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Resumo

ANDREA PANZARDI, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2006. Utilizacao
de marcadores microssatélites na determinacdo da contribui¢do individual de
machos suinos, para a paternidade de leitegadas produzidas por inseminagao
artificial intracervical e intra-uterina. Dissertagdo (Mestrado em Medicina
Veterinaria). Faculdade de Veterinaria. Orientador: Lucia, Thomaz, Jr.

A possibilidade de redug¢ao no volume e concentragado da dose inseminante (DI) na
inseminagao intra-uterina (IAIU), permite um melhor aproveitamento do reprodutor
suino em um maior numero de fémeas. Porém, o uso frequente de pools de 2 ou
mais machos na inseminagao heterospérmica pode mascarar o baixo desempenho
de alguns reprodutores. O objetivo deste estudo foi comparar o uso de IAIU com a
inseminagao artificial intracervical (IAIC), tanto em condigbes de rotina de granja,
como através da determinagdo genética da paternidade em amostras
heterospérmicas de sémen para identificar o desempenho reprodutivo de machos
individuais. Foram utilizadas 300 fémeas de ordem de parto (OP) 2-5, submetidas a
IAIC e IAIU, com doses inseminantes com concentracdo de 3,0 x 10°
espermatozoides/85 ml e 1,5 x 10° espermatozéides/60 ml, respectivamente. Para o
teste de paternidade foram utilizados 9 microssatélites (SW24, SW951, SW857,
S0386, SO101, SO090, SW240, SO155, SO0355). O SW24 apresentou-se
monomorfico e o SO090 nao apresentou amplificacdo alguma. Foram genotipadas
25 leitegadas, totalizando 300 leitdes, e havendo exclusdo de paternidade somente
em 95 deles. O teste de campo evidenciou desvantagem da IAIU (P < 0,05), em
termos de taxa de concepgéo (90,7%) e parigéo (85,3%), em comparagdo com a
IAIC (98,7% e 94,7%, respectivamente). Porém, o tamanho total da leitegada para
IAIC (13,7) e IAIU (13,0) ndo diferiu (P > 0,05). A exclusdo de paternidade nao
permitiu diferenciacdo entre os machos, dentro das técnicas de IA, possivelmente
em funcao da similaridade genética observada no plantel comercial avaliado.

Palavras chaves: inseminacao artificial intra-uterina, teste de paternidade, PCR
multiplex, marcadores microssatélites, suinos.



Abstract

ANDREA PANZARDI, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2006. Use of
microsatellites to determine the individual contribution of boars for the
paternity of litters generated by cervical and intra-uterine artificial
insemination.

M.S. Dissertation (M.S. in Veterinary Medicine). Faculdade de Veterinaria. Advisor:
Lucia, Thomaz, Jr.

The possibility of using reduced sperm concentration with intra-uterine artificial
insemination (IUAI) allows a more efficient use of boars across a large number of
females. However, the frequent use of semen pools from two or more boars in
heterospermic inseminations can hide de suboptimal performance of some boars.
The objective of this study was to compare the use of IUAI against cervical Al (CAl)
using heterospermic doses under routine farm conditions and also by using genetic
based paternity tests to differentiate the individual contribution of each boar in both
techniques. The study included 300 females from 2-5 parities submitted to CAl and
IUAI with doses having concentrations of 3.0 x 10° spermatozoa/85 ml and 1.5 x 10°
spermatozoa /60 ml, respectively. Paternity tests were conducted using 9
microsatellites (SW24, SW951, SW857, SO386, SO101, SO090, SW240, SO155,
S0355). The SW24 microsatellite was monomorphic, whereas the SO090 did not
amplify. Twenty-five litters, including 300 piglets were genotyped, but paternity was
excluded for only 95 piglets. Farm level comparisons showed that IUAI presented
inferior (P < 0.05) conception (90.7%) and farrowing rates (85.3%) than CAI (98.7%
e 94.7%, respectively). However, total litter size did not differ (P > 0.05) for CAl
(13.7) and for IUAI (13.0). The paternity test did not allow differentiation among
individual boars in the distinct insemination techniques, possibly due to the genetic
similarity present in the commercial herd evaluated in this study.

Key words: intra-uterine artificial insemination, paternity test, multiplex PCR,
microsatellite markers, swine.
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Introducéo Geral

A carne suina representa cerca de 40 % de toda carne vermelha consumida no
mundo, atualmente correspondendo a uma parte significativa da dieta humana, em
virtude do aumento do consumo per capita (GERRITS et al., 2005). Devido a este
fato, a suinocultura moderna, teve como necessidade, se tornar cada vez mais
eficiente e sustentavel, fornecendo produtos de alta qualidade, a um preco
competitivo, no intuito de garantir sua participagcdo no mercado consumidor
(KRUEGER & RATH, 2000). Em virtude disto, se fez necessario aumentar a
produtividade, através da implementagao de biotécnicas que proporcionassem tais
resultados. Outro fator que possibilitou este aumento foram os recentes avangos na
biotecnologia e gendmica animal (GERRITS et al., 2005).

A introducao da técnica de inseminacgao artificial (IA) em animais domésticos
ocorreu inicialmente em virtude do melhoramento genético, e por razbes sanitarias
(VERBERCKMOES et al., 2004). A partir disto, posteriormente, observou-se uma
melhora significativa nos aspectos reprodutivo e econdmico, possibilitando uma
aceleracéo da difusdo de caracteristicas desejaveis de reprodutores de alto mérito
genético (ZEOCHINI et al., 2004).

A IA intra-uterina foi desenvolvida recentemente como uma biotécnica com
contribuicdo fundamental para este crescimento, em virtude de possibilitar uma maior
contribuicdo da dose inseminante de cada reprodutor individualmente, para um
numero maior de fémeas. Desta forma, seria possivel um maior avanco no
melhoramento genético destes animais, pois um reprodutor de alto mérito genético
disseminaria suas caracteristicas mais rapidamente, e em maior amplitude por sua
progénie (VERBERCKMOES et al.,, 2004). Entretanto, apesar dos reprodutores
presentes em centrais de IA apresentarem 6timo desempenho reprodutivo, existem

diferencas individuais em relagédo a sua taxa fertilizante (MEZALIRA et al., 2003),
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sendo estas diferengas, evidenciadas ao utilizarmos como base a IA homospérmica,
que consiste na utilizagao de DI proveniente de apenas um reprodutor (BERGER &
PARKER, 2005; FLINT, et al., 2003). Porém, a IA heterospérmica, pratica esta muito
difundia em suinocultura, se faz a partir da producédo de DI com a utilizagdo do
ejaculado de 2 ou mais reprodutores; promoveria a diluigdo do efeito individual de
cada reprodutor (DZIUK, 1996), havendo uma grande possibilidade de que o
desempenho reprodutivo insuficiente de um determinado reprodutor seja compensado
pelo desempenho reprodutivo de outro, cujo sémen esteja presente na mesma dose
de IA heterospérmica (STAHLBERG et al. 1998).

Portanto, a determinacdo genética da paternidade seria uma metodologia
mais concreta para permitir a deteccdo dos possiveis reprodutores de baixo mérito
genético, através da quantificagdo de sua contribuicdo para a formagédo da
leitegada, possibilitando uma correta sele¢cao destes reprodutores.

Além disso, o teste de paternidade possibilitaria a verificacdo de uma possivel
diferenca de desempenho dos reprodutores em relagao a técnica de IA utilizada no

experimento.
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Revisao da Literatura

Introducéao

Segundo a FAO (2002/2004), a populagcdo mundial de suinos vem
aumentando gradativamente, de 940 milhdes de animais em 2002 para 960 milhdes
de suinos em 2004, atingindo neste ano, uma produgdo de 100 milhdes de
toneladas de carne suina. Entretanto, apesar do crescimento da populacéo
humana (1,45%) ter sido inferior ao da populagéo de suinos (2,4%), no periodo de
2003 a 2004, este aumento se deu, em virtude do aumento do consumo mundial per
capita, passou de 15,7 em 2003 para 15,9 Kg/habitante em 2004. Portanto, o
desenvolvimento de novas tecnologias € fundamental para que esse incremento de
producao possa ser sustentado.

O primeiro relato da utilizagdo da técnica de inseminagéao artificial (IA) em
suinos, foi no Japao e Russia, por volta da década de 30. Posteriormente, a difusdo
da IA foi ocorrendo, de maneira gradativa, por diversos paises (WENTZ &
BORTOLOZZO, 1998). Entretanto, esta biotécnica somente foi introduzida no Brasil
em meados da década de 70. A partir deste periodo, vem sendo implantada em
nivel comercial de maneira crescente, com o uso de técnicas mais aperfeicoadas,
na tentativa de aumentar os indices reprodutivos dos plantéis suinos, atraves da
possibilidade de rapido melhoramento genético destes animais (SILVEIRA et al.,
1980). Desde esta época, foram criadas centrais de IA, primeiramente na regido sul
do Brasil, em 1975, que possibilitaram a popularizagdo desta tecnologia, permitindo
entdo sua difusdo para todas outras regides do pais (BORTOLOZZO et al., 2005).

Uma estimativa realizada recentemente pela ABIPECS/ABCS (2001) mostra
que o rebanho nacional de fémeas se manteve estavel nos ultimos anos, totalizando
aproximadamente 2,2 milhdes de animais, sendo que cerca de 50% das matrizes

sdo alojadas em granjas tecnificadas, onde se utilizada a I|A, sendo estas
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numericamente representadas por 1,2 a 1,3 milhdes. A |A vem se constituindo numa
pratica indispensavel a qualificagdo da produtividade, possibilitando melhora nos
indices reprodutivos e oferecendo novas perspectivas tecnoldgicas a atividade. No
entanto, algumas limitacbes devem ser consideradas para a obtencdo de indices
satisfatorios, como: a qualificagdo de pessoal; o emprego de manejo reprodutivo
adequado a técnica de IA; a necessidade da proximidade a uma central de IA ou
sua implantagdo na propria granja, devido ao curto periodo de conservagdo do
sémen (em média 72 h) (VIANA, 1998).

A ampla difusdo mundial da IA estd relacionada a um aumento na
comercializagdo de sémen pelas centrais de |IA (sistemas abertos) e também pelo
aumento no numero de programas de producdo de sémen em ambiente de granja,
nos chamados sistemas fechados (DESCHAMPS et al., 1998); e principalmente,
com a reducdo do custo final de producédo obtido com a implementacdo desta
técnica, quando comparada a monta natural (MN) (BORTOLOZZO & WENTZ,
1997).

Atualmente, ainda é possivel observar granjas menos tecnificadas utilizando
a técnica de MN, que requer uma maior quantidade de machos em um plantel, em
funcdo de uma reduzida relagdo macho:fémea (M:F), em torno de 1:25 (CORREA et
al.,, 2001). Em consequiéncia disto, existem maiores gastos com instalagdes,
alimentagdo e medicamentos, restringindo investimentos em outros setores.

Embora a IA ndo seja uma tecnologia nova, vem sendo implantada na
suinocultura de uma forma cada vez mais intensa (DESCHAMPS et al., 1998) e
mais aperfeicoada, na tentativa de cada vez mais superar os indices zootécnicos
alcancgados anteriormente. Segundo Belstra (2002), grande parte das pesquisas em
relacdo a técnica de |IA tem como principal objetivo, a reducdo do numero de
espermatozoides por dose inseminante (Dl)/servico, sem que haja
comprometimento da taxa de pari¢do e do tamanho de leitegada, o que deve, ainda,
garantir a manutencgao e a sustentabilidade da produgao em larga escala em granjas
tecnificadas. Para a obtengdo de indices de desempenho satisfatérios com esta
técnica, diversos fatores devem ser observados, dentre os quais 0 momento da
realizacdo da IA. Neste contexto, devemos nos conscientizar da existéncia de
grande variacdo individual na duragdo de cio, momento de ovulagdo e presenca de

mao de obra qualificada.
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De acordo com Corréa et al., (2001), podemos verificar que em sistemas que
usam a técnica de IA intracervical (IAIC), a relagdo macho:fémea passa a ser de
1:80 a 1:200. Nestas condi¢des, o uso de IA seria plenamente justificado, pois o
numero de leitdes nascidos/fémea/ano seria superior ao obtido com MN. Desta
forma, a atividade se tornaria mais rentavel, por possibilitar um maior investimento
em outros setores da granja, assim como uma rigorosa sele¢cdo de doadores de
sémen (SILVEIRA et al.,, 1980). Uma vez que a produgdo de ejaculados de alta
qualidade permite a utilizacdo de um numero relativamente pequeno de machos, a
selecdo destes € bastante intensa, visando a utilizagdo somente daqueles que
apresentarem melhor potencial reprodutivo (COLENBRANDER & KEMP, 1990;
COLENBRANDER et al., 2001). Além disso, a utilizagao da IA em um maior numero
de fémeas a partir de um macho, possibilita um maior avango no melhoramento
genético destes animais; tendo em vista que um reprodutor de alto potencial
genético disseminaria suas caracteristicas mais rapidamente, e em maior amplitude
por sua progénie (VERBERCKMOES et al. 2004).

Inseminacdo Artificial Intracervical (IAIC)

O método de IA intracervical (IAIC) é o mais utilizado em granjas tecnificadas.
Com a obtencdo de um maior numero de DI/macho é possivel atingir, com boas
condigbes de manejo, uma producao anual de até 2.000 DI/ano (BENNEMANN et
al., 2003), o que leva a uma melhoria na eficiéncia reprodutiva da granja (CORREA
etal., 2001).

A concentragao utilizada para este tipo de IA foi padronizada em 2,5-3,0 x 10°
espermatozoides/ml (CORREA et al., 2001). Esta concentracdo foi estipulada,
tendo-se em vista que, neste tipo de IA, o sémen é depositado no interior da cérvix,
ficando grande parte do mesmo retido nas criptas cervicais. Posteriormente, as
células espermaticas devem passar pela juncao utero-tubarica, que consiste na
primeira por¢gdo do istmo e que atua como uma barreira para o transporte das
células espermaticas, mas também como um reservatério de espermatozoides,
antes da ocorréncia da ovulagdo (LANGENDIJK et al., 2002). Portanto, o restante
das células deve percorrer um longo trajeto, até a ampola do oviduto, local onde
ocorre a fecundagéo (RATH, 2002).
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Além destas barreiras, outro inconveniente associado a IAIC é a ocorréncia
de refluxo durante e/ou logo apds o término da IA. Segundo Dallanora et al. (2003),
a ocorréncia de maior ou menor refluxo pode ser decorrente do volume da dose
inseminante, impaciéncia e/ou habilidade do inseminador durante o processo de IA,
e de variacdes na contratilidade uterina.

Langendijk et al. (2005), observaram que essa atividade miometrial aumenta
durante o estro, em funcao de diversos fatores, como: a presenca do macho durante
a |A e a presenga de estrégenos no ejaculado, o que pode desencadear a liberagéo
de prostaglandinas, que aumentariam esta atividade. Em contrapartida, o estimulo
tatil do trato genital (cérvix), e a pressao exercida nas regides do flanco, levam a um
pequeno estimulo desta atividade.

Um experimento realizado por Steverink et al. (1998) demonstram que todas
as fémeas inseminadas apresentaram refluxo, sendo este muito variavel
individualmente em relagcdo ao volume e concentracdo. Além disso, esta
concentracdo, em todas as fémeas, apresentou um decréscimo na medida em que
aumentaram o numero de horas apds a IA. Entretanto, em suinos, a ocorréncia de
refluxo € um evento fisiolégico, que levaria a alteragdes nas taxas de fertilizagao,
somente se a DI apresentar concentracdo igual ou inferior a 1 x 10°
espermatozoides/80 ml (STEVERINK et al., 1998). Este efeito foi comprovado por
Watson & Behan (2002), que compararam 3 concentragdes espermaticas de 3, 2 e
1 x 10° espermatozéides/ml, concluindo que somente a DI contendo 1 x 10°
espermatozoides/ml apresentou baixo niumero de nascidos.

Um experimento conduzido por Bennemann et al. (2005) demonstrou que
leitoas submetidas a IAIC, com uma unica DI com concentracédo de 1,5 x 10°
espermatozoides/ml, armazenada por no maximo 48 h e com a IA realizada no
momento de ovulagdo, guiada por ultra-som, ndo apresentaram diferengas entre o
total de embrides e a sobrevivéncia embrionaria. Entretanto, este estudo relata
diferencgas estatisticas, quando a IA foi realizada com somente uma DI 24-30 h apds
a deteccgéao de estro, com DI armazenada por 96-120 h.

A dose inseminante (DI) pode ser utilizada:
»a fresco; apos a preparacdo das doses inseminantes, as mesmas estao

prontas para serem utilizadas, no momento seguinte (GORDON, 1999).
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» resfriada;

» a temperatura de 15 -18 °C; técnica mais difundida nas centrais de |A

de um modo geral, com manutencdo das DI em caixas acondicionadoras por, no
maximo, 72 h, ou por periodos superiores a 72 h (em torno de 120 h), em diluentes
de longa duragao (GERRITS et al., 2005). Este acondicionamento deve promover a
manutencdo da qualidade espermatica, de modo que a motilidade nao deva ser
menor que 60 % antes da inseminagdo, mantendo mais de 2,5 bilhdes de células
vivas por dose (CORREA et al., 2001).

* a 5 °C; esta alternativa geraria uma diminuigdo de custos, levando a
uma maior aplicabilidade em granjas de menor escala de produgio, tendo em vista
a possibilidade de armazenamento do sémen em refrigeradores domésticos. Porém,
os diluentes normalmente utilizados para acondicionar sémen a 15-18 °C néo
permitem acondicionar sémen a 5 °C (CORREA et al., 2001 e 2004), pelos danos
sofridos pelo mesmo, principalmente em relagdo a motilidade, morfologia, e
capacidade fecundante.

» Congelado; a técnica de cripreservacéo do sémen suino foi estabelecida
por Pursel & Johnson (1975), mas nao é aplicada como rotina, pelo fato que o
sémen congelado apresentar, apdés o descongelamento uma baixa taxa de
fertilidade (cerca de 60 %), o que inviabiliza seu uso. Segundo Roca et al. (2003), o
uso de sémen congelado nos programas de |IA comercial (IAIC), é ainda muito
limitado, devido a baixas taxas de concepg¢éo em relagdo ao sémen resfriado (cerca
de 20 % a menos). Entretanto, Roca et al. (2002), ndo observaram diferengas na
taxa de concepgédo e no tamanho de leitegada utilizando IA intra-uterina (IAIU),
comparando sémen resfriado e congelado. Estes achados indicam que a IAIU tera
papel importante para viabilizar futuramente o uso de sémen congelado em suinos
em nivel comercial (RATH, 2002). Entretanto, Saraiva et al. (2005), observaram uma
maior viabilidade de espermatozdides apos o descongelamento de DI com
concentracdo de 2 x 10° espermatozoides/0,7 ml, quando comparada a mesma
concentragcao da DI envasada em palhetas de 0,5 ml, possibilitando seu uso na

técnica de IAIU) por necessitar de menor volume de DI.
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Inseminacao Intra-uterina (I1AIU)

O primeiro relato da realizagédo da técnica de IAIU em fémeas suinas foi feito
por Hancock em 1959 (BORTOLOZZO et al., 2005), utilizando uma DI de 0,1 x 10°
a 10 x 10° espermatozoides, com as concentragdes diluidas de 20 e 120 ml. Estes
autores observaram que a fertilidade das fémeas foi melhor ao utilizarem a DI
somente com 20 ml. Para a realizagao desta técnica, foram desenvolvidos catéteres
flexiveis, de 3-5 mm de didmetro, que sao introduzidos no interior da pipeta de IAIC
(8 mm de didmetro), a qual ja se encontra fixada na cérvix, estendendo-se cerca de
20 cm além da pipeta convencional. Portanto, a DI é depositada no corpo do utero
das fémeas (WATSON & BEHAN, 2002). Em contrapartida, foram também
desenvolvidos catéteres que nao utilizam a pipeta de IAIC como guia. Em seu
experimento, Watson & Behan (2002) verificaram que 95% das fémeas inseminadas
nao apresentaram nenhum tipo de resisténcia durante a introducdo do catéter,
sendo que as 5% restantes apresentaram uma leve resisténcia durante sua
passagem através da cérvix. Portanto, € necessario realizar uma leve pressao para
que o catéter atinja o utero, reduzindo a ocorréncia de lesdes.

A utilizagdo da IAIU ndo é recomendada em leitoas e primiparas, pois estas
fémeas nao apresentam seu trato reprodutivo totalmente desenvolvido, possuindo a
cérvix mais estreita, o que pode ser associado com a ocorréncia de lesoes,
culminando num fim precoce de sua vida reprodutiva (WATSON & BEHAN, 2002).
Assim, estas categorias de fémeas, em geral, ndo foram avaliadas em muitos dos
experimentos conduzidos com IAIU (WATSON & BEHAN, 2002; ROBERTS &
BILKEI, 2005; DALLANORA et al., 2004). Entretanto, Serret et al. (2006), utilizaram
fémeas primiparas em um experimento de campo, observando efeitos negativos
sobre o tamanho total da leitegada com IAIU com concentragbes de 2,0, 1,0 e 0,5
espermatozoides/ml, e também efeito significativo da interagéo entre ordem de parto
e concentragdo sobre a taxa de parigdo, também com alguns efeitos negativos
sobre o desempenho das fémeas primiparas.

Na IAIU, ha um numero menor de barreiras mecanicas (cérvix) e fisioldgicas
a serem vencidas pelos espermatozoides no seu trajeto, até o local de fertilizagao.
Desta forma, a duracao do trajeto a ser percorrido até o oviduto se torna menor, o
que pode se refletir na obtencéo de indices satisfatorios de desempenho reprodutivo
com menores concentragdes espermaticas (WATSON & BEHAN 2002). Em virtude

disso, o ejaculado de um determinado macho pode ser utilizado em um maior
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numero de DI, atingindo relagdes macho:fémea de 1:300 a 1:2000 (VAZQUES et al.,
2003; WATSON & BEHAN, 2002).

Segundo Dallanora et al. (2003), a deposi¢ao do sémen no utero facilita sua
rapida progressao, permitindo maior retencdo dos espermatozéides no trato genital,
mesmo com grande volume de refluxo. Neste experimento, ndo foram observadas
diferencas na proporcdo de espermatozéides refluidos nas doses de 1 x 10°
espermatozoides e de 0,025 x 10° espermatozoides, mas a quantidade de sémen
que permaneceu no trato reprodutivo da fémea foi quatro vezes superior com a dose
mais elevada. Portanto, este valor seria relevante com relagdo ao numero de
embrides produzidos, caso fosse realizada uma unica IA por fémea.

Watson & Behan (2002), compararam na técnica de IAIU, 3 diferentes
concentragoes (3,0, 2,0 e 1 x 10° espermatozoides/ml), ndo observando diferengas
em taxas de paricao e total de leitbes nascidos entre estas concentracdes. Este
resultado permitiu a confirmagao de que a IAIU com 1 x 10° espermatozéides / ml é
uma técnica simples, efetiva, segura de se realizar e que permite alcangar
resultados semelhantes, quando comparado a 3 e 2 bilhdes na IAIC, ndo afetando o
total de leitdes nascidos. Entretanto, DI com concentracdo de 0,5 x 10°
espermatozoides podem apresentar resultados varidveis. Alguns trabalhos
descrevem taxas de paricdo e tamanho de leitegada reduzidos com DI com esta
concentragao (ROZEBOOM et al., 2004; SERRET et al., 2006; DALLANORA et al.,
2003), enquanto outros relatam resultados satisfatérios em relagdo a taxa de
prenhez e sobrevivéncia embrionaria (MEZALIRA et al., 2003).

Dallanora et al. (2004), utilizando 3 x 10° espermatozoides/90 ml na IAIC e
1,5 x 10° espermatozoides/60 ml na IAIU ndao observaram diferengas nas taxas de
concepcdo e paricdo, bem como no tamanho total de leitegada. Resultados
similares quanto a taxa de parigdo foram relatados por Roberts & Bilkei (2005), ao
compararem DI com concentracdes de 3 x 10° espermatozoides na IAIC e 1 x 10°
espermatozoides na IAIU, mas estes autores relatam redugdao no tamanho de
leitegada com IAIU.

A utilizacao de sémen congelado/descongelado na IAIU se torna possivel,
devido ao fato da deposicdo espermatica ser em posicdo mais vantajosa para sua
progressao. Este fato foi comprovado por Roca et al. (2002), que obtiveram taxa de
paricdo e total de leitdes nascidos com sémen congelado/descongelado em niveis

semelhantes aos obtidos com na IAIC com sémen resfriado.
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Em virtude da possibilidade de diminui¢do da DI utilizada na técnica de IAIU,
os reprodutores suinos passariam a ter um papel ainda mais importante no
desempenho reprodutivo do plantel, pois fertilizariam em um numero maior de
fémeas. Assim, estes machos deveriam ser selecionados através de métodos mais
seletivos para a estimativa de sua fertilidade, baseados em técnicas in vitro,
(VERBERCKMOES et al., 2004; MACEDO et al., 2006).

Através de fertilizagdo in vitro (FIV) de odcitos de hamsters, Berger & Parker
(1988) ao comparar nove reprodutores suinos, observaram que dois destes
apresentaram infertilidade, caracterizada por taxa de concepgédo nula, devido a
inabilidade de seus espermatozoéides penetrarem odcitos in vitro. Porém, estes
machos apresentaram motilidade e vigor normais, em avalia¢gdes convencionais de
qualidade de sémen. Resultados semelhantes foram observados quando varios
meétodos convencionais foram comparados a taxa de penetracdo espermatica in
vitro (MACEDO et al., 2006).

A selecao de reprodutores para centrais de IA, em geral, é baseada dentro de
seu potencial genético para transmitir a progénie caracteristicas de desempenho de
interesse econdmico (ROBINSON & BUHR, 2005). Entretanto, mesmo com 6timo
desempenho reprodutivo, estes reprodutores apresentam diferencas em
desempenho de natureza individual, que se refletem nas taxas de fertilizacdo
(MEZALIRA et al., 2003). Estes autores, ao utilizarem 4 reprodutores de alto mérito
genético em IAIU com concentragdes espermaticas distintas (1,0, 0,5 e 0,25 x 10°
espermatozoides/dose), observaram que, em todas as concentragdes, as taxas de
prenhez superiores foram obtidas sempre com um mesmo macho, enquanto que um
outro apresentou sensivel reducdo em sua taxa de prenhez, na concentragcéo de
0,25 x 10° espermatozoides/dose. Estes achados foram confirmados em outros
trabalhos que utilizaram varios métodos distintos na estimativa do potencial
fertilizante de reprodutores suinos (VESSEUR et al., 1996; POPWELL & FLOWERS,
2004). Assim, uma grande reducdo na concentracado da DI utilizada, em machos
com diferengas sutis em termos de fertilidade, pode acarretar na exacerbagao
destas diferengas, quando estes machos forem utilizados em |IA homospérmica
(FLINT et al., 2003; MEZALIRA et al., 2003), especialmente porque a capacidade
fertilizante destes machos pode ser mascarada quando estimada por técnicas
convencionais (STAHLBERG et al., 1998).
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Desta forma, o impacto destas diferencas individuais pode ser minimizado
através do uso de pools de sémen de diferentes machos na mesma DI, na chamada
IA heterospérmica (IH) (DZIUK, 1996). A IH com numero igual de espermatozoide
de dois ou mais reprodutores possibilita uma maior seguran¢ga na avaliagcdo de
diferengcas existentes em cada macho (STAHLBERG et al., 1998). Em touros,
estimou-se que a IH pode ser cerca de 170 vezes mais eficiente na determinacao da
fertilidade de diferentes machos quando comparada a IA homospérmica (FLINT et
al., 2003). A maior eficiéncia da IH, em comparagdo com a IA homospérmica
também foi relatada em aves e suinos (MARTIN & DZIUK, 1977), com os indices de
desempenho seguindo uma determinada hierarquia em relacdo ao macho mais
fértil. Davis et al. (2005) utilizando odcitos de hamsters e IA homospérmica e
heterospérmica, relatam que a taxa de penetracdo oocitaria foi altamente
correlacionada com a fertilidade dos machos, quando utilizada a IH. Assim, as taxas
de penetracdo oocitaria com IH seriam indicadores de fertilidade mais precisos,
quando comparados com |A homospérmica.

O estabelecimento de uma hierarquia de fertilidade entre diferentes machos,
mesmo quando comparados através de sofisticadas técnicas in vitro, indica que
métodos ainda mais precisos sdo necessarios para discriminar diferentes
capacidades fertilizantes. Neste contexto, testes genéticos de determinagéo de
paternidade seriam alternativas de maior precisdo, mas exigiriam alta confiabilidade

na origem dos pools de sémen utilizados como DI (STAHLBERG et al., 2000).

Determinacdo genética da Paternidade

Programas de melhoramento genético sdo baseados na transmissdo dos
genes desejados, desde os progenitores até sua progénie, 0 que torna necessario
langcar mao de métodos que possam confirmar a paternidade dos individuos, ou
seja, garantindo as informagbes presentes nos seus respectivos Pedigrees
(OLIVEIRA & KUABARA, 1999). Com o surgimento das diversas Associagbes de
Criadores, foi criado o Registro Genealdgico, no intuito de garantir a pureza e a
descendéncia correta das ragas cruzadas (TOZAKI et al., 2001).

Segundo Oliveira & Kuabara (1999), o método de tipagem sanguinea,
descoberto em 1938, na Universidade de Wisconsin-Madison (EUA), foi o primeiro

teste desenvolvido para a verificacdo de parentesco. Este teste permaneceu como o
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método de eleicdo para a determinagdo da paternidade durante muitas décadas
(BOWLING et al.,, 1997). Recentemente, com o avango das pesquisas em
biotecnologia, foi desenvolvido o método de tipagem por DNA, como uma alternativa
mais precisa para este tipo de diagndstico (GRATTAPAGLIA, 2004).

Na espécie suina, poucos sdo os experimentos que envolvem a identificacao
da paternidade. Isto também se aplica em nivel comercial, em virtude do valor
individual do suino nao ser extremamente alto, uma vez que o melhoramento
genético nesta espécie é trabalhado em termos populacionais. Por outro lado, nas
espécies equina e bovina, os individuos possuem alto valor comercial. Portanto,
testes de paternidades se tornam importantes, para garantir a determinacéo precisa
da ascendéncia, evitando possiveis fraudes. Por este motivo, que a identificagcao da
paternidade se tornou de carater obrigatério, no Brasil, para equinos e bovinos, para
permitir os registros nas Associagdes de Criadores (TOZAKI et al., 2001; CURI &
LOPES, 2002). Além disso, a tipagem sanguinea somente € normatizada pelo
Ministério da Agricultura, no Brasil, para as espécies referidas acima, sendo exigida
para registro de reprodutores, doadoras de embrides e produtos de transferéncia de
embrides (SOCIEDADE RURAL, 2005).

Uma outra maneira de determinacdo da paternidade, muito utilizada
anteriormente, em animais domésticos, é através da observacéo das caracteristicas
fenotipicas apresentadas pelos descendentes (STAHLBERG et al., 2000). Porém,
este € um método de baixa confiabilidade, em virtude de se tratar de uma avaliacéo
visual, na qual sdo observadas, apenas, caracteristicas semelhantes dos pais
esperadas na progénie, como coloragao de pélo e conformagéao estrutural (AZMAL
et al., 2004); e somente possivel de ser realizado, se utilizadas linhagens e/ou racas
com fendtipos distintos. Porém, apesar de sua baixa acuracia, a observagao das
caracteristicas fenotipicas pode ser utilizada na determinacdo da paternidade de
leitegadas suinas, ao nascer (VESSEUR et al., 1996). Estes autores usaram, como
base, dois machos de ragas distintas (Great Yorkshire-GY e Meishan-MEI), dos
quais foram coletados ejaculados, para posterior uso em |IA homospérmica, havendo
somente variagao na ordem da DI de cada macho. Como resultado, foi observado
que 40% das leitegadas foram originadas de ambas IA, porém a técnica utilizada
nessa determinacao foi extremamente subjetiva. Entretanto, uma maior ou menor
contribuigcdo para a formagéo da leitegada se deu, por efeitos individuais, tanto das

fémeas (intervalo-desmame-estro, taxa de pari¢gdo), quanto dos machos utilizados.
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Apesar do método de tipagem sanguinea ser um método ainda hoje muito
utilizado para determinacdo da paternidade, em virtude de seu baixo custo, este
possui probabilidade de exclusédo (PE) da paternidade de 90-97% (BOWLING, 1985;
apud. TOZAKI, 2001; BOWLING, 1997). Recentemente, os integrantes do
International Stud Book Comittee (ISBC), determinaram, em uma conferéncia, a
necessidade de aumentar o valor desta PE (TOZAKI et al., 2001). A partir dessa
determinacao, a técnica de tipagem por DNA, devera gradativamente substituir a
tipagem sanguinea, em virtude de possuir uma PE que pode atingir até 100%,
levando a uma maior precisao nos resultados.

Bowling et al. (1997) atingiram PE de 98,3%, utilizando 11 marcadores
microssatélites em equinos. Entretanto, PE de 99,97%, foi obtida por Van Dongen &
Mulder (2005), utilizando 6 marcadores moleculares, em aves. A partir destes
resultados, € possivel concluir que, apesar da acuracia da tipagem por DNA ser
maior, quando comparado a outras técnicas, ndo se deve considerar a tipagem de
DNA como infalivel como muitos inicialmente acreditavam ser (PENACINO et al.,
2003). Além disso, os resultados, de um modo geral, sdo extremamente variaveis,
de acordo com a espécie e marcadores utilizados (RON et al., 1996; MOMMENS et
al., 1998; CURI & LOPES, 2002; VAN DONGEN & MULDER, 2005).

Estas falhas na identificagdo da paternidade foram comprovadas por Bowling
et al. (1997), ao utilizarem 15 loci de grupos sanguineos (tipagem sanguinea),
comparadas a utilizacédo de 11 loci de microssatélites com repeticbes em tandem
dinucleotidicas (tipagem por DNA). Estes autores observaram que os 26 loci
forneceram, com eficacia, uma detecgéo incorreta da paternidade de 99,999%,
comprovando que dificiimente este resultado seria detectado. Além disso, apesar
dos poucos microssatélites utilizados no experimento, a tipagem por DNA se
mostrou mais eficaz que a tipagem sanguinea, por apresentar maior grau de
polimorfismo, possibilitando a detecgdo de incompatibilidade genética, evitando
assim, a ocorréncia de determinacao de falso parentesco.

Na década de 60, houve a descoberta dos marcadores fenotipicos ou
morfoldgicos, e desde entédo, estes foram amplamente utilizados. Posteriormente,
foram descobertos os marcadores bioquimicos (proteinas e izoenzimas), os quais
substituiram os marcadores anteriores, sendo também muito utilizados.

Entretanto, na década de 80, a técnica de tipagem por DNA foi iniciada,

através da descoberta de regides hipervariaveis, inicialmente no DNA humano,
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sendo este, um dos marcos iniciais para o direcionamento da pesquisa de novas
ferramentas moleculares para aplicagdo, tanto em medicina humana, quanto em
agropecuaria (SCANDURA, 2004).

Como as duas primeiras categorias de marcadores (morfologicos e
bioquimicos) possuiam alto custo e ndo forneciam resultados conclusivos, testes de
paternidade ficaram, por algum tempo, limitados (CURI & LOPES, 2002). Porém, o
alto grau de variabilidade e de detecgdo de polimorfismos presentes no DNA de
diversas espécies, caracteristicos dos marcadores moleculares, permitiu a obtencao
de maior acuracia, eliminando tais limitagbes pré-existentes (SCANDURA, 2004).
Esses marcadores consistem de todo e qualquer fenétipo molecular oriundo de um
gene expresso (no caso de izoenzimas) ou de um segmento especifico de DNA,
correspondente a regidbes expressas ou nao do genoma (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

Com o desenvolvimento da técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) por Mullis em 1983 (REGITANO & COUTINHO, 2001; FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998; ZAHA et al.,, 2003), houve um grande impulso no
desenvolvimento e utilizagdo de diversos tipos de marcadores moleculares, para os
mais variados tipos de diagndsticos. A PCR consiste na amplificagéo in vitro de
segmentos especificos do DNA gendmico, obtido apds sua extragdo. Porém, para
sua realizacdo, € necessario a incorporacao a reacdo de: enzima DNA Polimerase;
desoxinucleotideos (dATP, dCTP, dTTP, dGTP); e oligonucleotideos sintéticos,
denominados “iniciadores” ou primers complementares as regides do DNA que se
deseja amplificar. Estes primers possibilitam, no final da PCR, a obtengdo de
milhares de copias dos segmentos de DNA em questdo (REGITANO & COUTINHO,
2001), pelo fato de que a cada ciclo da PCR, a quantidade de DNA amplificado
dobra, seguindo uma progressdo geométrica, a qual fornecera ao final de 20 ciclos,
mais de um milhdo de fragmentos amplificados (FERREIRA & GRATTAPAGLIA,
1998). Esta técnica envolve 3 etapas distintas: (1) a etapa de desnaturagdo da
molécula de DNA alvo, pelo aumento da temperatura para 92°C; (2) o anelamento
dos primers pela redugado da temperatura para 45-65°C, o que permite a formagéao
das pontes de hidrogénio entre cada par de primer e a fita molde; e (3) a etapa de
extensao, que consiste na polimerizacdo da cadeia de DNA, através da adicao feita
pela DNA polimerase, dos respectivos nucleotideos (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998; REGITANO & COUTINHO, 2001).
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As técnicas que utilizam marcadores moleculares permitem a deteccao de
variagbes e/ou polimorfismos existentes entre individuos, em determinadas
populagcdes em regides especificas do DNA. Estes polimorfismos podem ser
utilizados no intuito de construgcdo de mapas genéticos e, também, para detectar
diferencas entres os marcadores, na expressdo de -caracteristicas em uma
determinada familia, em caso de determinacdo de paternidade (MONTALDO &
MEZA-HERRERA, 1998). Apesar dos marcadores moleculares, de uma maneira
geral, apresentarem um alto grau de polimorfismo (CURI & LOPES, 2002), os
marcadores microssatélites, sao tidos como os ideais para determinacdo da
paternidade em diversas espécies (DAWID et al., 2003), como: caes (ICHIKAWA et
al.,, 2001); bovinos (CURI & LOPES, 2002); bufalos (MOMMENS et al., 1998);
suinos (NECHTELBERGER et al., 2001; PUTNOVA et al., 2003; LI et al., 2004;
FANG et al.,, 2005; SCHWARZ et al.,, 2005) equinos (BOWLING et al., 1997;
TOZAKI et al., 2001); e chimpanzés (VIGILANT et al., 2001). Isto ocorre, porque
esses marcadores possuem maior grau de polimorfismo, sendo de facil
genotipagem, e distribuidos de forma abundante no genoma de mamiferos, quando
comparados aos demais marcadores (LITT & LUTY, 1989; apud Rohrer et al.,
1997).

Cesconeto et al. (2003), utilizaram 5 marcadores microssatélites (S0082,
S0097, IGF-I, TNFm1 e TNFm2), os quais haviam sido utilizados com sucesso por
Stahlberg et al. (2000), para a determinagcdo da paternidade em suinos. Porém,
somente 2 (S0082, S0097) dos 5 marcadores apresentaram resultados que
permitissem a determinagéo da paternidade, sendo que para os 3 microssatélites
restantes, nao houve amplificagcao suficiente para possibilitar tal identificacdo. Estes
microssatélites, nada mais sdo que sequéncias simples repetidas (SSR - Simple
Sequence Repeats), ou também denominados, pequenas repeticbes em tandem
(STR - Short tandem Repeats), de mono, di, tri ou tetra nucleotideo (BOWLING et
al.; 1997; REGITANO & COUTINHO, 2001), presentes em grande quantidade e
distribuidas ao longo do genoma de eucariotos. Estes marcadores, denominados
locus-especificos (OLIVEIRA & KUABARA, 1999), séo tidos como mais polimorficos
que os locos hipervariaveis (minissatélites) (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998),
comprovando sua melhor atuacao e confiabilidade, na determinagéo da paternidade.
Ainda, os marcadores microssatélites possuem como elementos repetidos mais

frequentes, em mamiferos, as extensdes dinucleotidicas, poli CA e GT (HAMADA et
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al., 1982, apud, FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998; REGITANO & COUTINHO,
2001), apresentando, geralmente, repeticdes menores que 100 pares de bases (pb)
(TAUTZ, 1989, apud. REGITANO & COUTINHO, 2001).

Entretanto, pelo fato de que estas repeticbes em tandem serem
freqientemente dinucleotidicas, esta classe de marcadores apresenta uma alta
probabilidade de ocorréncia de mutagées (DAWID et al., 2003), através da inclusédo
ou exclusdo de 1 ou mais nucleotideos ou repeticbes di nucleotidicas no genoma
dos descendentes diretos, levando a uma diferenca numérica no resultado dos
alelos, acarretando em uma possivel falsa exclusdao da paternidade de seu
respectivo progenitor (XU et al., 2000). A partir do exposto, seria interessante que a
técnica de determinacao da paternidade fosse utilizada como uma ferramenta de
deteccdo dos machos que possivelmente ndo possuam as caracteristicas
reprodutivas necessarias para serem selecionados como reprodutores e que, devido
a ineficiéncia dos métodos convencionais de estimativa de fertilidade, poderiam
produzir indices insatisfatérios de desempenho e prejuizos econémicos. Esta
situacao seria favorecida pela frequente utilizagdo de pools de sémen na espécie
suina, o que pode fazer com que reprodutores de menor fertilidade tenham seu
desempenho favorecido pela mistura de seu sémen com o de outros machos de
fertilidade superior. Estas discrepancias poderiam ser reduzidas com o uso do teste
de paternidade, para diferenciar o potencial fertilizante dos machos incluidos em

cada pool.
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Determinacao da paternidade de leitegadas suinas por
marcadores microssatélites utilizando inseminacao
heterospérmica, com deposicao espermatica intracervical e
intrauterina, para a verificacdo da contribuicdo individual de
machos suinos.

(Trabalho nas normas da revista Theriogenology)
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Resumo

A possibilidade de redug¢ao no volume e concentragao da dose inseminante (DI) na
inseminagao intra-uterina (IAIU) permite um melhor aproveitamento do reprodutor
suino em um maior numero de fémeas. Porém, o uso frequente de pools de 2 ou
mais machos na inseminagao heterospérmica pode mascarar o baixo desempenho
de alguns reprodutores. O objetivo deste estudo foi comparar o uso de IAIU com a
inseminacgao artificial intracervical (IAIC), em condi¢des de rotina de granja, através
da determinagéo genética da paternidade em amostras heterospérmicas de sémen,
para identificar o desempenho reprodutivo individual de reprodutores suinos. Foram
utilizadas 300 fémeas de ordem de parto (OP) 2-5, submetidas a IAIC e IAIU, com
doses inseminantes com concentragao de 3,0 x 10° espermatozdides/85 ml e 1,5 x
10° espermatozdides/60 ml, respectivamente. Para o teste de paternidade foram
utilizados 9 microssatélites (SW24, SW951, SW857, S0386, SO101, S0O090,
SW240, SO155, SO355). O SW24 apresentou-se monomoérfico e o SO090 néao
apresentou amplificacdo alguma. Foram genotipadas 25 leitegadas, totalizando 300
leitdes, havendo exclusdo de paternidade somente em 95 leitdes. O teste de campo
evidenciou desvantagem da IAIU (P < 0,05), em termos de taxa de concepgéao
(90,7%) e paricado (85,3%), em comparacdao com a IAIC (98,7% e 94,7%,
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respectivamente). Porém, o tamanho total da leitegada para IAIC (13,7) e IAIU
(13,0) nao diferiu (P > 0,05). A exclusao de paternidade nao permitiu diferenciagao
entre os machos, dentro das técnicas de IA, possivelmente em fungcdo da
similaridade genética observada no plantel comercial avaliado.

Palavras chaves: inseminacgao artificial intra-uterina, teste de paternidade, PCR
multiplex, marcadores microssatélites, suinos.

1. Introducéo

Durante as ultimas décadas, a utilizagéo da técnica de IA, tem possibilitado um
avango tecnoldgico, tanto em ambito sanitario, quanto reprodutivo. Isso permitiu
direta e indiretamente, uma rapida expansdo, em nivel mundial, da atividade em
suinocultura, tendo em vista que, em cerca de 50 % das matrizes alojadas em
granjas tecnificadas, sao utilizadas a técnica de IA, sendo o plantel atualmente
estimado, no Brasil, num total de 2,2 milhées de animais [1].

Isto se tornou possivel, em virtude de que grande parte das pesquisas
relacionadas a reproducdo de suinos, foram focadas no intuito de reduzirmos o
numero necessario de espermatozoides necessarios por dose inseminante (Dl),
sem que houvesse um comprometimento na taxa de paricdo e tamanho de leitegada
[2]. A partir disto, foi desenvolvida a técnica de IAIU, que possibilitou a utilizacdo de
menor volume e concentracdo de espermatozéides por DI, sem alteracdo dos
indices citados acima [3;4]. Entretanto, [5] observaram resultados inferiores em
relacdo as taxas de paricdo e tamanho de leitegada, somente ao utilizar DI com
concentragdo de 0,5 x 10° espermatozoides. Devido & possibilidade de redugdo do
volume e concentragao da DI, o macho suino passou a ter uma maior importancia,
e, também, pelo fato de aumentar a disseminagao de suas caracteristicas genéticas
para um maior numero de progénies [6].

Entretanto, existem diferencas individuais de fertilidade entre reprodutores
[7], em relacdo ao tamanho de leitegada numero de leitdes nascidos vivos, e
natimortos; mesmo que todos os machos tenham sido aprovados em testes de
qualidade espermatica para o processamento e utilizacao da DI [8;9]. Com o uso da
inseminagao heterospérmica (IH) / pool, realizado entre 2 ou mais machos [10],
estas diferencas se diluem, impedindo a distingdo das caracteristicas reprodutivas

individuais [11].
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Portanto, para podermos detectar reprodutores de baixo mérito genético,
presentes em centrais de IA, se torna necessario a utilizagdo de métodos mais
eficazes de diagndstico destes reprodutores. O objetivo deste trabalho consiste na
comparagao entre as técnicas de IAIC e IAIU, com uso de doses heterospérmicas,
em condigbes de rotina de granja, com posterior determinagdo genética da

paternidade atribuida a cada macho, para a formacgao das leitegadas.

2. Materiais e Métodos

2.1- Comparacao entre IAIC e IAIU

Esta etapa foi realizada em uma granja comercial, com plantel de 1.080
matrizes, em sistema de Unidade Produtora de Leitdes (UPL), localizada na regido
do Vale dos Vinhedos, no estado do Rio Grande do Sul durante o periodo de
novembro de 2004 a fevereiro de 2005. Foram utilizadas 300 fémeas da linhagem
Naima, genética Penarlan®, de ordem de parto (OP) 2-5, subdivididas em 2
tratamentos, em relagéo a técnica de A aplicada: 150 fémeas por IAIC com dose de
3 x 10° espermatozoides e volume de 85 ml; e 150 fémeas por IAIU, com dose de

1,5 x 10° espermatozoides e volume de 60 ml.

2.1.1 - Critérios para a selecao dos pares

Apds o desmame, em média aos 21 dias, as fémeas eram alojadas em
gaiolas no setor de gestacao, destinadas somente para as fémeas desmamadas
permanecerem durante o periodo de detecgdo de estro e IA. Apds o alojamento
destas, pares de fémeas eram formados aleatoriamente, de acordo com protocolo ja
pré-estabelecido, em que, cada par de fémeas deveria apresentar. mesma ordem
de parto (OP); mesmo escore corporal; dias de lactagdo do parto anterior igual ou
menor de 2 dias; intervalo desmame-estro (IDE) igual ou menor de 2 dias; média de
nascidos totais do parto anterior, divididas em 3 grupos: 9-11 leitdes; 11-14 leitbes;
e mais de 14 leitdes. Para as fémeas que nao formaram par com o lote de
desmame, a IA foi realizada em um dos tratamentos (IAIC ou IAIU) e, no periodo de
no maximo 3 semanas, era tentado alocar esta fémea com outro par. Caso contrario

aquela fémea ja inseminada era automaticamente excluida do experimento.



33

2.1.2 - Reprodutores utilizados

Como doadores de sémen, foram utilizados 8 machos hibridos da genética
Penarlan®, de comprovada fertilidade, pertencentes a Unidade de Producdo de
Sémen (UPS) da empresa dona da granja onde foi realizado o experimento.

Cada macho era identificado por numero especifico (34P, 38P, 41P, 44P,
46P, 92P, 53P, 78P), para identificar as DI(s) no momento de distribuicdo para as
granjas. Foram formados, ao acaso, pares variaveis (pools), obtendo-se as DI(s) a

serem utilizadas no experimento.

2.1.3 - Processamento e envasamento do sémen

A coleta de sémen foi realizada pelo método da mao enluvada, sendo o
ejaculado imediatamente entregue pelos funcionarios para a veterinaria responsavel
pela UPS, a qual realizou todos procedimentos necessarios para permitir o envase
da dose.

As anadlises de motilidade e vigor foram realizadas por meio de microscopio
Optico, e o calculo da concentragdo realizado por meio de espectrofotdmetro
Accucell photometer® (IMV Technologies). As doses somente foram utilizadas se
apresentassem motlidade superior a 80%.

Apos estas analises, os ejaculados foram misturados em pools de 2 machos,
sendo posteriormente diluidos no diluente X-Cell® (IMV Technologies), de longa
duracdo, e entdo envasados em Goldenbag™ (IMV Technologies) , denominados
“blisters”.

As doses foram envasadas em envasador automatico, Automatic Cochette
Machine® (IMV Technologies), em diferentes concentragbes, de acordo com a
técnica, sendo que para a IAIC utilizou-se uma concentragcdo de 3 x 10°
espermatozoides / dose, com volume de 85 ml, e para a IAIU, concentragao de 1,5 x

10° espermatozoides / dose, com volume de 60 ml.

2.1.4 - Detecgao de estro

A deteccdo de estro foi realizada duas vezes ao dia, sendo a primeira,
realizada na parte da manha (8:00 h), apds o arragoamento, e a segunda realizada
no periodo da tarde (16:30 h).

Em todo o decorrer do experimento, a técnica utilizada para deteccdo de

estro foi a da observagcao do reflexo de tolerdncia ao homem na presenga de um
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macho sexualmente maduro (RTHM). Em ambos os periodos, para a realizagao
desta deteccéo, foi utilizado um rufido, para estimular as fémeas a apresentarem

sinais de estro.

2.1.5 - Protocolo de I1A

O experimento seguiu o protocolo de IA realizado normalmente na granja. As
fémeas submetidas a IAIC, foram inseminadas 0-24-36 h apds a deteccao de estro,
enquanto as fémeas submetidas a IAIU, foram inseminadas 12-24-36 h apos a
deteccdo do cio. Apos a realizagdo de todas as IA, as fémeas foram conduzidas
para outro galpao de gestagdo, onde permaneceram em gaiolas individuais até os
110 dias de gestacéo.

As inseminagdes foram realizadas com pipetas descartaveis em ambas as
técnicas, sendo que na técnica de IAIC, foi utilizada a pipeta Goldenpig® (IMV
Technologies). Ja na técnica de IAIU, foi utilizada a pipeta DeepGoldenping®
concept (IMV Technologies), que consiste na pipeta de IAIC, utilizada como guia, e
um cateter de diametro em torno de 4 mm, o qual € introduzido no interior da pipeta
guia (8 mm de diametro), progredindo cerca de 20 cm a mais do que a pipeta
convencional, ultrapassando a cérvix e atingindo a regido do corpo do utero, onde o

sémen é depositado.

2.1.6 - Diagnostico de prenhez

O diagndstico de prenhez foi realizado aos 21 dias pds-cobertura, através de
ultra-sonografia transcutanea em tempo real, com transdutor setorial de 5 MHz
(Tringa 50S). A confirmacgéao de prenhez foi realizada aos 35 dias de gestacao, para

eliminar a possibilidade de ocorréncia de reabsor¢ao das vesiculas embrionarias.

2.1.7 - Andlise estatistica

Foram calculadas as taxas de concepgéo (ndo retorno ao estro) e parigao,
segundo [12]. Informagbes sobre o tamanho total da leitegada foram extraidos do
banco de dados da granja. As taxas de concepgédo e parigdo foram comparadas
entre as técnicas através do teste de qui-quadrado. O tamanho da leitegada entre os
tratamentos foi comparado por analise de variancia, com comparacao de médias

pelo método LSD. Todas as analises foram feitas no software Statistix® [13]. O efeito
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da ordem de parto (OP) das fémeas foi incluido na comparagdo de ambas as

variaveis.

2.2 - Determinacio genética da Paternidade

Esta técnica foi realizada no Laboratério de Biotécnicas Reprodutivas, do
Centro de Biotecnologia (Cenbiot), na Universidade Federal de Pelotas-UFPel.

Para a determinacdo da paternidade, foram coletadas amostras de sangue
dos machos envolvidos no experimento, e foram coletadas caudas dos leitdes que

pertenciam as leitegadas geradas pelas IA do experimento de campo.

2.2.1 - Critérios para coleta de sangue dos reprodutores

Foram coletados 10 ml de sangue de cada reprodutor, por pungao da veia
jugular, utilizando-se 2 tubos Vacutainers de 5 ml, cada um contendo EDTA
potassico (50 ul -K3 a 15), para cada reprodutor, para prevenir a coagulagado do
sangue. Depois de coletado, o sangue foi acondicionado imediatamente em isopor

com gelo, e devidamente embalado para ser transportado.

2.2.2- Selecao das fémeas a serem utilizadas na determinagao da paternidade
Foram utilizadas um total de 25 fémeas, sendo estas selecionadas somente
se inseminadas com o mesmo pool de sémen, em todas as DI(s). Deste total, 10
fémeas foram inseminadas com IAIC, e as 15 restantes com a técnica de IAIU.
Estas fémeas foram selecionadas por terem todas as informagdes referentes ao
total de nascidos consistentes com as informagdes obtidas do banco de dados e

nenhuma cauda de leitdo ou com identificagdo duvidosa.

2.2.3 - Critérios para selegao das leitegadas e coleta das caudas

A coleta da cauda dos leitdes foi realizada somente nas fémeas utilizadas no
experimento e que receberam todas DI(s) referentes ao mesmo pool dos machos
utilizados no experimento.

O procedimento para a coleta das caudas foi realizado logo apds o

nascimento de cada leitegada, sendo este feito através do manejo da amputagéo de
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2/3 da cauda com alicate elétrico, o qual simultaneamente cauterizava a pele do 1/3
restante, evitando assim perdas excessivas de sangue.

Depois de amputada, a cauda foi imediatamente acondicionada em bisnagas
plasticas de 100 ml para IA de suinos, contendo 25 ml de alcool 70 %, corretamente
identificadas com o numero da respectiva fémea, e posteriormente, armazenadas
em refrigeradores domésticos (5 °C).

Para transporta-las até o laboratério, as caudas foram devidamente
acondicionadas em caixas de isopor com gelo. No laboratério, estas foram

separadas por leitegadas, e entdo, armazenadas em camara fria a 5 °C.

2.2.4 - Extracdo do DNA das amostras coletadas

A extragdo do DNA do sangue dos machos foi realizada segundo modificagao
do protocolo de extragado proposto por [14] (anexo 1). A extragdo do DNA da cauda
dos leitdes foi realizada a partir de modificagdo do protocolo por [15] e [16] (anexo

2). Depois de extraidos os DNA, os mesmos foram armazenados a -20 °C.

2.2.5 - Marcadores moleculares

Para a determinacéo genética da paternidade, foram utilizados 9 marcadores
microssatélites, indicados pelo International Society for Animal Genetics (ISAG), os
quais foram descritos por [17] e [18]. Estes autores obtiveram sucesso em trabalhos
de controle de parentesco em suinos, na Austria e na Republica Tcheca,
respectivamente.

Os marcadores utilizados foram: SO090, SO101, SO155, SO355, SO386,
SW24, SW240, SW857 e SW951, sendo que o primer Forward de cada marcador foi
conjugado a um dos dois tipos de sondas fluorescentes, de acordo com o tamanho

de seu fragmento, no intuito de possibilitar a genotipagem do produto da PCR.

2.2.6 - Amplificacédo do DNA pela PCR
Para a realizacdo da PCR foram formados dois multiplex(s) a partir dos
marcadores selecionados, sendo estes distribuidos de acordo com o tamanho dos

fragmentos esperados (Tabela 1).

Tabela 1: Loci utilizados em cada multiplex.
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Locus Multiplex / Local do cromossomo  Tamanho do fragmento
coloragao
Sw24 1° Multiplex 17 92 -112
SW951 FAM 10q 124 - 136
SW857 14 145 -159
S0O386 11q 164 - 182
SO101 7q 196 - 224
SO090 12q 243 - 253
SW240 2° Multiplex 2q 94 -114
S0O155 HEX 1q 148 - 164
S0355 15 245 - 271% /241 -269 %

* descrito por Nechtelberger et al., (2001).
* descrito por Putnova et al., (2003).

As PCR foram realizadas segundo protocolo modificado de [17], totalizando
um volume de 25 ul de reagado, contendo: 200 pM de desoxinucleotideos
trifosfatados (dNTPs), 2,5 mM MgCl,, 0,8 ul de cada primer (0,4 pl forward e 0,4 pl
reverse) 1,25 U Taq DNA polimerase (Invitrogen®), 1 x PCR buffer e 20 - 100 ng de
DNA gendmico.

As reagdes de PCR foram amplificadas em um termociclador Eppendorff®,
num programa utilizado por [17], seguindo as seguintes etapas: inicialmente 1 ciclo
de 10 m a 95 °C; posteriormente 27 ciclos de 30 sa 95°C,30sa60°C,1me 30s

a 72 °C; e finalmente 1 ciclo de 30 ma 72 °C.

2.2.7 - Quantificagdo do DNA total extraido

No intuito de verificarmos se as técnicas de extragao utilizadas tiveram um
bom resultado, ou seja, quanto a quantidade e integridade do DNA extraido, todas
as amostras de DNA extraidas dos machos foram analisadas através da
eletroforese em gel de agarose a 0,8% em tampao Tris -borato-EDTA (TBE 5x),
corados com Brometo de Etideo. A quantificacdo de DNA dos leitdes foi realizada
por amostragem aleatdria, na qual 12 amostras foram escolhidas, sendo divididas

em 4 do inicio, 4 do meio e 4 do fim do periodo de extragdes.
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2.2.8 - Analise do produto da PCR
Foi realizada a genotipagem do produto da PCR no sequenciador automatico
ABI 377 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Perkin-Elmer), utilizando-se o

software Gene Scan.

2.2.9 - Analise dos resultados de identificagdo de paternidade

Os resultados obtidos na genotipagem foram analisados através da
porcentagem de exclusdo de paternidade, em relagdo as fémeas, e em relagéo as
respectivas leitegadas em que foi realizada a extragdo do DNA. Foram também

avaliados os indices de polimorfismos existentes em cada loco utilizado.

3. Resultados

3.1- Comparacao entre IAIC e IAIU

Em relagdo as 300 fémeas analisadas neste experimento (150 fémeas na
IAIC e 150 fémeas na IAIU), pudemos observar que as taxas médias de concepgao
e parigao foram respectivamente, 94,7% e 90,0%, e quando comparadas entre as
técnicas de IA utilizadas, ambas diferiram estatisticamente (P < 0,05). Seus valores
foram de: 98,7% na IAIC e 90,7% na IAIU para a taxa de concepgao; e para a taxa
de paricao tivemos como resultado 94,7% na IAIC e 85,3% na IAIU. (Figura 1).

Entretanto, o tamanho total da leitegada nao diferiu entre as técnicas (P >
0,05), sendo de 13,7 na IAIC e de 13,0 na IAIU. Na média, para todas as fémeas
inseminadas, o total de leitdes nascidos por parto foi igual 13,2.

A OP das fémeas inseminadas nao apresentou efeito significativo sobre as
taxa de concepgao e paricéo (P > 0,05). A taxa de concepgéao para fémeas com OP
igual a 2 foi de 96,7%, enquanto que para fémeas com OP de 3-5 foi de 93,8%. A
taxa de paricdo para as fémeas com OP igual a 2 e 3-5 correspondeu a 90,2% e

89,9 %, respectivamente.
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= IAIU

Taxa de Concepgéao Taxa de Parigcao

Figura 1: Taxas de concepgao e paricdo em relagdo ao meétodo de IA utilizado

IAIC: Inseminacgao artificial intracervical; IAIU: Inseminagao artificial intra-uterina (ambas as
taxas diferiram entre as técnicas por pelo menos P < 0,05).

O tamanho total da leitegada foi superior (P < 0,05) em fémeas com 3-5

partos (13,6), em comparagéo com fémeas com OP igual a 2 (12,9).

3.2- Determinacdo genética da Paternidade

Quanto a técnica de extracdo de DNA, foi possivel perceber que, com o
decorrer das extragcbes, houve um aperfeicoamento da técnica utilizada,
possibilitando a obtencdo de DNA com poucas evidéncias de degradacgéo, pela
visualizagdo de bandas bem definidas. A Figura 2 corresponde a analise de algumas

amostras selecionadas aleatoriamente no decorrer das extragoes.

Figura 2: Analise eletroforética do DNA gendmico de leitbes. A - marcador A 50 bp; B -
amostra 8; C - amostra 09; D - amostra 28; E - amostra 29; F - amostra 186; G - amostra
193; H - amostra 194; | - amostra 196; J - amostra 347; K - amostra 348; L - amostra 349;
M - amostra 350.
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A técnica utilizada para a extragdo de DNA do tecido das caudas dos leitdes,
adaptada de [15] e [16], proporcionou extragdes de 6tima qualidade, para a analise
e quantificagcdo do DNA gendmico extraido. Um padrdao semelhante foi obtido na
extracdo do DNA gendmico do sangue dos reprodutores, a partir do protocolo
adaptado por [14], sendo possivel observar no gel de agarose (Figura 3), bandas
muito bem delimitadas, sem a presengca de degradagdo, e sem possiveis
contaminagdes por restos de proteinas, RNAses e/ou DNA exdgenos. Ambos os
protocolos de extragcao de DNA foram eficazes para o fornecimento de quantidade

suficiente de DNA gendmico de boa qualidade para a realizagdo da PCR.

334 3241 344 246 353 492

Figura 3: Analise eletroforética do DNA gendmico dos reprodutores

Ambos os protocolos de extracao de DNA foram eficazes para o fornecimento
de quantidade suficiente de DNA gendmico de boa qualidade para realizar a PCR.

Somente 7 dos 9 marcadores microssatélites utilizados no experimento,
puderam ser utilizados para a determinagdo da paternidade (SW951, SW857,
S0386, SO101, SW240, SO155, S0O355). O marcador SO090 nao produziu
amplificacdo alguma na regido alvo do genoma, nao sendo evidenciado presenca de
alelos no produto da PCR. Por outro lado, o SW24 apresentou uma amplificacao
monomorfica, em virtude de que em todos os individuos, os alelos obtidos foram os

mesmos (Tabela 2).
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Tabela 2. Avaliacao de polimorfismo existente entre os loci utilizados no experimento.

Locus N° de alelos
SW24
SW951
SW857
SO386
SO101
S0O090
SW240
S0O155
S0355

o B o s~ -

N 0 © O

Foram utilizados como base para a exclusdo da paternidade, a presenca de 3
loci distintos para cada individuo analisado. Todas as 25 leitegadas analisadas,
apresentaram alguns leitdes dos quais nao foi possivel excluir a paternidade. Dos
300 leitdes genotipados, foi possivel excluir a paternidade em 94 (33 %), enquanto
que nao foi excluida a paternidade de 201 leitdes (67%). Além disso, dentre as 25
leitegadas, 3 (12%) apresentaram alguns leitdes nos quais a paternidade poderia
ser atribuida aos 2 reprodutores incluidos no pool do sémen em questdo, o que
ocorreu com apenas 4 leitdes (Tabela 3).

Das 25 leitegadas genotipadas, 10 foram originarias da IAIC (129 leitdes) e
15 da IAIU (171 leitdes). A média de leitdes nascidos nas leitegadas genotipadas foi
de 12,0, sendo, 12,9 para a IAIC e a 11,4 para a IAIU. Seis leitegadas foram
originarias do pool 0, uma do pool 1, duas do pool 2, duas do pool 3, dez do pool 4 e
duas do pool 5. O macho 38 néo teve atribuida a si a paternidade de nenhum leitéo,
por ter morrido durante o experimento, ndo tendo sido possivel a coleta de sangue
ou qualquer outro tecido que permitisse a posterior extracdo de seu DNA. Entre os
outros reprodutores, foi possivel atribuir a paternidade de 12 leitbes para o macho
34, 14 para o macho 41, 46 para o macho 44, 13 para o macho 46 e 9 para o macho
92 (Tabela 4).
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Tabela 3. Resultados do teste de paternidade em funcdo do pool de sémen avaliado, de
diferentes machos e técnicas de inseminacéo artificial (n = 25 leitegadas)

Total de Leitdoes sem
Fémea |A nascidos Pool Machos excluséo
34 38 41 44 46 92

4704 IC 13 2 0 7 6
4750* IC 14 4 2 5 6
5006 IC 15 0 3 0 12
5094 IC 12 3 0 1 11
4975 IC 12 5 6 0 6
4933 IC 14 4 7 2 5
4733 IC 17 0 1 0 16
5037 IC 7 0 1 0 6
4910 IC 13 4 11 0 2
5055* IC 12 1 0 2 8
5000 ] 10 2 0 5 5
4974 IU 14 5 6 0 7
4741 U 14 4 1 0 12
4932 U 14 4 6 0 8
1237 U 11 4 6 0 5
5048 V] 12 4 1 0 11
5051 U 9 4 7 1 1
4998 U 7 0 0 0 7
4716 U 12 0 0 0 12
1185 U 11 3 0 0 11
4936 U 8 4 5 0 3
4726 U 14 0 2 0 12
5060 U 10 5 1 0 9
5035 U 14 0 3 0 11
4732 U 11 0 2 0 9

IA: Inseminagéo Atrtificial IC: intra-cervical; |U: intra-uterina; Pools: 0: & 34 /38; 1: & 34 /41;2: £ 38/
41;3: 3 38/92;4: 3 441 92; 5: & 46 / 92. * fémeas em que foram atribuidas paternidade aos 2 pais

(4750 = 1 leitdo); (4974 = 1 leitdo); (5055 = 2 leitdes).

Tabela 4. Leitbes com ndo exclusido de paternidade por macho e método de IA

Macho Leitdes genotipados Método de |IA
IAIC IAIU
34 12 5 7
38 0 0 0
41 14 9 5
44 46 20 26
46 13 6 7
92 9 8 1
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Os dados da Tabela 4, indicam que a exclusao de paternidade foi semelhante
entre as técnicas de |IA para a maioria dos machos. A excegao foi o macho 92, para
o qual, a maioria dos leitdes com exclusdo de paternidade foram originarios de IAIC.

Entre os pools de sémen, o pool 4 foi o que mais produziu leitdes
genotipados (119). Destes, foi possivel excluir a paternidade de 54 leitdes, com
predominancia de paternidade do macho 44 sobre o macho 92, tanto na IAIC (20 x 7
leitdes, respectivamente), como na IAIU (26 x 2 leitdes, respectivamente). O
segundo pool de sémen mais usado foi o pool 0, que produziu 97 leitdes, porém
como este incluia o macho 38, todos os 12 leitdes com exclusdo de paternidade
neste pool eram filhos do macho 34. Foram genotipados 23 leitdes a partir do pool
3, mas foi possivel determinar a paternidade de apenas um leitdo, flho do macho
92 na IAIC. Este pool também incluia o macho 38. No pool 5, foram genotipados 26
leitdes, tendo sido excluida a paternidade 12 destes, todos filhos do macho 46 (6 na
IAIC e 6 na IAIU), enquanto que nao foi atribuida a paternidade de nenhum leitao
para o macho 92. O pool 1 participou de apenas uma das leitegadas genotipadas,
gerada por IAIC, na qual 2 dos 12 leitdes foram identificados como filhos do macho
41.

Na Tabela 5, é possivel observar que os alelos obtidos pela genotipagem dos
reprodutores sdo, em muitos casos, iguais ou muito préximos uns dos outros,

podendo este ser um indicador de alto grau de parentesco entre eles.

Tabela 5. Alelos referentes aos reprodutores utilizados na determinacao da paternidade
Machos  SW951 SW857 S0386 SO101 SW240  SO155 S0355

34 124 151 178 202 /212 94 164 247
41 124 /130 153/157 186 198/212 92/94 164 247
44 124 153 178/184 212/218 92 164 247
46 124 153 /155 178 212 92 152 /160 247

92 122 /130 155 178 212 90/98 166 249
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4. Discusséao

Em relacdo aos resultados obtidos na determinagcdo da paternidade,
podemos notar que os 2 protocolos utilizados para a extragdo do DNA gendmico,
foram eficazes o bastante, permitindo a obtengdo de DNA em grande quantidade e
qualidade para a analise em questdo. O mesmo nao foi observado por [19], ao
utilizarem um protocolo semelhante para extracdo do DNA gendmico do tecido de
crustaceos do género Lernaea, parasitos de peixes de agua doce, devido a uma
grande contaminacdo das amostras com DNA exdgeno, provavelmente do préprio
hospedeiro, ou entdo de outros organismos que possam se prender ao corpo das
fémeas parasitas. Este resultado negativo se deve ao pouco tempo destinado a
amostra na etapa de digestdo das membranas celulares (fundamental para uma
exposigcao completa do DNA), e substancias que poderiam levar a obtengdo de DNA
de baixa qualidade, ou até sua completa degradagéo.

Entretanto, apesar do DNA obtido ter sido de boa qualidade, a determinacao
genética da paternidade, de uma maneira geral, ndo apresentou boa eficacia, em
virtude de que a efetividade deste teste ndo depende unica e exclusivamente da
qualidade do DNA extraido e do numero de marcadores utilizados, mas sim do nivel
de informagdo contida neles, o que lhes atribui um alto ou baixo grau de
polimorfismo [21].

De um modo geral, neste experimento, os marcadores utilizados nao
apresentaram bons resultados na populacido estudada pelo fato de terem
demonstrado, de maneira geral, um baixo grau de polimorfismo, acarretando, entéo,
em uma taxa reduzida de exclusdo de paternidade, apesar de todos eles serem
recomendados pelo ISAG, e tidos como os ideais para a determinacdo de
parentesco em suinos [17; 18]. Além disso, caso a regido genotipada ndo possuir

um alto grau de polimorfismo, ha uma grande possibilidade de ocorrer um erro na
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identificacdo da paternidade, levando a um resultado falso negativo e/ou positivo
[22].

Outros autores [21] também obtiveram erros na identificagdo da paternidade
de bovinos da raca Gir, utilizando 9 MS, destes, 7 recomendados pelo ISAG. Como
resultado, obtiveram uma maior exclusdo da paternidade com os outros 2
marcadores ndo recomendados pelo ISAG, sendo a paternidade excluida de
reprodutores, cujos outros marcadores atribuiam falsamente a paternidade. Isto se
deu, pelo fato destes marcadores selecionados apresentarem um baixo grau de
polimorfismo, levando consequentemente a uma baixa eficacia na exclusao.

A baixa taxa da exclusdo da paternidade neste experimento, poderia ser
atribuida a um possivel alto grau de parentesco entre os animais envolvidos no
trabalho, pois em um plantel comercial existe a possibilidade de ocorréncia de
consanguinidade na populagdo estudada. Porém, ndo se pode atribuir estes
resultados somente a um alto grau de parentesco, pois a ocorréncia de
monomorfismo se deu apenas em um loco (SW24), e ndo na maioria, apesar de os
alelos obtidos nos demais loci apresentarem, em sua grande maioria, valores muito
préximos ou iguais. Além disso, a ocorréncia deste loco monomorfico pode ser
atribuida a presenca de um gene em pressao de selecdo, em virtude da realizacéo
de processos de melhoramento genético nesta populagéo. Outra possibilidade seria
a ocorréncia de contaminagdo, o que é improvavel, em funcdo do uso de PCR
multiplex em todas as amostras, e de ndo ter ocorrido contaminacdo nos demais
loci. Além disso, € possivel verificar que houve diferenga no nivel de polimorfismo
presente em cada loco utilizado no trabalho (Tabela 2).

Outra possibilidade que poderia estar associada a estes resultados, seria em
relacdo a ocorréncia de mutagdes nos microssatélites (MS), durante a formacéao dos
gametas. Este tipo de ocorréncia € muito frequente, principalmente em alelos de
maior comprimento, podendo levar a inclusdo ou exclusdo de um ou mais pares de
bases [22; 23]. Isto se explica pelo fato de que os MS encontram-se distribuidos ao
acaso e em grande quantidade no genoma dos eucariotos e possuem repetigdes em
tandem principalmente de di-nucleotideos [24; 14], o que facilita tal ocorréncia.

Possivelmente, o baixo grau de polimorfismo apresentado por estes loci,
pode ser devido, também, a genética utilizada no experimento, a qual pode nao ser

necessariamente a ideal para a utilizagado destes marcadores. [21] demonstraram a
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partir de seus resultados que, alguns loci utilizados com sucesso na determinagao
da paternidade em gado europeu, n&o sdo os mais adequados para gados zebus.

Outro resultado interessante foi em relagdo ao loco SO090, o qual nao
apresentou amplicagao alguma em todas as amostras analisadas. Este fato pode
ser atribuido a um possivel erro no momento da sintese deste marcador, tanto em
relagdo a adicdo, quanto a delecdo de um nucleotideo, impedindo assim, a
amplificagdo do fragmento de DNA referente a este loco. Entretanto, ndo somente
este poderia ser um unico fator causador desta ocorréncia, mas sim também de
uma possivel ocorréncia de mutagdes no sitio de anelamento deste marcador, ou
entdo a uma possivel inser¢dao de uma recombinagcdo de nucleotideos, levando a
um nao reconhecimento da regido alvo a ser amplificada.

Ao analisarmos o numero de leitdbes com exclusdo de paternidade, em
relagdo aos machos utilizados no experimento, podemos verificar que, no pool 4,
que contribuiu com o maior numero de amostras de sémen, o macho 44, apresentou
maior contribuicdo para a formacédo das leitegadas quando comparado ao macho
92. Um raciocinio semelhante pode ser feito na comparagao entre 0 mesmo macho
92 e 0 macho 46 no pool 5. Assim, aparentemente, o macho 92 poderia ser um
provavel reprodutor de baixo desempenho reprodutivo presente numa central de IA,
pois apresentou uma contribuigdo menor para a formagao da leitegada, tanto na
IAIC, quanto na IAIU, quando comparado a dois outros machos que participaram
dos referentes pools. Sendo assim, o efeito individual deste macho, possivelmente,
ficou mascarado, pela utilizagdo da |IA heterospérmica, podendo ser detectado,
somente, com a utilizagdo do teste de paternidade. Entretanto, esta hipétese nao
pode ser totalmente comprovada, em virtude da ocorréncia de problemas
relacionados ao polimorfismo dos marcadores utilizados, ndo sendo possivel excluir
a paternidade em uma grande proporgédo das amostras analisadas.

O baixo grau de polimorfismo dos marcadores utilizados também n&o permitiu
a identificacdo de diferencas no desempenho dos reprodutores, em funcdo das
técnicas de IA utilizadas. Os resultados obtidos no teste de campo indicaram a
ocorréncia de desempenho inferior com a IAIU. Autores que compararam a taxa de
paricdo com estas duas técnicas, utilizando concentracdes de 3, 2 e 1 x 10°
espermatozoides, observaram reducdo no numero de leitdes nascidos somente na
IAIC com DI de 1 x 10° espermatozoéides [3], porém obtiveram resultados

semelhantes para as duas técnicas, com as outras concentragdes. Entretanto, a
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auséncia de diferengas nas taxas de concepgdo e paricado, relatadas em outro
estudo [4], ndo foi confirmada no presente trabalho, ainda que os dados referentes
ao tamanho da leitegada tenham sido semelhantes. Em outro estudo [25], ndo
houve diferenca entre as técnicas, com relagao as taxas de concepgao e parigao,
entretanto, foi observada queda no total de leitbes nascidos com IAIU, o que
corresponde a um resultado inverso ao observado no presente trabalho. Ainda,
outro experimento [26] relatou tamanho de leitegada inferior na IAIU, em fémeas
primiparas, sem efeito significativo de fatores como: refluxo de sémen e
sangramento durante a IA. Portanto, ha uma variagdo consideravel nos resultados
de comparagdes executadas dentro da rotina de granjas [5;25;26] em funcéo da
dificuldade no controle de diversos fatores com potencial influéncia sobre o
desempenho da IA, tais como; coleta, processamento, € envase da DI, a deteccéo
do estro, e falhas na execugéo da técnica de IAIU no momento da IA. Em estudos
realizados em condi¢cdes experimentais com relativo controle de fatores externos, foi
observado que o desempenho entre estas duas técnicas de IA foi semelhante, ou
favoreceu a IAIU, quando DI com menor concentracdo espermatica foram usadas
[3;4:7].

A partir dos resultados obtidos neste experimento, fica claro que o teste de
paternidade, apesar de ser tido como uma técnica infalivel [20], e de alto grau de
eficacia, apresentou, ndo s6 neste trabalho, como em outros [21;22] algumas
dificuldades na determinagdo do desempenho reprodutivo dos reprodutores
presentes em centrais de IA, de um modo geral, em virtude da auséncia de um
polimorfismo representativo dos marcadores na populagédo estudada, o que levou a
um baixo grau de exclusdo da paternidade.

Portanto, estudos adicionais deverdo continuar sendo desenvolvidos na
espécie suina, com a utilizacdo de outros marcadores, ou entdo, com 0s mesmos
marcadores utilizados neste experimento, porém, em genéticas distintas, para
verificar o grau de confiabilidade dos mesmos, e aperfeigoar a técnica. Além disso,
comparando o painel de marcadores utilizados neste experimento com outro painel,
poderia se verificado, se realmente se trata de um problema de parentesco, de
problemas em relagdo aos marcadores utilizados, ou entdo, em virtude da alta
freqUéncia de ocorréncia de mutagbes nos loci utilizados, que culminaram numa

baixa taxa de exclusdo da paternidade.
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Concluséao

Em condi¢des de rotina de campo, a técnica de inseminagao artificial intra-
uterina apresentou desempenho inferior ao obtido com inseminagao artificial
intracervical.

Apesar do teste de paternidade apresentar alto grau de excluséo, este pode
se apresentar variavel, de acordo com o grau de polimorfismo presente nos loci
selecionados, em relacéo a espécie, genética e / ou linhagem em questao.

Neste experimento, ndo foi possivel obtermos resultados concretos em
termos de desempenho reprodutivo dos machos suinos, em relagado as técnicas de

IA utilizadas, devido ao baixo grau de exclusdo da paternidade.
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Anexos

Anexo 1: Protocolo de extracio de DNA de sanque fresco

» Obtencao de Leucocitos

« Pegar 500 ul de sangue, do tubo Vacutainer de 5ml com EDTA potassico
(50 pl -Kza 15 %);
%+ Coloca-lo em tubo eppendorf de 1,5 mi;
% Adicionar 1 ml do Tamp&o de hemoalise (Solugdo A), no intuito de lisar os
glébulos vermelhos, homogeneizar bem por inverséo (varias vezes);
% Centrifugar em 14.000 RPM por 10 minutos
Obs: se formar pellet muito pequeno recentrifugar
+ Posteriormente, descartar o sobrenadante, permanecendo somente com
o pellet de globulos brancos;
% Resuspender este pellet com 1 ml da Solugédo A e centrifugar em 14.000
RPM por 10 minutos.
Obs: Repetir esta etapa cerca de 10 vezes, no intuito de que o pellet
fiqgue bem limpo “branquinho”, ou seja, sem a presencga de resquicios
de glébulos vermelhos, obtendo-se somente os gldbulos brancos;
s O pellet de glébulos brancos pode ser armazenado no freezer por varios

meses, sem ser danificado.

> Extracdo do DNA

% Resuspender o pellet em 498 ul de Solugcao B (tampao detergente);
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+ Posteriormente adicionar 2 yl de Proteinase K, homogeneizar bem;

% Incubar a amostra a 55 °C até dissolver bem o pellet (4-6 horas ou
overnight), homogeneizando sempre;

% Posteriormente adicionar 500 ul de Solugéo B e 316 ul de NaCl (5M);

% Centrifugar em 14.000 RPM por 15 minutos.

+« Transferir o sobrenadante, no maximo 500 ul, para tubo eppendorf novo
esterilizado;

% Posteriormente, adicionar 1 ml de etanol absoluto (100 %) gelado, inverter
o tubo varias vezes

% Centrifugar em 14.000 RPM por 15 min;

¢ Descartar o sobrenadante, adicionar entdo 200 pl de etanol 70 % gelado;

% Centrifugar em 14.000 RPM por 15 min;

+» Descartar o sobrenadante, deixar sair bem o cheiro do alcool;

% Posteriormente resuspender o pellet em 250 pl de TE (tamp&o de

eluicdo).

< Armazenar a amostra em freezer por varios meses.

Solucio A (25 ml)

250 pl de Tris. Cl pH 7,6 1M ([ ] final 10 mM)
250 pl de MgCl, 0,5 M ([ ] final 5 mM
50 ul NaCl 5M ([ ] final 10 mM)

completar com H;O pura.

Solucéo B (500 pl)

5 pl de Tris.Cl pH 8,0 1M (final de 10mM)
10 yl de NaCl 5M

10 ul EDTA pH 8,0 0,5M

12,5 yl SDS 20 %

completar com H,O pura.
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Anexo 2: Protocolo extracio e purificacdo do DNA da cauda dos leitdes

> Manipulacdo da Amostra

v

v
v
v

Retirar a amostra do alcool 70%;

Retirar as sujidades da cauda com gaze;

Cortar uma porcéo da cauda a ser processada,;

Colocar o fragmento da cauda a ser processado sobre papel toalha, identifica-
lo, cobri-lo e coloca-lo na estufa a 37 °C por 10 min;

Retirar o fragmento de cauda da estufa.

> Purificacdo e Extracio do DNA

v
v

AN

D N N NN

Pesar 30 mg de tecido ja seco pela estufa;

Posteriormente retirar a pele da cauda e retirar somente tecido muscular para
0 processamento;

Apos retirar a quantia necessaria de tecido muscular, coloca-lo em tubo
eppendorf de 1,5 ml;

Adicionar entao 500 ul de tampao CTAB;

Colocar em banho-maria a 65° C e macerar bem até ficar bem diluido;
Adicionar 2 pl de [3- mercaptoetanol a 2%, apds a amostra estar 1 h no banho-
maria e macerar mais um pouco;

Posteriormente deixar agindo por 30 min. a temperatura ambiente;

Adicionar 4 ul de Proteinase K;

Colocar em banho-maria a 45° C por 1 h (sempre homogeneizando);

Posteriormente adicionar 1 pyl de RNAse;
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v' Aumentar o banho-maria para 55° C e deixar a amostra overnight - + 16 h
(sempre homogeneizando);

v Adicionar Fenol-Cloroférmio no mesmo volume da amostra total, homogeneizar
bem - formacado de uma amostra “leitosa”;

v" Centrifugar em 13.000 RPM por 10 min;

v" Ap0s esta centrifugagéo formara 3 fases no eppendorf:
= Fase Aquosa (superior)*
= Fase Intermediaria
= Fase Fenol (inferior)

v' Transferir somente a Fase Aquosa (superior)* para um eppendorf novo
esterilizado;

v" Adicionar 2/3 do volume total transferido de isopropanol a 100% (inverter
varias vezes);

v Deixar a solugdo descansar por 1 h a -20° C (freezer);

<

Posteriormente centrifugar a 13.000 RPM por 6 min.;

v' Descartar o sobrenadante e colocar o eppendorf aberto na estufa a 45° C por
30 min., no intuito de que saia todo alcool presente e permane¢a somente o
pellet;

Ap0s isto, resuspender o pellet em 350 pl de NaCl a 1M (homogeneizar);
Adicionar entao 1.100 pl de etanol a 100% (homogeneizar);

Centrifugar a 13.000 RPM por 13 min;

Descartar o sobrenadante, no intuito de retirar o excesso do etanol,;

Adicionar 500 ul de etanol a 70%, no intuito de retirar o excesso de sal;
Centrifugar a 13.000RPM por 3 min.;

Descartar o sobrenadante e deixar secar até sair o cheiro do etanol;

AN NN N N N NN

Posteriormente resuspender o pellet em 50 pl de TE (tampé&o de eluigcéo).

> Verificacdo em Gel de Agarose

v' Correr amostra em gel de agarose a 0,8 % no intuito de verificarmos se ha
qualidade no DNA extraido.
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Tampao CTAB: (para 1 litro)

e 100 mlof 1 M Tris, pH 8.0

e 280 ml of 5 M NaCl

e 40 mlof 0.5 M EDTA

e 20 g of CTAB (Cetyltrimethyl ammonium bromide)
TE buffer: (para1 litro)

[Final]
e 10 mM 10 ml de 1 M Tris, pH 8.0
e 1mM 2mlde 0.5 M EDTA

Tris 1 M, pH 8,0: (para 1 litro)
e 121,19 Tris
e 700 ml H,Odestilada

e Dissolver a mistura
e Adicionar HCL concentrado até o pH atingir 8,0 (cerca de 50 ml)

e Completar com H,O destilada até completar 1 litro.

EDTA 0.5 M pH 8,0: (para 1 litro)
e 186.12 g of EDTA
e 750 ml H>O destilada
¢ Adicionar cerca de 20 g de NaOH em pellet
Obs: Cuidadosamente adicione mais NaOH até que o pH atinja 8,0. O EDTA n&o se

dissolve até que o pH fique préximo de 8,0.

5 M NaCl: (para 1 litro)
e 292,2 g of NaCl
e 700 ml H,O destilada

e Misturar e adicionar mais H,O destilada até atingir 1 litro.
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