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1. INTRODUCAO

Novos meétodos de inseminacao artificial (IA) tem sido utilizados de forma
crescente na espécie suina. Na IA convencional (intracervical), o sémen €
depositado no interior da cérvix (Corréa et al., 2001). Na IA intra-uterina, o sémen é
depositado no corpo do utero através de um cateter especifico (Watson & Behan
2002). Estudos comparando as técnicas intracervical (IAIC) e intra-uterina (IAIU)
demonstraram semelhantes taxas de paricdo e numero total de leitdes nascidos
(Watson & Behan, 2002; Mezalira et al., 2003, Serret et al., 2005). Assim, a IAIU
possibilitaria uma redug&o no volume e na concentragao da dose inseminante, o que
maximiza o potencial de machos doadores de sémen com alto mérito genético, pois
estes serdo usados na IA de um maior numero de matrizes.

No entanto, mesmo que diferentes reprodutores tenham sido avaliados de forma
semelhante através de métodos de determinacéo de qualidade de sémen, diferencas
individuais entre os machos podem ser responsaveis por diferencas em seu
desempenho reprodutivo (Vesseur et al., 1996; Popwell & Flowers, 2004). Segundo
Dziuk (1996), o uso de IA heterospérmica, com doses contendo sémen de mais um
de macho, poderiam minimizar essas diferengas. Portanto, com a IAIU
potencializando o uso de poucos reprodutores para um grande numero de fémeas,
métodos cada vez mais eficazes se tornam necessarios para diferenciar o
desempenho reprodutivo individual. Este trabalho comparou as técnicas de IAIC e
IAIU, ambas com uso de doses heterospérmicas, em condi¢des de rotina de granja,
com posterior determinacdo genética da paternidade atribuida a cada macho na
formacao das leitegadas.

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 25 fémeas da linhagem Naima, genética Penarlan®, de ordem de
parto (OP) 2-5, pertencentes a um plantel comercial. Estas fémeas foram
inseminadas com doses heterospérmicas, foram 6 pools contendo ejaculados de
dois machos (34 — 48; 44 — 92; 34 — 41; 38 — 41; 38 — 92; 46 — 92). Dentre estas
fémeas, 10 receberam inseminacao artificial intracervical (IAIC) e 15 receberam
inseminacgao artificial intra-uterina (IAIU). Informacdes referentes ao total de leitbes
nascidos por parto foram registradas.



De cada um dos 5 reprodutores utilizados como doadores de sémen, foram
coletadas amostras de 10 ml de sangue, por pun¢ao da veia jugular, utilizando-se 2
tubos vacutainer de 5 ml, contendo EDTA potassico (50 ul -Kz a 15%), para prevenir
a coagulacdo do sangue. O sangue foi acondicionado a 5 °C. Ap0s 0 nascimento
das leitegadas, foram coletadas as caudas dos leitdes nascidos (n = 300), através da
amputacdo de 2/3 da mesma com alicate elétrico. As caudas foram imediatamente
acondicionadas em alcool 70%, identificadas e armazenadas em refrigerador
doméstico (5 °C). Um dos machos (n°. 38) morreu antes que fosse possivel a coleta
de material para a analise.

A extracdo do DNA do sangue dos machos foi realizada por um protocolo
proposto por Regitano (2001). A extragdo do DNA das caudas dos leitbes foi
realizada a partir do protocolo proposto por Black et al. (1997) e Doyle & Doyle
(1987). Depois de extraidas, as amostras de DNA, que foram armazenadas a -20 °C.
Foram utilizados 9 marcadores microssatélites (SW24, SW951, SW857, S0O386,
S0101, SO090, SW240, SO155, SO355), indicados pela International Society for
Animal Genetics (ISAG), descritos por Nechtelberger et al. (2001) e Putnova et al.
(2003). O primer Forward de cada marcador foi conjugado a sondas fluorescentes,
de acordo com o tamanho de seu fragmento, para possibilitar a genotipagem do
produto da PCR. Para a PCR foram formados dois multiplex, distribuidos de acordo
com o tamanho dos fragmentos esperados. As PCR foram realizadas segundo o
protocolo modificado de Nechtelberger et al. (2001), com volume final de 25 pl de
reacdo: 200 uM dNTPs, 2,5 mM MgCl,, 0,8 ul de cada primer; 1,25 U Tag DNA
polimerase (Invitrogen®), 1 x PCR buffer e 20 - 100 ng de DNA genémico. As PCR
foram amplificadas em termociclador Eppendorff®, num programa utilizado por
Nechtelberger et al. (2001). A analise do produto da PCR foi realizada por
genotipagem, no sequenciador automatico ABI 377 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Perkin-Elmer), utilizando-se o software Gene Scan®. Os resultados
obtidos foram analisados através da porcentagem de exclusdo de paternidade, em
relacdo as fémeas, e em relacdo as respectivas leitegadas nas quais foi realizada a
extracdo do DNA.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Mesmo utilizando marcadores recomendados pelo ISAG, tidos como os ideais
para a determinacdo de parentesco em suinos (Nechtelberger et al., 2001; Putnova
et al., 2003), estes apresentaram baixo grau de polimorfismo, possivelmente em
virtude dos animais utilizados serem da mesma genética (granja comercial), ou ainda
pelo fato desta genética ndo ser a ideal para a utilizacdo destes marcadores (Ron et
al., 1995). Somente 7 dos 9 marcadores microssatélites utilizados no experimento,
contribuiram na determinacdo da paternidade (SW951, SW857, S0O386, SO101,
SW240, SO155, SO355). O marcador SO090 ndo produziu amplificagdo alguma na
regido alvo do genoma, possivelmente por erro no momento de sua sintese, tanto
em relacdo a adicao, ou delecdo de um nucleotideo, impedindo a amplificacdo do
fragmento de DNA referente a este loco. Ja o SW24 apresentou-se monomorfico,
podendo esta ocorréncia ser atribuida a presenca de um gene em pressao de
selecdo, devido a processos de melhoramento genético nesta populacao.

Todas as 25 leitegadas analisadas apresentaram alguns leitbes dos quais nao
foi possivel excluir a paternidade. Dos 300 leitdes genotipados, foi possivel excluir a
paternidade em 94 (33%). Além disso, das 25 leitegadas, 3 (12%) apresentaram
leitdes cuja paternidade poderia ser atribuida aos 2 reprodutores incluidos no pool



do sémen em questao. Das 25 leitegadas genotipadas, 10 foram originarias da IAIC
(129 leitdes) e 15 da IAIU (171 leitbes). A média de leitdes nascidos nas leitegadas
genotipadas foi de 12,0; sendo de 12,9 para a IAIC e de 11,4 para a IAIU os
resultados semelhantes encontrados por Serret et al. (2005)

A exclusao de paternidade entre os reprodutores, com excecao no macho 38, &
mostrada na Tabela 1. Esta excluséo foi semelhante entre as técnicas de IA para a
maioria dos machos, com excecdo do macho 92, para o qual a maioria dos leitbes
com exclusdo de paternidade foram originérios da IAIC. No pool 4 (com o0 maior
namero de amostras), o macho 44 apresentou maior contribuicdo para a formacao
das leitegadas do que o macho 92. O mesmo poder ser dito para a comparagéo
entre 0 mesmo macho 92 e o macho 46, no pool 5. Assim, o macho 92
aparentemente apresenta baixo desempenho reprodutivo tanto na IAIC, quanto na
IAIU, mas este efeito individual ficaria mascarado com o uso de IA heterospérmica.
Entretanto, esta hipétese ndo pdde ser totalmente comprovada, em funcdo do baixo
polimorfismo dos marcadores utilizados, o qual também n&o permitiu a identificacao
de diferencas no desempenho dos reprodutores, em fungdo das técnicas de IA
utilizadas.

Tabela 1. Exclusdo de paternidade por reprodutor e por método de inseminacdo
artificial.

Reprodutor Leitbes genotipados Método de Inseminacéo artificial.

IAIC IAIU

34 12 5 7

38 0 0 0

41 14 9 5

44 46 20 26

46 13 6 7

92 13 8 1

4. CONCLUSOES

N&o foi possivel obter resultados concretos em termos de desempenho
reprodutivo dos machos em relacdo as técnicas de IA utilizadas, devido ao baixo
grau de exclusdo da paternidade. Novos trabalhos deverdo ser realizados, em
genéticas distintas, para verificar se a falha na determinacéo da paternidade se deu
em virtude do baixo potencial polimorfico dos marcadores utilizados, devido ao alto
grau de parentesco, ocorréncia de mutacdes, ou devido a genética utilizada nao ser
a ideal para a utilizagao destes loci.
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