — ASMA [14,20] can be expected to
rise significantly.

It is important to emphasize that the present study is not looking for one or two semen traits that
will explain the differences in fertility outcome, but a composition of semen characteristics that together
can explain the variability existing between boars. Due to the many factors involved in the fertilization
process, several sperm attributes are required for successful fertilization and normal embryo development
[23,37]. Therefore, by using linear combinations of a higher number of sperm attributes in multivariate
analyses should result in a more reliable and accurate discrimination of boar fertility. Furthermore, with a
discriminant analysis it would be possible to store data of several studies in a large data set, which could
later be used to classify new cases in groups of previously known fertility. The use of large data sets was
suggested by Broekhuijse et al [38] to correlate sow fertility with boar semen quality characteristics which
allows statistical correction of the high variability in sow side. Furthermore, there are opportunities to
include other semen characteristics such as membrane integrity, chromatin integrity and acrosome status
that, combined with the studied sperm attributes, could better explain the differences of fertility among
boars.

In conclusion, sperm morphology defects and sperm motion traits analyzed by CASA in natura

and during semen storage are able to discriminate the ejaculates and classify them according to the fertility
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outcome through multivariate analysis. Sperm total motility, progressive motility, amplitude of lateral
head displacement and cytoplasmatic droplets are the sperm traits that better discriminate the fertility of
boars.



Table 1. Farrowing rate and number of total piglets born per boar

Boar Farrowing Rate (%) Total Piglets Born (LSmeans £ SEM)
A 94.3 (66/70) 13.21+0.38
B 89.7 (61/68) 11.98 £ 0.40
C 97.0 (65/67) 13.97+0.38
D 92.4 (61/66) 13.00+0.39
E 91.3 (63/69) 13.12+0.39
F 97.0 (65/67) 12.80+0.39
G 94.1 (64/68) 12.58 +0.39
H 89.7 (61/68) 13.10+0.40
I 95.5 (64/67) 12.53+0.39
J 89.6 (60/67) 13.29+0.40
K 92.6 (63/68) 13.32+0.39
L 98.5 (66/67) 14.34 +0.38
M 92.6 (63/68) 13.48 +0.39
N 97.1 (66/68) 12.66 + 0.38
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Figure 1. Tree diagram for distances between boars.



Table 2. Farrowing rate and number of total piglets born per group of boars (LSmeans

+ SEM)

Group Farrowing Rate Total Piglets Born
1 (boar B) 88.3 + 3.29b 11.9 + 0.40c

2 (boars F, G, I and N) 96.4 +1.65a 12.6 £ 0.20c

3 (boars A, D, E, H, J, K and M) 91.3+1.24b 13.2 £0.15b

4 (boars C and L) 97.9+2.33a 14.1 +0.28a

Values followed by different letters in the column are different (P < 0.05).
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Figure 2. Graphical representation of variables used in the separation of boar groups from gradual

discriminant analysis.

ALH: amplitude of lateral head displacement (um); BCF: beat cross frequency (Hz); MOT: motility
percentage of sperm >2.5 um DSL - distance sperm travels in a straight line (um); PROG: progressive
forward motility (% sperm >4.5 um DSL); VAP: velocity average path (um/s); VCL.: velocity curved line
(um/s); VSL: velocity straight line (um/s); DCD: distal cytoplasmatic droplet; PCD: proximal
cytoplasmatic droplet; TAIL: tail defects (folded + coiled). Average values considering all the moments of

semen storage were used for BCF, VAP, VCL and VSL. Numbers following the name of variables

Canonical Mean 1

represent the moments of semen evaluation in hours.



46

® Groupl O 4
O Group 2
v Group 3 OO
A Group 4 0O D
O Mean OOQQO L @)
OO 7] 8
O ®) oV x
0,4
o OAO A; v
N o v &
C f T [ ) T S 1
S 6 4 N2 @ &Ahv‘:yvy V4
° N A2 M 4
A
£‘ A AV % M vV
A v vv
¢ ® e iV vy
v \ 4
A
v
4 -
Can1

Figure 3. Standardized canonical means for groups of boars and canonical representation of individual

ejaculates of each group.



Table 3. Semen traits used to separate boar groups using discriminant analysis

Groups 2 3

1 MOT24, MEANVAP,  MOT24, TAIL, MOT?240,
ALH48, MEANVSL, ALH48, PROGO, ALHO
MEANBCEF, PCD,

DCD, MOT240

2 DCD, PCD, MOTO0, MOT?24,
PROG48, ALH24,
MEANVSL, MOT72,
ALH240, MEANVCL,

MEANBCF

MOT240,
MEANVCL, MOTO,
PROGO, MOT24,

MOT72

PCD, ALH24, DCD,
MOTO, ALH72,

ALH240, MOT?24

ALH24, PCD,

PROG72, ALH72

Variables with R? greater than 10% are in bold type.

ALH: amplitude of lateral head displacement (um); BCF: beat cross frequency (Hz); MOT:
motility percentage of sperm >2.5 um DSL - distance sperm travels in a straight line (um);
PROG: progressive forward motility (% sperm >4.5 um DSL); VAP: velocity average path
(um/s); VCL: velocity curved line (um/s); VSL: velocity straight line (um/s); DCD: distal
cytoplasmatic droplet; PCD: proximal cytoplasmatic droplet; TAIL: tail defects (folded +

coiled). Numbers following the name of variables represent the moments of semen evaluation

in hours.
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Table 4. Percentage of ejaculates classified in each group of boars

From groups 1 2 3 4

1 100.0 0.0 0.0 0.0
2 0.0 85.0 10.0 5.0
3 0.0 7.1 81.4 114
4 5.0 5.0 10.0 80.0
Error 0.0 15.0 18.6 20.0

Prior 0.25 0.25 0.25 0.25




Table 5. Morphological and motility seminal traits of the groups of boars (LSmeans + SEM)

Groups of boars

Variables 1 2 3 4
MOTO 90.8+0.76C 94.5+0.38A 92.9+0.29B 92.6 + 0.54B
MOT24 84.5+0.99C 90.4 £ 0.49B 92.1 £0.37A 91.0 £ 0.70AB
MOT48 85.4 + 1.50B 90.3+0.75A 90.5+0.57A 91.0+ 1.06A
MOT72 86.7 + 1.37B 90.7 + 0.68A 90.6 + 0.52A 90.7 £ 0.97A
MOT168 68.8 + 3.93B 82.5 + 1.96A 82.9 + 1.48A 83.2 £ 2.78A
MQOT240 39.6 +5.90B 71.1+2.95A 68.6 + 2.23A 67.7 £ 4.17A
PROGO 67.7 £251C 82.8 + 1.26A 78.0 £ 0.95B 76.5+1.78B
PROG24 72.1+2.77B 75.0 + 1.39AB 77.6 + 1.05A 77.2 + 1.96AB
PROG48 715+3.23 74.3+£1.62 76.0£1.22 72.6 £2.29
PROG72 70.5+ 3.19AB 74.8 + 1.60AB 75.6 + 1.21A 70.4 + 2.26B
PROG168 50.8 + 5.58B 63.3+2.79A 63.3+2.11A 59.9 + 3.95AB
PROG240 21.7+£6.27B 49.0 £ 3.14A 48.8 £ 2.37A 42.2 £ 4.44A
ALHO 2.57 £+ 0.11A 2.39 + 0.06AB 2.27 £ 0.04B 2.37 £ 0.08AB
ALH24 2.33+0.11AB 2.10 £ 0.06B 2.06 £ 0.04B 2.43 £ 0.08A
ALH48 2.36 £ 0.11A 2.21 +0.06A 2.02+0.04B 2.15+ 0.08AB
ALH72 2.25+0.11AB 2.19 £ 0.06A 2.05%£0.04B 2.26 £ 0.08A
ALH168 2.36 £ 0.11AB 2.42 + 0.06A 2.11£0.04C 2.21+ 0.08BC
ALH240 2.36x0.11 2.35+0.06 2.34+£0.04 2.29£0.08
MEANBCF 23.9x0.73B 25.7 £ 0.37A 24.3 £0.28B 24.9 £ 0.52AB
MEANVAP 45.2 £+ 1.57AB 46.2 £ 0.78A 43.1+0.59B 443+ 1.11AB
MEANVCL 80.7 £ 2.44A 81.7 £ 1.22A 75.4 £0.92B 79.2 £ 1.72A
MEANVSL 29.0+1.10B 31.8 £ 0.55A 29.9+0.41B 30.2£0.78AB
DCD 3.60 = 1.04AB 1.95+£0.52B 4.78 £ 0.39A 4.65 = 0.74A
PCD 220+ 1.22B 7.97 £ 0.61A 4.19 +0.46B 1.95 +0.86B
TAIL 0.45+0.41AB 0.54 £ 0.21A 1.35+£0.16B 1.47 £0.29B

Values followed by different letters in the line are different (P < 0.05). ALH: amplitude of lateral head
displacement pm); BCF: beat cross frequency (Hz); MOT: motility percentage of sperm >2.5 um DSL -
distance sperm travels in a straight line (um); PROG: progressive forward motility (% sperm >4.5 pum
DSL); VAP: velocity average path (um/s); VCL: velocity curved line (um/s); VSL: velocity straight
line (um/s); DCD: distal cytoplasmatic droplet; PCD: proximal cytoplasmatic droplet; TAIL: tail
defects (folded + coiled). Numbers following the name of variables represent the moments of semen
evaluation in hours.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A maximizacdo do uso de machos de alto valor genético e a disseminacdo de genes de
maior interesse econdémico no plantel dependem do potencial reprodutivo dos machos e do
protocolo de inseminacdo adotado na granja. Comercialmente, existem varias possibilidades de
otimizar a disseminacdo genética a partir de um ejaculado, como 0 uso da inseminacdo pos-
cervical com reduzido nimero de espermatozoides na DI, associado ou ndo ao menor numero de
DI por fémea coberta (protocolos de IA a cada 24 h ou em tempo fixo). Porém, a certificacdo da
fertilidade dos reprodutores e 0 uso de tecnologias na avaliacdo espermatica para a garantia da
qualidade da DI sdo imprescindiveis, para ndo haver quedas na produtividade quando essas
estratégias forem utilizadas.

A reducédo do volume e numero de células espermaticas na DI exige um controle rigido e
padronizado da qualidade espermatica, desde a coleta até o armazenamento e transporte. Exames
espermaticos qualitativos como motilidade e morfologia ndo poderdo ser negligenciados, uma
vez que erros na avaliagdo ou no processamento deixardo de ser compensados pelo ndmero
excessivo de células espermaticas na DI tradicionalmente utilizadas.

Ao atenderem os padrGes minimos para processamento do sémen (>70% de motilidade e
<30% de defeitos morfoldgicos), a motilidade espermatica e as caracteristicas morfologicas sdo
classicamente consideradas como caracteristicas que ndo afetam a fertilidade. Entretanto, ainda é
desconhecido o efeito destes limiares, quando o numero de células esperméticas na DI é
reduzido. Embora o limite méximo de defeitos espermaticos ndo tenha sido ultrapassado, €
possivel que o uso de um numero de espermatozoides abaixo do convencionalmente
recomendado tenha permitido detectar diferencas na fertilidade associadas a presenca de gota
citoplasmatica.

O uso de sistema computadorizado de avaliagdo espermatica elimina os efeitos adversos
provenientes de uma avaliacdo subjetiva da motilidade, e imprecisa (superestimada) da
concentracdo espermatica do ejaculado. O custo da aquisicdo de tal tecnologia em situacéo
comercial serd justificado pelo significativo beneficio econémico devido principalmente a
maximizacdo do uso de ejaculados de machos geneticamente superiores e pela identificacdo e
eliminacdo de ejaculados de menor qualidade ou de reprodutores menos férteis.

Uma das grandes dificuldades da avalia¢éo in vivo da fertilidade é minimizar o efeito da

fémea sobre esta variavel. O fato das caracteristicas reprodutivas mais impactantes das fémeas



54

como ordem de parto, IDE e historico de leitdes nascidos, entre outras, terem sido controladas
por meio de uma distribuicdo uniforme entre os machos avaliados, fornece maior confiabilidade
nos resultados obtidos.

A adocdo de inseminacdo homospérmica em granjas comerciais permite monitorar de
forma adequada o desempenho dos machos, porém a avaliacdo simultanea in vivo s é possivel
em um reduzido ndmero de reprodutores. Pode-se especular que as informagdes provenientes de
estudos consecutivos com pequenos grupos de machos podem ser acumuladas e, caso seja
confirmada a associacdo da fertilidade com caracteristicas espermaticas, esse banco de dados
possa servir para prever a fertilidade de novos machos incorporados ao grupo, Ssem

necessariamente testa-los in vivo.
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