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INTRODUCERE

Cu o populatie mondiala in continua cregtere, existd nevoia unei cresteri
proportionale a productiei de alimente, atat vegetale céat si animale. O atentie
nsemnata se indreapta catre fermele de porci, carnea de porc fiind unul dintre
cele mai consumate tipuri de carne la nivel global. Cresterea numarului de
ferme nu reprezintd cea mai buna solutie, deoarece presupune cheltuieli
ridicate precum si ocuparea de spatiu suplimentar. n aceste conditii, varianta
optima este cresterea eficientei unitatilor deja existente. Pentru obtinerea
acestui deziderat este nevoie de insumarea a doua actiuni: eficientizarea
tehnologiei de crestere (cu sporirea ratei de conversie a hranei) si optimizarea
functiei de reproductie a suinelor.

Optimizarea reproductiei la suine implica o cunoastere in detaliu a
fenomenelor intime ce se desfasoara in cadrul acesteia, inclusiv in ceea ce
priveste productia de material seminal.

Productia de material seminal la vier este influentatd de o serie de factori,
cum ar fi rasa, varsta, nutritia, factorii de mediu, starea de sanatate si frecventa
recoltarilor, care determina variatii ale parametrilor spermatici. Din momentul
implementarii insamantarii artificiale la suine, a existat un interes continuu legat
de aceste variatii, mai ales la vierii de mare valoare genetica.

De-a lungul anilor, mai multi autori au dezbatut efectele sezonului asupra
functiei de reproductie la suine, atat la masculi cat si la femele. La vieri
modificarile sezoniere par sa fie influentate mai ales de fotoperioada si
temperatura. Aceasta din urma, in cazul valorilor ridicate din timpul verii, are un
efect daunator ce cauzeaza destructii ale liniei germinale, rezultand intr-o
scadere temporara a productiei de spermatozoizi si a fertilitatii, fenomen ce a
dus la aparitia termenului de ,infertilitate de sezon” la suine, pentru a reflecta
rezultatele mai slabe obtinute dupa insamantarile artificiale din timpul verii.
Conform unor autori, productia de sperma la vieri poate oscila cu pana la 25-
30% 1n cursul uni an, fapt ce forteaza centrele de insamantare artificiala sa
detind vieri suplimentari pentru a compensa aceste fluctuatii. Asadar, o
cunoastere mai buna a factorilor ce influenfeaza atat cantitatea cat si calitatea
spermei poate ajuta la cregterea eficientei unitatilor de productie a materialului
seminal de vier.

Pentru a putea aprecia corect variatile parametrilor seminali, trebuie
acordata atentie mijloacelor de examinare. Evaluarea traditionala a materialului
seminal, folosind microscopul optic ofera o interpretare subiectiva, in functie de
specialistul ce o realizeaza conducand la o mare variabilitate a rezultatelor.
Gradul ridicat de subiectivitate al evaluarii clasice o face mai putin eficienta, iar
rezultatele pot avea consecinte economice nedorite. Prin urmare, analiza
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computerizatd a materialului seminal (sistemul CASA) a devenit din ce in ce
mai populara, ajungand sa fie preferata pe scara larga la momentul actual
datorita capacitati de analizd rapida si obiectivda a numerosi indicatori
spermatici. Majoritatea autorilor sustin ca, in cazul in care este aplicat corect,
sistemul CASA este cea mai eficienta metoda de examinare a materialului
seminal, realizadnd un examen obiectiv, precis, rapid si usor de obtinut. Nu este
de neglijat Tnsa ca si rezultatele analizei computerizate pot fi influentate de o
serie de factori ce tin de protocolul de lucru si de echipamentul utilizat iar din
aceasta cauzad examinatorii trebuie sa aleaga intotdeauna materialele
adecvate.

Nu Tn ultimul rand, pentru a eficientiza activitatea centrelor de productie a
materialului seminal de vier, este necesara aprofundarea cunostintelor legate
de prelucrarea si conservarea acestuia. Informatii utile ar putea fi oferite, printre
altele, de studierea diluantilor aflati pe piata in vederea alegerii diluantului
potrivit, de examinarea efectelor pe are metoda de prelucrare, ambalare si
conservare le are asupra calitatii materialului seminal si de detectarea unor
eventuale corelatii intre parametrii seminali calculati dupa ejaculare si
potentialul ejaculatului de a-si pastra calitatea in timpul conservarii.

*k%k

Teza de doctorat ,,Cercetari privind variatiile sezoniere ale indicatorilor
spermatici la vier si fertilitatea acestora” a fost realizata si cu sprijinul
Fondului Social European, Programul Operational Sectorial Dezvoltarea
Resurselor Umane 2007-2013, proiectul POSDRU/159/1.5/S/132765 -
,Programe doctorale si postdoctorale pentru promovarea excelentei in
cercetare, dezvoltare si inovare in domeniile prioritare — agronomic si medical
veterinar, ale societatii bazate pe cunoastere”.
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INTRODUCTION

The world population continues to grow, which brings the need of a
proportional grow in food production, both of vegetal and animal origin. Special
attention goes to pig farms, because pork is one of the most consumed types
of meat on a global level. Increasing the number of pig farms is not always the
best solution, because it implies high expenses and the need of large surfaces.
In these conditions, the optimal choice would be to improve the efficiency of the
already existent farms. This can be achieved essentially by summing two
actions: improvement of pig farming technology (with increases of food
conversion rate) and optimization of pig reproduction.

The optimization of reproduction in swine requires a detailed knowledge of
the phenomena that it implies, including semen production.

Semen production in boars is influenced by a series of factors, such as
breed, age, nutrition, climate, health status and collection frequency, which
determine variations in seminal parameters. Since the implementation of
artificial insemination biotechnologies in swine, there is a continuous interest on
these variations, particularly in boars of high genetic value.

Over the year, many authors debated about the effects of the season on the
reproductive function in pigs, both in males and females. In boars, the seasonal
changes seem to be determined particularly by photoperiod and temperature.
In case of high values, the latter has a harmful effect causing destructions of
germinal line, resulting in a temporary decline of sperm production and fertility,
a phenomenon that led to the usage of a term called “seasonal infertility” in
swine for referring to the poor results after artificial inseminations in summer.
According to some authors, the semen production can oscillate as much as 25-
30% during a year, forcing semen production centers to keep additional boars
to compensate these fluctuations. Thus, a better knowledge of the factors that
influence the quantity and quality of semen could help in increasing the efficacy
of boar semen production units.

For a better assessment of seminal parameters variations, one must pay
attention to the examination method. The traditional evaluation of semen using
optical microscope offers a subjective interpretation according to the technician,
leading to a high variability of the results. The high degree of subjectivity makes
the classical evaluation less effective, and the results could have negative
economic consequences. Thus, the examination using computerized
instruments (CASA systems) became the most popular method, being
nowadays largely preferred thanks to its capacity of a rapid and objective
analysis of numerous seminal parameters. The majority of the authors in
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literature state that, when correctly applied, the computer assisted sperm
analysis (CASA) is the most efficient method of semen examination, offering
accurate, rapid and easily obtained results. However, one must keep in mind
that the results of CASA can also be affected by a series of factors related to
operation protocol and equipment and for this reason the examiners must
always choose the adequate materials.

Last but not least, for improved efficiency of boar semen production centers,
it is necessary to deepen the knowledge related to semen processing and
storage. Useful information could be offered, among others, by studying the
extenders currently available on market for choosing the right extender, by
examining the effects that the method of semen processing and packing can
have on its quality, and also by detecting the possible correlations between the
parameters of raw semen and its capacity of maintaining good quality during
storage.
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REZUMAT
Cuvinte cheie: vier, material seminal, prelucrare, variatii sezoniere, CASA

Teza de doctorat intitulata ,,Cercetari privind variatiile sezoniere ale
indicatorilor spermatici la vier si fertilitatea acestora” a fost elaborata in
cadrul Scolii Doctorale a Universitatii de Stiinte Agricole si Medicina Veterinara
,lon lonescu de la Brad” din lasi.

Teza cuprinde 219 pagini si este constituita din doua parti principale, conform
normativelor aflate in vigoare la ora actuala. Pentru realizarea acesteia s-au
utilizat ca sursa de documentare un numar de 192 ftitluri bibliografice din
literatura de specialitate din tara si din strainatate relevante pentru subiectul
tezei. Datele prezentate sunt sustinute de 66 figuri si 45 tabele.

Originalitatea cercetarilor consta in compararea in premiera a trei modele
specifice de camere de analiza utilizate pentru examinarea computerizata a
materialului seminal de vier. De asemenea, pentru prima oara in tara noastra
au fost monitorizate variatiile sezoniere ale parametrilor materialului seminal
provenit de la vieri intretinuti in conditii standardizate. Nu in ultimul rand, teza
prezinta primul studiu asupra variatiei sezoniere a distributiei subpopulatiilor de
spermatozoizi mobili din materialul seminal prelucrat de vier. Toate aceste vor
contribui la imbunatatirea practicii de evaluare a spermei de vier prin alegerea
dispozitivelor adecvate, la optimizarea productiei de material seminal de vier
prin oferirea unei solutii impotriva asa-numitei ,infertilitate de sezon” descrisa la
suine, precum si la o cunoastere mai detaliata a fenomenelor ce stau la baza
variatiilor sezoniere ale parametrilor seminali la vier.

Prima parte, intitulata ,Stadiul actual al cunoasterii” cuprinde trei capitole (51
pagini), oferind informatii disponibile in literatura de specialitate referitoare la
morfologia si fiziologia aparatului genital de vier, la sezonalitatea functiei
genitale la suine precum si la biotehnologia de insaméantare artificiala la aceasta
specie, inclusiv date cu privire la recoltarea, evaluarea prin metode clasice si
metode moderne, prelucrarea, conservarea si inocularea materialului seminal.

Partea a doua, intitulata ,Cercetari proprii”, este structurata pe sapte capitole
(104 pagini) si prezinta scopul siimportanta cercetarilor, materialele si metodele
de lucru, rezultatele obtinute in urma analizelor efectuate, interpretarea
rezultatelor si discutiile pe baza interpretarii prezum si concluziile ce pot fi notate
in urma cercetarilor si recomandarile practice.

In continutul tezei se regésesc date proprii publicate in lucrarile stiintifice
sustinute n cadrul simpozioanelor organizate de Facultatea de Medicina
Veterinara lasi sau de alte facultati de profil din tara, manifestari stiintifice
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internationale gi reviste de specialitate cu indexare internationala (B+) si factor
de impact (ISI).

Tn primul capitol din partea a doua a (Capitolul IV in cadrul tezei), intitulat
‘SCOPUL SI OBIECTIVELE TEZEI” sunt prezentate obiectivele cercetarii si
anume:

e Optimizarea protocolului de examinare computerizata a materialului
seminal de vier prin aprecierea efectului pe care tipul de camera utilizat in cadrul
analizei computerizate a materialului seminal de vier diluat il poate avea asupra
rezultatelor obtinute;

e Aprofundarea cunostintelor legate de prelucrarea si conservarea
materialului seminal de vier prin identificarea unor eventuale diferente in ceea
ce priveste parametrii cinetici intre un diluant pe termen scurt si unul pe termen
lung in timpul unei perioade de conservare de sapte zile, prin depistarea
eventualei influente pe care ambalarea automata a materialului seminal o poate
avea asupra calitatii acestuia precum si prin detectarea unor posibile corelatii
intre parametrii seminali calculati dupa ejaculare si potentialul ejaculatului de a-
si pastra calitatea in timpul conservarii; toate acestea ar putea ajuta la
imbunatatirea protocolului de prelucrare a materialului seminal prin alegerea
metodei si ejaculatelor potrivite;

e Consemnarea variatiilor sezoniere ale principalilor parametri spermatici
la vierii intretinuti Tn conditii obisnuite, atat pentru materialul seminal brut cat si
pentru materialul seminal prelucrat;

e Consemnarea variatjiilor sezoniere ale principalilor parametri spermatici
la vierii intretinuti in conditii standardizate;

e Depistarea subpopulatiilor de spermatozoizi mobili in materialul seminal
de vier si observarea variatiei sezoniere a acestora;

e Studierea relatiilor dintre variatiile parametrilor spermatici si fertilitatea
materialului seminal de vier;

e Propunerea unei solutii de combatere a ,infertilita{ii de sezon” descrisa
la vier.

Capitolul V, intitulat CERCETARI PRIVIND OPTIMIZAREA EXAMINARII
COMPUTERIZATE A MATERIALULUI SEMINAL DE VIER a avut scopul de a
observa daca rezultatele analizei computerizate a materialului seminal de vier
diluat pot fi influentate semnificativ de catre tipul de camera de analiza folosit
iar daca da, care dintre tipurile de camera comparate ofera cel mai bun grad de
precizie.

In vederea atingerii scopului, a fost examinat material seminal provenit de la
cinci vieri sanatosi din rasa Pietrain, utilizati in mod uzual pentru reproductie
intr-o unitate comerciala din Germania ce produce doze pentru insamantarea
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artificiala a scroafelor. Examinarea a fost realizata dupa prelucrare si
conservarea timp de doua zile in stare lichida, la 17°C. Pentru evaluarea
parametrilor seminali a fost utilizat sistemul CASA, cu software-ul SpermVision
versiunea 3.7

In cadrul examinarilor au fost utilizate trei tipuri comerciale de camere de
unica folosinta: camera Leja, camera MofA si camera Minitube, toate avand
inaltimea de 20 uym. Toate cele trei tipuri de camera de analiza au fost umplute
conform specificatiilor producatorului. Fiecare proba de material seminal a fost
analizata cu cate 3 lame (12 camere) din fiecare tip, atat imediat céat si la 6 si
12 minute dupa umplerea camerei, insumand astfel un numar total de 540 de
examinari (5 probe x 12 camere x 3 tipuri x 3 intervale de timp).

Urmatorii parametri seminali au fost determinati: concentratia in
spermatozoizi (Conc.), mobilitatea totala (TMot), mobilitatea progresiva (PMot),
viteza medie a spermatozoizilor (VAP), viteza curbilinie (VCL), viteza in linie
dreapta (VSL), coeficientul de rectilinitate (STR), coeficientul de liniaritate (LIN),
coeficientul de oscilatie (WOB), amplitudinea de deplasare laterala a capului
(ALH) si frecventa de intersectare a capului cu traiectoria medie (BCF).

Pentru a verifica precizia rezultatelor oferite de sistemul CASA in ceea ce
priveste concentratia in spermatozoizi a probelor, s-au folosit unele metode
suplimentare, utilizate pe scara larga si considerate ca fiind precise: dispozitivul
SQA-Vp, aparatul Nucleocounter® NC-100™ precum si camera de numarat
Thoma.

Datele obtinute au fost prelucrate statistic cu ajutorul programului IBM
SPSS® Statistics, versiunea 21. Pentru a evidentia cazurile in care diferentele
ntre cele 3 tipuri de lame au fost semnificative a fost aplicata analiza One-Way
ANOVA.

Rezultatele au evidentiat o influenta clara asupra tipului de camera de
analiza utilizat si valorile calculate de CASA. La examinarea imediat dupa
umplerea camerelor, toti parametrii cinetici au prezentat diferente semnificative
in functie de tipul de lama folosit. Rezultatele cele mai bune au fost oferite de
camera Leja pentru parametrii TMot, PMot, VAP, VCL, VSL si ALH, in timp ce
camera Minitube a oferit rezultate superioare pentru parametrii STR, LIN, WOB
si BCF. Toti parametrii cinetici analizati au prezentat valori mai mici atunci cand
s-a folosit camera MofA. Sila 6 minute dupa umplere, camerele Leja si Minitube
au oferit rezultate mai bune si relativ asemanatoare pentru procentul mobilitatii,
fara diferente semnificative (p<0.05) intre ele. In ceea ce priveste parametrii
seminali calculati la 12 minute dupa umplerea camerei de analiza, s-a observat
o scadere a parametrilor cinetici pentru toate cele trei tipuri de camera de
analiza, insa mai ales in cazul camerei MofA, unde valoarea mobilitatii
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progresive a scazut pana la 5,42%. Asadar, valorile mobilitatii (atat cea totala
cat si cea progresiva) au fost mai mici in cazul camerei MofA, iar efectul timpului
trecut de la umplerea camerei a fost mult mai accentuat. Sunt necesare studii
suplimentare asupra camerei de numarat MofA, pentru a confirma sau infirma
efectul negativ exercitat asupra parametrilor cinetici ai materialului seminal si
pentru a determina daca acesta se datoreaza unor factori chimici sau mecanici.
De asemenea, se recomanda efectuarea unui studiu si pe material seminal
provenit de la alte specii, fiind cunoscuta sensibilitatea mai mare a
spermatozoizilor de vier.

Pentru concentratia in spermatozoizi a materialului seminal, tipul MofA a
prezentat valoarea cea mai mare, tipul Leja o valoare intermediara iar tipul
Minitube valoarea cea mai mica. Totusi, nici una dintre camere nu s-a apropiat
de rezultatele obfinute cu metodele suplimentare de analiza. Deoarece atét
aparatele SQA-Vp si Nucleocounter cat si camera de numarat Thoma pot fi
considerate metode de referinta, se pare ca sistemul CASA poate prezenta
unele deficiente in ceea ce priveste determinarea concentratiei materialului
seminal diluat de vier indiferent de tipul de camera folosit pentru analiza,
rezultate asemanatoare fiind obtinute si de alti autori. Imprecizia se datoreaza
cel mai probabil aglutinarii spermatozoizilor in proba analizata.

Studiul sugereaza ca rezultatele oferite de sistemul CASA la examinarea
materialului seminal diluat de vier sunt influentate intr-o masura apreciabila de
tipul de camera folosit la analiza, iar examinatorii care folosesc sistemul CASA
ar trebui sa tind cont de tipul de camera de analiza pe care il folosesc si sa
regleze pragul de acceptare a unui ejaculat in functie de aceasta. Nu in ultimul
rand, studiul sugereaza ca pentru determinarea concentratiei in spermatozoizi
€ mai recomandata utilizarea metodelor special concepute in acest sens, iar
sistemul CASA ar trebui folosit doar cand celelalte metode nu sunt disponibile.

Capitolul VI, cu titlul CERCETARI PRIVIND OPTIMIZAREA PROCESARII
S| CONSERVARII MATERIALULUI SEMINAL DE VIER este structurat pe trei
subcapitole.

Primul subcapitol, intitulat ,Studiu comparativ privind eficienta a doi diluanti
din clase diferite (diluant pe termen scurt si diluant pe termen lung)” si-a propus
identificarea eventualelor diferente in ceea ce priveste parametrii cinetici intre
un diluant pe termen scurt si unul pe termen lung, in timpul unei perioade de
conservare de sapte zile.

Tn acest scop, cinci ejaculate provenite de la cinci vieri clinic sanatosi si apfi
din punct de vedere sexual au fost impartite in doua alicote si diluate in doua
moduri: cu un diluant pe termen scurt, ce asigura conservarea materialului
seminal pentru trei zile si respectiv cu un diluant pe termen lung, conceput
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pentru a pastra calitatea materialului seminal timp de sapte zile. Sperma diluata
astfel a fost examinata zilnic incepand cu ziua dilutiei si finalizand la sapte zile
dupa efectuarea diluti, cu ajutorul sistemului CASA, programul SpermVision
versiunea 3.7. Au fost determinati urmatorii parametri: mobilitate totala (TMot),
mobilitate progresiva (PMot), viteza in linie dreapta (VSL), viteza medie (VAP),
viteza curbilinie (VCL), coeficientul de liniaritate (LIN), coeficientul de
rectilinitate (STR), coeficientul wobble (WOB), amplitudinea de deplasare
laterala a capului (ALH), frecventa de intersectare a capului cu traiectoria medie
(BCF). Datele inregistrate au fost procesate folosind programul IBM SPSS®
Statistics versiunea 21. Diferentele intre valorile oferite de cei doi diluanti folositi
la prelucrarea materialului seminal au fost considerate semnificative din punct
de vedere statistic atunci cand p<0,05. Pentru a identifica diferentele
semnificative dintre cei doi diluanti, s-a folosit analiza ” Independent t-test”,
luand in calcul prezumtia de variatii egale.

Ambii diluanti au oferit valori satisfacatoare dupa sapte zile de conservare,
in ceea cep priveste parametrii cinetici. Mobilitatea progresiva s-a mentinut
peste 60%, valoare ce reprezinta pragul de acceptare inainte de insamantarea
artificiala recomandat de unii autori. Un aspect interesant observat a fost acela
ca nu s-au evidentiat diferente semnificative intre cei doi diluanti in ceea ce
priveste mobilitatea totald si progresiva (p<0.05). De fapt, doar doi dintre
parametrii cinetici determinati au prezentat diferente semnificative, mai exact
viteza medie (VAP) si viteza in linie dreapta (VSL).

In concluzie, diluantul pe termen lung folosit in cadrul cercetarilor pare sa
furnizeze rezultate putin mai bune in cazul depozitarii materialului seminal
pentru o perioada mai indelungata, insa consideram ca ambii diluanti studiati
pot fi folositi pentru conservarea in stare lichida pana la sapte zile, la 17°C, fara
diferente majore in ceea ce priveste parametrii cinetici. Cu exceptia vitezei de
deplasare a spermatozoizilor, niciunul dintre ceilalti parametri cinetici nu au
prezentat diferente semnificative, insa trebuie precizat ca diluantul pe termen
lung a oferit valori usor mai mari aproape la fiecare examinare.

Al doilea subcapitol, intitulat ,Studiu privind corelatiile intre unii parametri ai
materialului seminal brut si cei ai materialului seminal dupa prelucrare si
conservare” si-a propus sa identifice eventualele corelatii intre unii parametri ai
spermei brute si cei ai spermei diluate si conservate timp de trei zile la 17°C,
pentru o mai buna intelegere a legaturii dintre parametrii seminali la ejaculare
si potentialul spermei de a-si pastra calitatea in timpul depozitarii, ceea ce ar
putea ajuta la o selectie mai eficienta a ejaculatelor inaintea prelucrarii. Studiul
a cuprins analiza a peste 1000 de ejaculate recoltate pe o perioada de doi ani
intr-o unitate comerciald din Germania specializatd in productia de doze de

13



Ibanescu lulian Andrei

insamantare artificiald a scroafelor. Doar ejaculatele cu peste 65% mobilitate
totala au fost prelucrate, toate celelalte fiind eliminate Tnaintea dilutiei.
Examinarea a fost efectuatd in doi pasi. Primul pas a constat in evaluarea
spermei brute in primele 10 minute dupa ejaculare, utilizdnd (cu exceptia
volumului) dispozitivul SQA-Vp, cu determinarea urmatorilor parametri: volum,
concentratie, mobilitate totald, numarul total de spermatozoizi/ejaculat, numarul
total de spermatozoizi mobili/ejaculat, numarul total de spermatozoizi mobili/ml,
procentajul spermatozoizilor morfologic normali, numarul total de spermatozoizi
morfologic normali/ejaculat si numarul total de spermatozoizi mobili si
morfologic normali/ejaculat. Cel de-al doilea pas a fost executat pe materialul
seminal dupd prelucrare si trei zile de conservare in stare lichida, la 17°C.
Pentru aceasta examinare s-a utilizat programul SpermVision versiunea 3.7.,
cu determinarea parametrilor cinetici: mobilitate totala (TMot), mobilitate
progresiva (PMot), VSL, VAP, VCL, LIN, STR, WOB, ALH, BCF. Datele
inregistrate au fost procesate folosind programul IBM SPSS® Statistics
versiunea 21. Pentru a identifica eventualele corelatii intre parametrii spermei
brute si cei ai spermei prelucrate si conservate, s-a efectuat Corelatia Pearson
(2-tailed).

Din pacate rezultatele au relevat doar o corelatie moderata a mobilitatii totale
din sperma bruta cu mobilitatea totala si cea progresiva dupa prelucrare precum
si o serie de corelatii slabe intre parametrii spermei inainte de prelucrare si cei
dupa prelucrare si conservare timp de trei zile, care au insa o valoare prea mica
pentru a sta la baza unei concluzii certe. Cele mai multe dintre corelatiile
observate ar putea sugera ca o densitate mai mare a materialului seminal brut
si o ratd mai intensa a productiei de spermatozoizi vor determina spermatozoizii
sa se deplaseze mai repede dar si mai neregulat dupa conservare. Totusi,
deoarece valorile corelatiilor au fost mici, se pare ca parametrii seminali tind sa
se comporte diferit de la un ejaculat la altul.

Subcapitolul al treilea, cu titlul ,Studiu comparativ privind eficienta
recipientelor folosite la conservarea materialului seminal de vier in stare lichida”
a avut drept scop evidentierea eventualului efect al tipului de recipient si
metodei de umplere a dozelor de insamantare asupra parametrilor seminali
cinetici. Pentru aceasta, cinci ejaculate provenite de la cinci vieri clinic sanatosi
si apti din punct de vedere sexual au fost impartite in doua alicote si ambalate
folosind doua tipuri diferite de recipiente utilizate in mod uzual pentru
conservarea materialului seminal de vier in stare lichida, respectiv flacon de 100
de ml cu inchidere manuala si tub de 100 ml cu inchidere automata. Au fost
utilizate recipiente fabricate din acelasi material (material plastic) si de aceeasi
companie (Minitube, Germania). Sperma diluatd si ambalata astfel fost
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examinata zilnic timp de sase zile, incepand cu ziua dilutiei. Examinarea a fost
efectuata cu ajutorul sistemului CASA, programul SpermVision versiunea 3.7,
calculand aceiasi parametri ca in cadrul subcapitolului precedent: TMot, PMot,
VSL, VAP, VCL, LIN, STR, WOB, ALH, BCF. Pentru a identifica diferentele
semnificative, s-a folosit analiza "Independent t-test”, ludnd in calcul prezumtia
de variatii egale, iar diferentele intre valorile obtinute Tn cazul celor doua tipuri
de recipiente de conservare au fost considerate semnificative din punct de
vedere statistic atunci cand p<0,05.

Dupa cele cinci zile de conservare la 17°C, materialul seminal a prezentat
valori acceptabile (peste 60%) in ceea ce priveste parametrii cinetici, indiferent
de tipul de recipient utilizat. De remarcat este insa ca toti parametrii luati in
calcul au prezentat diferente semnificative (p<0,05) dupa cele cinci zile de
conservare, in functie de recipientul folosit. Astfel, parametrii TMot, PMot, VAP,
VCL, VSL, ALH si BCF au prezentat valori mai mari in cazul folosirii recipientelor
de tip tub umplut automat, in timp ce parametrii STR, LIN si WOB au prezentat
valori superioare in cazul utilizarii flacoanelor umplute manual, ceea ce poate
conduce la concluzia ca in cazul tuburilor umplute si inchise automat,
spermatozoizii se deplaseaza intr-o proportie mai mare si cu o viteza
superioara, insa deplasarea este mai neregulata. Atat mobilitatea totala cat si
cea progresiva au prezentat valori superioare in cazul folosirii recipientelor de
tip tub umplut automat, in toate cele cinci zile de conservare, ceea ce sugereaza
ca acest tip de recipient protejeaza mai bine valoarea biologica a
spermatozoizilor. Printre cauzele posibile pentru acest fenomen se numara
forma recipientului, tipul de umplere si modul de inchidere a recipientului. in
conditiile in care procentul mobilitatii reprezinta in continuare principalul criteriu
de evaluare a calitatii spermei inainte de insamantare, se poate afirma ca tubul
umplut si inchis automat reprezinta nu doar o solutie economica, dar si o solutie
pentru mentinerea calitatii spermei pentru un timp mai indelungat.

Capitolul al Vll-lea, CERCETARI PRIVIND INFLUENTA SEZONULUI
ASUPRA VALORII BIOLOGICE A SPERMEI DE VIER impartit in doua
subcapitole, a avut drept scop monitorizarea variatilor sezoniere ale
principalilor parametri seminali la vier, in conditiile exploatarii industriale.

Primul subcapitol este la randul sau impartit in doua sub-subcapitole, si a
vizat studierea variatiilor sezoniere ale parametrilor seminali la vierii intretinuti
in conditii obisnuite, cu variatii mari ale factorilor de microclimat pe parcursul
anului, specifice fiecarui sezon.

in primul sub-subcapitol sunt prezentate metoda de lucru si rezultatele
cercetarilor efectuate asupra materialului seminal brut. Studiul a cuprins analiza
unui numar total de 11 476 ejaculate recoltate pe parcursul a 8 sezoane
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consecutive. Recoltarea si examinarea materialului seminal a fost efectuata
intr-o unitate din Germania, specializata in producerea de material seminal de
vier si taur. Doar ejaculatele cu cel putin 65% mobilitate totalda au fost
inregistrate si procesate, celelalte fiind eliminate. Au fost determinati urmatorii
parametri: volumul ejaculatului, concentratia in spermatozoizi, mobilitatea
totala, numarul total de spermatozoizi/ejaculat, numarul total de spermatozoizi
mobili/ejaculat, numarul total de spermatozoizi mobili/ml, procentajul
spermatozoizilor morfologic normali, numarul total de spermatozoizi morfologic
normali/ejaculat si numarul total de spermatozoizi mobili si morfologic
normali/ejaculat. Volumul a fost determinat prin cantarire, in timp ce pentru
ceilalti parametri a fost utilizat dispozitivul SQA-Vp. Valorile obtinute au fost
procesate cu ajutorul programului IBM SPSS® Statistics versiunea 21. Pentru a
semnala diferentele semnificative intre sezoane a fost aplicat testul de analiza
a variatiilor, One-Way ANOVA. Pragul de semnificatie statistica a fost setat la
p<0,05.

Rezultatele au evidentiat faptul ca sezonul de recoltare a avut o influenta
clara asupra cantitatii de material seminal ejaculata. Volumul a inregistrat valori
superioare n timpul toamnei si valori inferioare in timpul primaverii cu diferente
semnificative intre toate cele patru sezoane. Pentru sezonul de iarna a fost
obtinutd cea mai mica deviatie standard, ceea ce reflectd un interval mai mic de
variatie. Pe de alta parte, concentratia in spermatozoizi a fost superioara in
timpul iernii (p<0,05). Numarul total de spermatozoizi/ejaculat a prezentat valori
superioare n timpul toamnei. De remarcat ca numarul total de
spermatozoizi/ejaculat a fost semnificativ mai mic pe perioada primaverii Si verii
comparativ cu sezoanele de toamna si iarna. Calitatea materialului seminal brut
a fost de asemenea influentatd de sezonul de recoltare. Mobilitatea totala a
spermatozoizilor a prezentat valori semnificativ mai mari in timpul iernii si
primaverii comparativ cu valorile din timpul verii si toamnei. Cea mai mare medie
a acestui parametru a fost inregistratéd in sezonul rece, insa fara diferente
semnificative fata de sezonul de primavara. De asemenea, media cea mai mica
a fost inregistrata in timpul sezonului estival, insa fara o diferentd semnificativa
fatd de media din timpul toamnei. Procentul spermatozoizilor morfologic normali
a fost de asemenea superior in perioada iarna-primavara, cu diferente
semnificative fatd de perioada vara-toamna. Procentul cel mai mare s-a
inregistrat primavara, dar fara diferente semnificative fata de sezonul de iarna
(p>0,05). La polul opus s-a situat sezonul de vara, cu diferente semnificative
fata de toate celelalte sezoane (p<0,05). Numarul de spermatozoizi mobili/ml a
prezentat cele mai mari valori in timp iernii, iar cele mai mici in timpul verii si
toamnei. Pe de alta parte, numarul total de spermatozoizi mobili din ejaculat a

16



Teza de doctorat - 2016

oferit valori superioare in timpul toamnei (fara diferente semnificative fata de
iarnd) si valori inferioare in timpul primaverii (fara diferente semnificative fata de
vard). Variatia a fost asemanatoare cu cea observata in cazul numarului total
de spermatozoizi morfologic normali/ejaculat si numarului total de
spermatozoizi mobili si morfologic normali din ejaculat.

Rezultatele obtinute le confirma pe cele ale unor studii anterioare, conform
carora calitatea materialului seminal brut de vier este mai scazuta in timpul verii.
Pe de alta parte, atrage atentia cantitatea de sperma mai mare produsa in
timpul toamnei, atat prin prisma volumului cat si a numarului total de
spermatozoizi ejaculati. Analiza concomitenta a valorilor din timpul toamnei si
primaverii, anotimpuri cu temperaturi apropiate dar care prezinta caractere
diferite ale fotoperioadei (descrescator in timpul toamnei, respectiv crescator in
timpul primaverii), ar putea sugera ca fotoperioada prezinta o influenta asupra
spermatogenezei.

Cel de-al doilea sub-subcapitol a urmarit studierea variatiilor sezoniere ale
calitatii materialului seminal prelucrat si conservat trei zile la 17°C. Un numar
total de 4814 ejaculate au fost obtinute de la 700 de vieri maturi din punct de
vedere sexual si clinic sanatosi cazati Tn conditii normale intr-o unitate
specializata in producerea dozelor de insamantare artificiala din Germania, au
fost examinate dupa trei zile de conservare utilizadnd sistemul CASA, programul
SpermVision versiunea 3.7. Examinarea a fost realizata dupa trei zile de
conservare la 17°C, cu determinarea parametrilor cinetici. Datele obtinute au
fost procesate statistic cu ajutorul programului IBM SPSS® Statistics versiunea
21. Pentru a semnala diferentele semnificative, a fost aplicat testul de analiza
a variatiilor, One-Way ANOVA, iar pragul de semnificatie statistica a fost setat
la p<0,01.

Conform rezultatelor obtinute, mobilitatea totala a inregistrat cele mai mari
valori in timpul iernii (80,12% + 10,43), iar cele mai mici in timpul verii (73,39%
+ 13,28). Valoarea medie inregistrata pentru sezonul de primavara (80,08% *
10,51) a fost asemanatoare cu cea pentru sezonul de iarna, in timp ce toamna
a fost apropiata ca valoare medie (73.66 + 14.44) de vara.

Mobilitatea progresiva a oferit de asemenea cele mai mari valori In timpul
iernii (75,22% * 12,36), iar cea mai mica in timpul toamnei (64,55% + 17,78).
Asadar, atdt mobilitatea totald cét si cea progresiva au prezentat valori
superioare in sezonul de iarna, ceea ce ar putea sugera ca temperaturile
ambientale scazute au o influenta pozitiva sau cel putin nu au o influenta
negativa asupra calitatii spermei. Analiza One-Way ANOVA a indicat diferente
statistic semnificativ intre iarna si primavara pe de o parte si respectiv toamna
si iarna de cealalta parte, atat pentru mobilitatea totald cat si pentru cea
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progresiva (p<0,01). Toti cei trei parametri ce indica viteza spermatozoizilor au
variat ntre sezoane, cu cele mai mari valori fiind observate in timpul iernii si
cele mai mici in timpul verii si toamnei. Pe de alta parte, parametrii ce indica
uniformitatea deplasarii spermatozoizilor au prezentat valori superioare in
timpul verii. Ceilalti doi parametri cinetici determinati, amplitudinea de deplasare
laterala a capului si frecventa de intersectare cu traiectoria medie au inregistrat
valori superioare n timpul iernii.

Prin interpretarea rezultatelor obtinute, studiul sugereaza ca sezonul de
recoltare influenteaza parametrii materialului seminal de vier examinat dupa trei
zile de conservare la 17°C. Aceasta influenta a fost evidenta pentru toti cei 10
parametri examinati. Se pare ca in timpul iernii se inregistreaza valori mai mari
pentru mobilitatea totalda si progresiva, pentru viteza de deplasare a
spermatozoizilor (curbilinie, medie sau in linie dreaptd) dar si pentru
amplitudinea de deplasare laterald a capului si frecventa de intersectare a
capului cu traiectoria medie. Pe de alta parte, sezonul de vara ofera valori
superioare pentru coeficientii de rectilinitate, liniaritate si wobble. Similitudini
majore au fost observate intre valorile din timpul iernii si primaverii si de
asemenea intre valorile din timpul verii si toamnei, sugerand o dependenta a
acestor parametri de caracterul fotoperioadei, respectiv crescatoare sau
descrescatoare.

Al doilea subcapitol al capitolului VII a avut drept scop monitorizarea
variatiilor sezoniere ale principalilor parametri spermatici la vierii cazati in
conditii standardizate cu variatii minime de temperatura si regim de lumina
constant pe parcursul anului.

Materialul seminal a provenit de la 31 vieri din rasa Pietrain, clinic sanatosi
si mature din punct de vedere sexual dintr-o unitate moderna, construita recent,
specializata in reproductie suind. Temperatura a fost mentinutéd pe perioada
intregului an in jurul valorii de 18°C, utilizand sisteme de incalzire iarna si
aspersiuni cu apa in timpul verii. Lumina a fost asigurata artificial, timp de 11
ore zilnic, indiferent de sezon. Hrana a fost preparata dupa aceeasi reteta pe
tot parcursul studiului si administratd automat, prin instalatii speciale. Apa a fost
asigurata ad libitum.

Dupa recoltarea spermei au fost determinati principalii parametri seminali,
dupa cum urmeaza: volumul ejaculatului —folosind paharul gradat, concentratia
in spermatozoizi, numarul total de spermatozoizi/ejaculat, mobilitate totala,
numar total de spermatozoizi mobili/ejaculat, mobilitate progresiva, numar total
de spermatozoizi progresivi/ejaculat —utilizand sistemul CASA, modelul CEROS
II. Doar ejaculatele cu cel putin 60% mobilitate totala au fost inregistrate si
procesate, celelalte fiind eliminate. Durata studiului a fost de 12 luni, incluzand
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astfel toate cele patru sezoane specifice climatului temperat. Datele obtinute au
fost procesate statistic utilizand programul IBM SPSS® Statistics, versiunea 21
Pentru a semnala diferentele statistic semnificativ, a fost aplicat testul One-Way
ANOVA, iar pragul de semnificatie a fost setat la p<0,05.

Rezultatele au evidentiat valori pentru volumul ejaculatului mai mari in timpul
verii, cu diferente semnificative fata de celelalte sezoane si mai mici in timpul
toamnei, contrazicandu-le pe cele raportate de alti autori. Pentru concentratia
materialului seminal nu au fost depistate diferente semnificative, cu exceptia
toamnei, care a inregistrat valori semnificativ mai mari, fapt ce ar putea fi
explicat prin volumul mai scazut al ejaculatelor din aceeasi perioada.

Numarul total de spermatozoizi/ejaculat (TS/Ej.) a prezentat valori
semnificativ mai ridicate in tipul sezonului de vara. La polul opus s-a aflat
sezonul de iarna, in timp ce intre sezoanele de primavara si toamna nu au fost
observate diferente semnificative (p>0,05). Din nou, rezultatele le-au contrazis
pe cele obtinute in alte studii, In care numarul total de spermatozoizi a fost
semnificativ mai mic primavara si vara comparativ cu toamna si iarna.

Mobilitatea totala (TMot) a Tnregistrat valori mai mici vara, dar fara diferente
semnificative statistic fatd de valorile din timpul primaverii si toamnei ceea ce
sugereaza ca standardizarea conditiilor de cazare a ajutat la evitarea stresului
caloric caracteristic verii. Singurul anotimp ce a prezentat diferente
semnificative comparativ cu restul a fost iarna, pe parcursul careia au fost
inregistrate cea mai mare valoare medie si cea mai mica variabilitate a valorilor.
Un comportament identic a fost observat pentru mobilitatea progresiva (PMot).
Numarul total de spermatozoizi mobili (TMS/E]j.) a prezentat valori mai ridicate
in timpul verii, insa diferentele fatd de primavara si toamnd nu au fost
semnificative. Cat despre numarul total de spermatozoizi cu miscari progresive
(TPS/Ej.), au fost inregistrate valori semnificativ mai mari in timpul verii
comparativ cu celelalte sezoane, fapt ce poate fi corelat cu valorile mai mari ale
TS/Ej. din timpul acestei perioade. Toate celelalte sezoane au aratat intre ele
diferente minore, nesemnificative in ceea ce priveste valoarea TPS/E].

In concluzie, rezultatele le-au contrazis in cea mai mare parte pe cele
obtinute de alti autori in studii pe aceeasi tema, precum si pe cele obtinute in
urma studiului prezentat in subcapitolul anterior. Desi au putut fi observate
unele variatii ale valorilor de la un sezon la altul, acestea au fost mai reduse, si
ar fi putut fi cauzate de alti factori ce afecteaza spermatogeneza, cum ar fi varsta
vierilor sau infectiile subclinice. De asemenea, in timp ce majoritatea autorilor
afirma ca in timpul verii cantitatea spermei este redusa, in acest studiu au fost
obtinute valori mai mari pentru volum si numarul total de spermatozoizi/ejaculat,
sugerand ca standardizarea si optimizarea microclimatului in ferma poate
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reduce stresul caloric asupra spermatogenezei din timpul verii, oferind astfel o
solutie Tmpotriva infertilitdti de sezon la suine. Studii suplimentare sunt
necesare pentru a observa daca acest sistem de cazare este eficient si in ceea
ce priveste parametrii speciali ai materialului seminal.

Capitolul VIII, cu titul CERCETARI PRIVIND SUBPOPULATIILE DE
SPERMATOZOIZI DIN MATERIALUL SEMINAL DE VIER $I VARIATIA
SEZONIERA A ACESTORA si-a propus studierea structurii heterogene a
materialului seminal diluat de vier, cu identificarea subpopulatiilor de
spermatozoizi mobili $i monitorizarea variatiei sezoniere a distributiei acestora.

Studiul a cuprins analiza unui numar total de 4814 ejaculate obtinute de la
700 de vieri maturi din punct de vedere sexual si clinic sanatosi, cazati in conditii
normale intr-o unitate specializata in producerea dozelor de insamantare
artificiala din Germania. Durata recoltarii si examinarii a fost de 24 de luni. Dupa
ce au fost testate calitativ Tn cadrul examenului general, ejaculatele au fost
diluate si supuse conservarii la 17°C. Examinarea s-a realizat dupa trei zile de
conservare, utilizdnd sistemul CASA, programul SpermVision 3.7. Urmatorii
parametri seminali au fost determinati: viteza medie a spermatozoizilor (VAP),
viteza curbilinie (VCL), viteza in linie dreapta (VSL), coeficientul de rectilinitate
(STR), coeficientul de liniaritate (LIN), coeficientul de oscilatie (WOB),
amplitudinea de deplasare laterala a capului (ALH) si frecventa de intersectare
a capului cu traiectoria medie (BCF). Pentru fiecare proba analizata, au fost
accesate datele individuale ale spermatozoizilor aflati in cdmpul salvat de
computer, obtinand astfel valorile calculate pentru un numar total de 433 145
de spermatozoizi analizati pe parcursul celor doi ani. Toate datele au fost
ulterior incluse intr-o baza de date comuna. Pentru identificarea subpopulatiilor,
valorile au trecut printr-o serie de analize statistice, utilizand programul IBM
SPSS® Statistics versiunea 21 Primul pas a fost reprezentat de efectuarea
analizei componentilor principali (Principal Component Analysis, cunoscuta si
sub abrevierea PCA) asupra celor 8 parametri cinetici amintiti mai sus, urmat
de selectarea celor doua variabile cu cele mai mari valori in matricea
componentilor (VAP si LIN), standardizarea valorilor pentru variabilele selectate
si aplicarea procedurii ,k-means cluster analysis”. Dupa aplicarea acestei
analize, apartenenta fiecarui spermatozoid la unul dintre subgrupuri a fost
salvata, pentru a putea calcula procentul fiecarei subpopulatii identificate.

In urma analizei de clustering efectuate n cadrul acestui studiu,
heterogenitatea materialului seminal a fost evidenta, cu existenta unor
subgrupuri distincte de spermatozoizi caracterizate prin valori diferite pentru
viteza de deplasare si coeficientul de liniaritate. Pe scurt, caracteristicile
principale ale acestora au fost dupa cum urmeaza:
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- subpopulatia 1 a cuprins spermatozoizi ce s-au deplasat cu o viteza ridicata
insa cu un coeficient de liniaritate relativ scazut. Acest grup a cuprins circa 28%
din totalul spermatozoizilor analizati;

- subpopulatia 2 a cuprins spermatozoizi caracterizati de viteza si liniaritate
reduse. Aproximativ 26% din totalul spermatozoizilor au facut parte din acest
grup;

- subpopulatia 3 a fost reprezentata de spermatozoizi cu viteza si coeficient
de liniaritate relativ ridicate. n total, aproximativ 20% spermatozoizi au facut
parte din acest grup;

- subpopulatia 4 a inclus spermatozoizi ce s-au deplasat cu viteza redusa
insa cu un coeficient de liniaritate ridicat. Acesti spermatozoizi au reprezentat
circa 26% din numarul total.

Sezonul a aratat o influentd clara asupra distributiei subpopulatiilor de
spermatozoizi din materialul seminal de vier in cadrul acestui studiu.

Anotimpul de primavara a fost caracterizat printr-o distributie aproximativ
uniforma, cu ponderea cam mai mare oferita de subgrupul 1 (28,3%) si cea mai
mica de subgrupul 3 (22,2%). La limita superioara s-au remarcat subgrupurile
1 si 4, cu proportii aproximativ egale.

In timpul verii s-a observat o reducere Tnh ponderea subgrupului 3, care a
atins doar 16,5% si a subgrupului 1, care a ajuns la 23%, cu o diferenta in minus
de peste 5% fata de iarna. in acelasi timp, ponderea subgrupurilor 2 si 4 a
crescut considerabil. Cea mai mare pondere in sezonul estival a fost oferita de
spermatozoizii lenti, dar liniari (31,4%).

Anotimpul de toamna nu a prezentat diferente majore referitoare la distributia
subpopulatiilor mobile de spermatozoizi in comparatie cu anotimpul precedent.
Spermatozoizii rapizi si liniari au fost din nou cei mai putini, cu doar 14,7%. S-a
remarcat o crestere a subgrupului 1, care s-a apropiat in dimensiuni de
subgrupurile 2 si 4. Astfel, toamna s-a caracterizat printr-un procent redus de
spermatozoizi rapizi si liniari si proportii aproximativ egale a tuturor celorlalte
categorii.

Sezonul rece a oferit o crestere substantiald a procentului de spermatozoizi
avand vitezd de deplasare si coeficient de liniaritate ridicate (subgrupul 3)
precum si o scadere considerabild a procentului de spermatozoizi lenti si
neliniari (subgrupul 2). in acelasi timp a crescut numarul de spermatozoizi
incadrati in subgrupul 1 (rapizi, non-liniari), atingdnd ponderea maxima in cadrul
anotimpului (32,7%). Nu trebuie omisa reducerea subgrupului 4, care a
inregistrat cea mai mica proportie (19%).

Cercetarile efectuate in cadrul acestui capitol au condus catre concluzia ca
materialul seminal diluat de vier este caracterizat de prezenta a patru
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subpopulatii distincte de spermatozoizi, definite prin viteze de deplasare si
uniformitate a traiectoriei diferite iar anotimpul de recoltare are o influenta clara
asupra distributiei subpopulatiilor de spermatozoizi mobili.

Faptul ca sezonul de recoltare modifica distributia spermatozoizilor in cadrul
subpopulatiilor mobile poate modifica perceptia asupra variatiilor sezoniere ale
parametrilor cinetici pentru sperma de vier. Intr-un capitol anterior (capitolul 7)
s-a aratat ca anotimpul are un impact semnificativ asupra valorilor medii ale
unor parametri precum viteza de deplasare sau liniaritatea/rectilinitatea
traiectoriei spermatozoizilor. Astfel, modificarile sezoniere ale parametrilor
amintiti ar putea fi cauzate de modificarea numarului de spermatozoizi care se
incadreaza intr-o subpopulatie sau intr-alta si nu de o scadere/crestere a
valorilor pentru toti spermatozoizii ejaculati.

Capitolul  IX, intitulat CERCETARI PRIVIND FERTILITATEA
SCROAFELOR IN RAPORT CU VALOAREA BIOLOGICA A MATERIALULUI
SEMINAL a avut scopul de a estima efectul unor parametri ai materialului
seminal de vier asupra celor mai importanti indicatori ai fertilitatii la scroafe: rata
fatarilor si prolificitatea.

Cercetarile s-au efectuat intr-o unitate comerciala situata in nord-estul
Romaéniei, a carei activitate o reprezinta cregterea si reproductia suinelor.

Activitatile au inclus recoltarea si examinarea materialului seminal de vier,
insamantarea artificiala s scroafelor cu sperma ce a indeplinit standardul de
calitate si calcularea ratei parturitiilor, prolificitatii, numarului de purcei
vii/parturitie si a numarului de purcei morti/parturitie. Evaluarea materialului
seminal a constat in determinarea volumului ejaculat, concentratiei in
spermatozoizi, numarului total de spermatozoizi/ejaculat, mobilitatii totale,
mobilitatii progresive, numarului total de spermatozoizi mobili/ejaculat si a
numarului total de spermatozoizi cu mobilitate progresiva/ejaculat. Cu exceptia
volumului, pentru care s-a folosit paharul gradat, toti parametrii au fost
determinati cu ajutorul unui sistem CASA (CEROS II, IMV Technologies,
Franta).

Cercetarile au detectat corelatii slab pozitive ale ratei parturitiilor cu numarul
total de spermatozoizi cu mobilitate progresiva/ejaculat si concentratia
materialului seminal, ale numarului de purcei vii/parturitie cu concentratia
materialului seminal si ale numarului de purcei morti/parturitie cu volumul
ejaculat. De asemenea, au fost identificate corelatii slab negative intre rata
parturitiilor si volumul ejaculat, intre numarul total de purcei/parturitie si
mobilitatea progresiva, intre numarul de purcei vii/parturitie si mobilitatea
spermatozoizilor (totala si progresiva) si intre numarul de purcei morti/parturitie
si concentratie. Nu in ultimul rénd, au fost depistate unele corelatii printre
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indicatorii de fertilitate ai scroafelor, dintre care cele mai importante au fost una
puternic pozitiva intre numarul total de purcei/parturitie si numarul de purcei
vii/parturitie si una moderat negativa intre numarul de purcei vii/parturitie si
numarul de purcei morti/parturitie.

Analiza sezoniera a evidentiat, procentual, mai multe fatari dupa
insamantarile din timpul toamnei si primaverii, fara diferente semnificative intre
cele doua sezoane. De asemenea, ejaculatele recoltate toamna au oferit cea
mai mare prolificitate, cu diferente semnificative fata de celelalte sezoane
(p<0,05). La polul opus se afla ejaculatele recoltate iarna, cu diferente
semnificative fata de ejaculatele din timpul verii si toamnei (p<0,05), nu insa si
fata de cele din timpul primaverii. Numarul de purcei vii/parturitie a fost oferit un
comportament sezonier identic cu prolificitatea. Pe de alta parte, numarul de
purcei morti/parturitie a prezentat cele mai mari valori dupa utilizarea
ejaculatelor recoltate iarna si primavara, fara diferente semnificative intre cele
doua sezoane (p>0,05), iar la polul opus s-au situat ejaculatele recoltate in
timpul toamnei, cu diferente semnificative fata de celelalte sezoane (p<0.05).

Deoarece nu au fost detectate corelatii puternice intre principalii parametri
spermatici si fertilitatea la scroafe, concluzia studiului este ca examenul general
al spermei nu poate fi folosit pentru determinarea capacitatii fecundante a unui
ejaculat. Poate fi util in eliminarea ejaculatelor cu o calitate scazuta certa, insa
nu garanteaza selectarea doar a ejaculatelor de o calitate superioara. De
asemenea, se pare ca ejaculatele cu o capacitate fecundanta foarte buna, cu o
probabilitate mare de a induce gestatia nu asigura si obtinerea unui numar mai
mare de produsi de conceptie, aspect sugerat de lipsa corelatiilor intre rata
parturitiilor si prolificitate.

Capitolul X, CONCLUZII GENERALE S| RECOMANDARI prezinta cele mai
importante concluzii ce se evidentiaza in urma cercetarilor efectuate precum si
o serie de sugestii pentru specialistii din domeniul productiei de material seminal
de vier.
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SUMMARY
Keywords: boar, semen, processing, seasonal variations, CASA

The PhD thesis entitled "Seasonal variations of seminal parameters in
boars and their fertility” in the Doctoral School of the University of Agricultural
Sciences and Veterinary Medicine "lon lonescu de la Brad" University.

The thesis contains 219 pages and consists of two main parts, according to
the currently regulations. A total number of 192 bibliographic titles from the
national and international literature were used as a source of documentation.
The data presented in the second part are supported by a total number of 66
figures and 45 tables.

The originality of the research resides in the comparison for the first time of
three specific models of analyzing chambers designed for computerized
analysis of boar semen. Also, for the first time in Romania, the seasonal
variations of seminal parameters in boars held in standardized conditions were
studied. Last but not least, the thesis contains the first study on the seasonal
variation of motile sperm subpopulations in extended boar semen. All these will
contribute to the improvement of boar semen evaluation techniques by choosing
the adequate equipment, to the optimization of boar semen production by
offering a solution against the “seasonal infertility” previously described in
swine, and also to a better and more detailed understanding of the seasonal
variations in boar semen.

The first part, having the title “CURRENT STATE OF KNOWLEDGE”, is
divided into three chapters (51 pages), presenting data from literature with
respect to the morphology and physiology of the reproductive tract in boar, the
seasonality of reproduction in swine and also the biotechnology of artificial
insemination in swine, including data regarding the semen collection,
examination using conventional and special methods, processing, storage and
actual insemination.

The second part, with the title “PERSONAL CONTRIBUTIONS”, contains a
total of 104 pages and is divided into seven chapters, presenting the aims and
importance of the research, the materials and methods used, the obtained
results and their interpretation, related discussions as well as main conclusions
of the research activities and practical recommendations.

The thesis contains original data published in scientific papers presented
during scientific events organized by Faculty of Veterinary Medicine of lasi or
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other similar national institutions, as well as international conferences or
scientific journals internationally indexed (B+ or ISI).

Within the first chapter of the second part (Chapter IV of the thesis), entitled
“THE AIM AND OBJECTIVES OF THE THESIS”, the main objectives of the
research activities are presented, as follows:

e  Optimizing the computer-assisted examination protocol for boar semen
by evaluating the effect that the chamber type used for analysis can have
on the obtained results;

e To strengthen the knowledge related to boar semen processing and
storage by identifying possible differences in terms of sperm kinetic
parameters between a short-term and a long-term extenders during a
seven days period of storage, by observing the possible influence that
automatic packing of boar semen can have on its quality, and also by
detection of possible correlations between the seminal parameters of
raw semen and its capacity of maintaining its quality during storage; all
these could help in improving the boar semen processing protocols by
choosing the right methods and ejaculates;

e To highlight the seasonal variations of the main seminal parameters in
boars housed in usual conditions, both in raw and extended semen;

e To note the seasonal variations of the main seminal parameters in boars
housed in standardized conditions;

e To identify the motile sperm subpopulations in boar semen and to note
their seasonal variations;

e To study the relation of the variations in seminal parameters with the
fertility of semen in boar;

e To suggest a solution against the “seasonal infertility in boars”.

The chapter V, with the titte RESEARCH FOR OPTIMIZATION OF
COMPUTERIZED EXAMINATION OF BOAR SEMEN aimed to determine if the
results of semen analysis using computerized instruments can be greatly
influenced by the analyzing chamber and if yes, which of the compared chamber
types offers the best accuracy.

Samples of semen were obtained from five adult and healthy Pietrain boars
from a commercial unit in Germany. The examination was performed after
dilution and two days of storage in liquid state at 17°C were examined by means
of SpermVision version 3.7 using the following chambers: Leja, MofA and
Minitube, all of them having 20 um in depth, at 0, 6 and 12 minutes after filling
the chamber. The following parameters were determined: sperm concentration
(Conc), total sperm motility (TMot), progressive sperm motility (PMOT), straight
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line velocity (VSL), average path velocity (VAP), curvilinear velocity (VCL),
linearity (LIN), straightness (STR), wobble (WOB), amplitude of lateral head
displacement (ALH), beat cross frequency (BCF). The sperm concentration
was also determined by SQA-Vp, Nucleocounter NC-100 and hemocytometer.
The results showed a significant difference between the MofA type and the other
two chambers in terms of kinetic parameters, but also a significant difference
between the concentration calculated by SpermVision, (regardless the chamber
type), and the other methods (p<0.05). The main conclusion was that the output
of CASA is influenced by the chamber type when examining liquid-stored boar
semen. In this study the Leja and Minitube chamber types showed similar
values, while the MofA chamber offered significantly lower results. Further
studies on MofA chamber are needed, in order to confirm or to refute the
negative effect exerted on the kinetic sperm parameters and to determine
whether this effect (if confirmed) is due to chemical or mechanical factors. As
regards the significant difference in calculated sperm concentration, we tend to
think it was rather an underestimation by CASA system than an overestimation
of the other devices, since all the other methods are widely recognized to be
accurate and the differences among them were very small. Based on this, do
not recommend the use of CASA for determining sperm concentration in liquid-
stored boar semen, unless corrective measures are considered.

The chapter VI, “RESEARCH FOR THE IMPROVEMENT OF BOAR
SEMEN PRESRVATION” is divided into three subchapters.

The first subchapter, with the title “Comparative study on the efficacy of two
extenders from different classes (short-term and long-term)” aimed to identify
the differences (if any) as regards the kinetic parameters within seven days of
storage between a short-term and a long-term extender for boar semen.

Five ejaculates from five healthy and sexually mature Pietrain boars were
collected by means of manual method and diluted with both BTS® (short-term)
and DiluPorc™ (long-term). The extended semen was examined in the same
day of dilution as well as after one, two, three, four, five and seven days of
storage, by means of SpermVision 3.7. The following parameters were
determined: total motility (TMot), progressive motility (PMot), straight line
velocity (VSL), average path velocity (VAP), curvilinear velocity (VCL), linearity
(LIN), straightness (STR), wobble (WOB), amplitude of lateral head
displacement (ALH), beat cross frequency (BCF).

Both extenders proved to be effective within the first seven days of
preservation. However, significant differences (p<0.05), were revealed in terms
of sperm velocity in the day of dilution, as well as in Days 2, 3, 4 and 7, with
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superior values in case of DiluPorc™. No significant differences were found for
the other kinetic parameters.

In conclusion, the long term extender DiluPorc™ seems to provide slightly
better results in case of longer storage of semen, but we think that both the
examined extenders are suitable for semen preservation up to seven days
without major differences in terms of kinetic parameters. Although BTS®
guarantees the quality of sperm only for three days, in our study it maintained
all the ejaculates within good values for a much longer period.

The second subchapter, entitled “Correlations between some Parameters of
Raw and Stored Semen in Boar” aimed to identify the correlations between
some parameters of raw semen, and those of extended semen, stored in liquid
form, for three days at 17°C. Over 1000 ejaculates were collected by means of
manual method and artificial vagina over a period of two years from 400 mature
boars housed in a specialized unit in Germany. The semen was examined
immediately after collection (before dilution) as well as after three days of
preservation. All the parameters (except the volume) were determined by
means of computerized instruments. The examination of raw semen was
performed using SQA-Vp, while the stored semen was analyzed using
Spermvision version 3.7. All data were processed with IBM SPSS Statistics
version 21. The Pearson correlation revealed no strong correlation between any
of the raw semen parameters when analyzed together with stored semen
parameters. However, some moderate or weak correlations were found, for
example a positive correlation between motility of raw semen and motility of
stored semen (p<0.01), a positive correlation between percentage of
morphological normal sperm in raw semen and the motility of stored semen
(p<0.01), a negative correlation between the concentration of raw semen and
the linearity and wobble coefficient in stored semen (p<0.01) as well as a couple
other weak correlations. We conclude that, despite the fact that some
correlations were revealed, unfortunately the analyzed parameters of raw
semen have low predictive value on the parameters of extended semen after
preservation at 17°C, and that the parameters of semen will behave differently
from one ejaculate to another.

The third subchapter has the title “The Type of Container and Filling Method
Have Consequences on Semen Quality in Swine Al Doses” aimed to compare
two types of containers for boar semen, namely the automatically-filled tube and
the manually-filled bottle, in terms of preserving the quality of boar semen. Five
ejaculates from five different boars were diluted with the same extender and
then divided in two aliquots. First aliquot was loaded in tubes filled by an
automatic machine while the second was loaded manually in special plastic
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bottles. The semen was stored in liquid state at 17°C, regardless of the type of
container and examined daily, for five days of storage by means of a computer-
assisted sperm analyzer. Both types of containers maintained the semen within
acceptable values, but after five days of storage significant differences (p<0.05)
between the container types were observed in terms of all selected kinetic
parameters. The tube showed better values for sperm motility and velocity,
while the bottle showed superior values for straightness and linearity of sperm
movement. The automatically-filled tubes offered better sperm maotility in every
day of the study. Given the fact that sperm motility is still the main criterion in
assessing semen quality in semen production centers, the main conclusion of
this study is that the automatic loading in tubes is superior and recommended
over the old-style manual loading in bottles.

Chapter VII, THE INFLUENCE OF THE SEASON ON THE MAIN SEMINAL
PARAMETERS IN BOAR had the main objective of monitoring the seasonal
variations of the seminal parameters in boars exploited in intensive conditions.
It is structured into two subchapters.

The first subchapter is also divided into two sub-subchapters and aimed the
study of the seasonal variations of semen in boars held in usual conditions, with
high variations of the microclimate during the year, specific to each season.

The first sub-subchapter presents the results on raw semen. 11 476
ejaculates were examined, collected during eight consecutive seasons from
healthy and sexually mature boars exploited within a commercial unit in
Germany, specialized in boar and bull semen production. Only the ejaculates
showing at least 65% total motility were recorded and processed. Semen
examination was performed during the first 10 minutes after ejaculation. The
following parameters were determined: ejaculate volume, sperm concentration
(Conc.), total motility (TMot), total number of sperm/ejaculate (TS/Ej.), total
number of motile sperm/ejaculate (TMS/E].), total number of motile sperm/mi
(TMS/mlI), the percentage of sperm with normal morphology (%Morph), total
number of sperm with normal morphology/ejaculate (TMorphNS/Ej.) and total
number of sperm motile and with normal morphology/ejaculate
(TMMorphNS/Ej.). The volume was determined by weight, while for the other
parameters the SQA-Vp device was used. The values were statistically
processed with IBM SPSS® Statistics. One-Way ANOVA analysis was applied
in order to highlight the significant differences among seasons. The results
showed a clear influence of the season on the semen quantity. The volume was
higher during autumn and lower during spring, with significant differences
among all the four seasons. Sperm concentration was higher during winter, but
this could be correlated with the low volume recorded in the same period. Total
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number of sperm/ejaculate showed higher values during autumn and lower
during spring. Sperm motility was the best in the winter and spring. The
percentage of morphologically normal sperm also recorded higher values in
winter and spring, and the lowest in summer. The number of motile sperm/mi
was higher during winter and lower during summer and autumn. On the other
hand, the total number of sperm/ejaculate showed superior values in the course
of autumn and winter and inferior during spring and summer; the same variation
was observed for total number of sperm with normal morphology/ejaculate and
total number of sperm motile and morphologically normal/ejaculate. The
obtained results are consistent with the most of the previous studies, according
to which the raw semen quality is lower during the summer and good quantity
of semen is produced during autumn.

The second sub-subchapter presents the data obtained when studying the
seasonal variations of the kinetic parameters in extended boar semen after
three days of preservation in liquid state at 17°C. The analysis included the
examination of a total number of 4854 boar ejaculates, during two years,
between 1t of March 2013 and 20™ February 2015. The following parameters
were determined: total motility, progressive motility, straight line velocity (VSL),
average path velocity (VAP), curvilinear velocity (VCL), linearity (LIN),
straightness (STR), wobble (WOB), amplitude of lateral head displacement
(ALH), beat cross frequency (BCF). Semen was collected by manual method
and by means of artificial vagina. The BTS® extender was used for dilution and
the examination was performed using CASA system (SpermVision version 3.7).
The results showed an evident influence of the season on the kinetic
parameters, after preservation. During winter were recorded the highest values
for progressive motility (75.27%), VAP (73.62 um/s), VCL (141.86 um/s), VSL
(58.09 um/s), ALH (3.32 um) and BCF (37.29 Hz), during spring the highest
values for total motility (80.18%), while the summer offered the best values for
STR (0.80) and LIN (0.43). Interestingly, the differences were significant
(p<0.05) only when comparing the winter-spring season with the summer-
autumn season, while the differences between summer and autumn and
respectively between winter and spring were insignificant. The best season for
the kinetic parameters was the winter. At the opposite pole were the autumn
and the summer. The results of this study suggest that the seasonality of the
seminal parameters in boars housed in normal conditions is also reflected in the
values determined after dilution and storage.

The second subchapter of the seventh chapter presents the data of a study
that aimed to observe the seasonal variation of the seminal parameters in boars
held in standardized conditions. The study was conducted on a number of 537
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ejaculates, from 31 Pietrain boars housed in standardized conditions in terms
of temperature, humidity and light regime. Semen was collected by manual
method, and examined using the beaker for ejaculate volume, and the CASA
system (CEROS II) for the other parameters. The results largely contradict
those of previous studies, which analyzed the effect of the season on seminal
parameters in boars held in usual conditions. Expressed as mean values, the
results were as following: Volume showed higher values in the summer (218.7
ml) and lower in the autumn (155.7 ml); Total number of spermatozoa/ejaculate
was higher in the summer (95.9x10°) and lower in the winter (74.3x10%); Semen
concentration was higher in the autumn (571.6x108/ml) and lower in the summer
(454.8x10%/ml); Total number of motile spermatozoa/ejaculate showed higher
values in summer (79.5x10°) and lower in winter (65.4x10°); % of Total motility
was higher in the winter (87.9%) and lower in the summer (82.3%); Total
number of progressive spermatozoa/ejaculate was higher in summer (52.7x10°)
and lower in autumn (44.2x10°); % of Progressive motility was higher in winter
(61.4%) and lower in autumn (52.3%). The results contradict those of other
authors, who studied the semen from boars held in usual conditions. This fact
suggests that the standardization of exploitation conditions of boars by
maintaining a controlled climate in the farm can reduce the effects of heat stress
on spermatogenesis during summer, offering a great opportunity against the
“seasonal infertility” previously described and the high variations of semen
parameters during a year.

The chapter VIII, with the title “MOTILE SPERM SUBPOPULATIONS IN
BOAR SPERM AND THEIR SEASONAL VARIATION” aimed to study the
heterogeneous structure of boar semen, identifying the motile sperm
subpopulations and observing the seasonal changes of their distribution. The
study included the analysis of 4814 ejaculates collected during eight
consecutive seasons form 700 healthy boars exploited in a commercial unit in
Germany, specialized in boar and bull semen production. The examination was
performed after three days of storage, by means of a CASA system, software
SpermVision 3.7. The following parameters were determined: average path
velocity, curvilinear velocity, straight line velocity, straightness, linearity, wobble,
amplitude of lateral head displacement and beat cross frequency. For each
analyzed sample, individual data of the sperm were accessed thus obtaining
the values for a total number of 433 145 analyzed sperm. All the retrieved data
were included in a common database and processed with IBM SPSS® Statistics
software in order to identify the sperm subpopulations. For that, a series of
statistical analyzes were applied. First step was the Principal Component
Analysis on the eight kinetic parameters based on Eigenvalues higher than 1.
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The variables showing the highest values in the component matrix were
selected for further analyzes: VAP (0.973) and LIN (0.924). The values for VAP
and LIN were then standardized and included in the ,k-means cluster analysis”
procedure, using the Euclidean distances. The requested number of clusters
was 4, based on previous studies that analyzed motile sperm subpopulations.
The membership of each spermatozoon to a specific cluster was saved in order
to calculate the percentage of each identified subpopulation. After the clustering
analysis, the heterogeneity of examined semen was obvious, with the existence
of distinct subgroups characterized by specific values for velocity and linearity.
Briefly, the main characteristics of the sperm subpopulations were as follows:

- Subpopulation 1 contained sperm with high velocity but low linearity.
This group included 28% of the total sperm;

- Subpopulation 2, included sperm with low velocity and linearity.
Approximately 26% of total sperm were part of this group;

- Subpopulation 3, represented by sperm with relatively high velocity and
linearity. Approximately 20% of sperm were included in this group;

- Subpopulation 4 contained sperm with low velocity but high linearity.
These sperm were approximately 26% of the total number.

The season showed a clear effect on the distribution of motile sperm
subpopulations in extended semen. The spring was characterized by an
approximately uniform distribution. The highest proportion was offered by
subpopulation 1 (28.3%) and the lowest by subpopulation 3 (22.2%). During
summer, subgroups 3 and 1 showed a decrease, reaching 16.5% and 23%
respectively. At the same time, subgroups 2 and 4 increased. The highest
proportion was showed by the subgroup of slow but linear sperm (31.4%). The
autumn did not record major differences on the distribution of motile sperm
subpopulation, when compared to the previous season. The rapid and linear
sperm were again the least numerous. The winter showed a substantial
increase of the percentage of sperm with high velocity and high linearity and
also a decrease of the percentage of slow and non-linear sperm.

The results led to the conclusion that extended boar semen is characterized
by the existence of four distinct motile sperm subpopulation, defined by specific
velocity and uniformity of movement and the collection season clearly affects
the distribution of these subpopulations. The fact that the season modifies the
distribution of sperm within motile subpopulations could change the perception
on the seasonal variation of kinetic parameters in boar semen. In a previous
chapter (chapter VII) it was shown that the season has a significant impact on
the mean values of some parameters such as velocity and linearity/straightness.
Thus, the seasonal variations of the mean values of these parameters could be
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caused by changes in the number of sperm included within specific
subpopulations and not by increases/decreases in values of all ejaculated
sperm.

The Chapter IX, entitled “FERTILITY OF SOWS IN RELATION TO RAW
SEMEN PARAMETERS” aimed to assess the effect of some raw semen
parameters in boar on the main indicators of fertility: farrowing rate and litter
size.

The activities included boar semen collection and examination, artificial
insemination of sows with extended semen that fulfilled the quality standards
and calculation of farrowing rate, litter size, born alive/parturition and
stillborn/parturition.

The semen examination consisted in the determination of ejaculate volume,
sperm concentration, total number of sperm/ejaculate, total maotility, progressive
motility, total number of motile sperm/ejaculate and total number of progressive
sperm/ejaculate. With the exception of ejaculate volume, for which a beaker was
used, all the other parameters were determined by means of a CASA system
(CEROS II, IMV Technologies, France).

The study detected weak positive correlations of farrowing rate with sperm
concentration and total number of progressive sperm/ejaculate, of born
alive/parturition with sperm concentration, and of stillborn/parturition with
ejaculate volume; weak negative correlations of farrowing rate with ejaculate
volume, of litter size with progressive motility, of born alive/parturition with total
and progressive motility, and of stillborn/parturition with sperm concentration.
Also, some correlations were detected among fertility indicators in sows, of
which the most important were a strong positive between litter size and born
alive/parturition and a moderate negative between born alive/parturition and
stillborn/parturition.

As no strong correlation was detected between the main seminal parameters
and fertility in sows, we conclude that the general exam of semen can not be
used as a tool to predict the fertilizing capacity of an ejaculate. It can be useful
in eliminating the ejaculates with certain low quality, but can not guarantee the
selection of only good quality ejaculates. Also, it seems that the ejaculates with
good fertilizing capacity that have great chances to induce gestation do not
always provide a great litter size too, a fact suggested by the lack of significant
correlations between farrowing rate and litter size.

The Chapter X, GENERAL CONCLUSIONS AND RECOMMENDATIONS
highlights the main conclusions that can be noted after the research activities
as well as a few suggestions for the specialists working in the field of boar
semen production.
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INDEX ABREVIERI

%Morph — procentul de spermatozoizi cu morfologie normala din ejaculat

ALH- amplitudinea deplasarii laterale a capului spermatozoidului (um)

ANOVA - Analysis of Variances (analiza variabilelor)

BCF — frecventa de intersectare a capului spermatozoidului cu traiectoria sa
medie (Hz)

CASA - Computer Assisted Sperm Analysis (sistem de analiza asistata de
calculator a spermei)

Conc. — concentratia in spermatozoizi a materialului seminal

F — valoarea testului Levene pentru egalitatea variatiilor

Fp.- fotoperioada

FSH — Hormon foliculostimulant;

Gn-RH — hormonul de eliberare a gonadotropinelor

lLA. — insamantare artificiala

LH — hormon luteinizant;

LIN — coeficient de liniaritate (=VSL/VCL);

PMot — mobilitatea progresiva a spermatozoizilor

r — valoarea corelatiei

SD - Deviatia standard;

Sig. — semnificatia analizei statistice (valoarea p)

STR — coeficient de rectilinitate (=VSL/VAP);

TMMorphNS/Ej. — numarul total de spermatozoizi mobili si cu morfologie
normala din ejaculat

TMorphNS/Ej. — numarul total de spermatozoizi cu morfologie normala din
ejaculat

TMot — mobilitatea totala a spermatozoizilor

TMS/E]j. — numarul total de spermatozoizi mobili din ejaculat

TMS/ml — numarul de spermatozoizi mobili/ml

TPS/Ej. — numarul total de spermatozoizi cu mobilitate progresiva din
ejaculat

TS/Ej. — numarul total de spermatozoizi din ejaculat

VAP — Viteza medie a spermatozoidului (um/s);

VCL - Viteza curbilinie a spermatozoidului (um/s);

VSL — Viteza in linie dreapta a spermatozoidului (um/s);

WOB - coeficientul wobble (de oscilatie) a spermatozoidului (=VAP/VCL)
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CAPITOLUL I. MORFO-FIZIOLOGIA FUNCTIEI GENITALE LA VIER
CHAPTER |I. MORPHOLOGY AND PHYSIOLOGY OF GENITAL TRACT IN
BOAR

1.1. MORFOLOGIA SISTEMULUI GENITAL LA VIER
Aparatul genital la vier (ca de altfel la toate speciile de mamifere) este cuprins
dintr-o serie de organe cu rolul comun de a produce materialul seminal si de a-
depune la nivelul cailor genitale femele (figura 1.1). Schematic, se compune din:
gonade (testicule), cai spermatice, glande anexe si organ copulator (penis).

Glanda Prostata
veziculara
\ Glanda

’“ bulbo-uretrala

MNuschiul
retractor al

Canalul deferent penisului

— Simfiza

Vezica urinara S ,
pubiana

Tretra
Extremitatea Penisul (in partea inferioara
libera a penisului a penisului)
Figura. 1.1. Schema aparatului genital la vier in pozitie fiziologica (dupa
Cochran, 2010)

Figure 1.1. Genital tract in boar, physiological position (Cochran, 2010)

1.1.1. Gonadele

La masculi (si implicit la vieri), gonadele sunt reprezentate de testicule, Tn
numar de doua la orice individ sanatos. Acestea sunt organe cu activitate dubla,
avand atat activitate endocrind (produc hormoni sexuali) cat si activitate
citogenica (produc gametii masculi) (Cochran, 2010).

La vier, testiculele sunt de forma ovala si asezate in regiunea perineala,
subanala, orientate oblic in jos si Tnainte. Pungile testiculare sunt, in general,
reduse si lipsite de gat. Dimensiunile si greutatea testiculelor variaza cu varsta,
rasa si starea de intretinere. La vierul adult, testiculul are o lungime de circa 7-
8 cm, o lungime de circa 14-15 cm si o greutate de circa 500 g (Bogdan, 1999).
Testiculele de vier prezinta o crestere accelerata la varsta de 4-6 luni si ating
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dimensiunea specifica vierului adult in apropierea varstei de 8 luni (Kuster si
Althouse, 2006).

La exterior testiculul de vier prezinta un ,desen” vascular caracteristic care
se aseamana cu cel de la testiculul de armasar, insa artera testiculara nu atinge
coada epididimului, iar la nivelul marginii libere este mai putin flexuoasa si
colateralele emise sunt mai lungi, atingdnd marginea epididimului (Groza si
Morar, 2004).

Testiculele sunt sustinute si protejate de o serie de invelitori care dupa
raporturile si provenienta lor pot fi sistematizate in trei tunici: externa, mijlocie
si interna ce alcatuiesc pungile testiculare (Rosca, 2004; Ciornei, 2012).

Ca orice organ dezvoltat in cavitatea abdominala si testiculul este invelit la
exterior de peritoneu (epiorchium), care adera intim la o capsula conjunctiva
groasa de culoare alba numita albuginee. in albuginee se observa traiectele si
ramurile arterelor testiculare care descriu un desen specific (Runceanu, si
colab. 2007). Din albuginee se desprind, concentric, septumuri care delimiteaza
lobulii testiculari (200-300 lobuli), si care prin convergentd dau nastere
mediastinului testicular (corpul lui Highmore) care este situat pe marginea
epididimara a testiculului. Lobulii testiculari au un aspect piramidal, cu baza spre
albuginee, fiecare lobul contine 2- 4 tubi seminiferi. Fiecare tub incepe infundat
sub forma unui deget de manusa, prezinta o portiune sinuoasa si o portiune
dreapta (tubii drepti), care la nivelul mediastinului testicular se anastomozeaza
cu tubii vecini, rezultédnd reteaua testiculara sau reteaua lui Haller. Aceasta se
continua cu conurile eferente ce se deschid in capul epididimului (Rosca, 2004).
Lungimea medie a unui tub seminifer este de 8700 m la vier (Vaissaire 1977
citat de Runceanu si col. 2002).

1.1.2. Caile spermatice

La vier, ca la toate speciile de mamifere, caile spermatice cuprind cai
spermatice intratesticulare, reprezentate de: tubii drepti si reteaua testiculara
(reteaua Haller) si cai spermatice extratesticulare reprezentate de: canalele
eferente, epididim, canal deferent, canal ejaculator gi uretra (Rosca, 2004).

Tubii drepti rezultd din unirea tubilor seminiferi din fiecare lobul, sunt scurti
si au un traiect drept.

Reteaua testiculara sau reteaua Haller este formata dintr-o retea de canale
neregulate intercomunicante ce rezulta din continuarea tubilor drepti ce se
anastomozeaza in corpul lui Highmore.

Conurile eferente pornesc din reteaua testiculara si fac legatura cu
epididimul printr-o extremitate flexuoasa. La vier, numarul conurilor eferente
este cuprins intre 14-21 (Runceanu si col., 2002).
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Epididimul este o formatiune alungita, de forma semilunara, strans lipita de
axul longitudinal al testiculului gi este alcatuit din cap, corp si coada (Rosca P.,
2004). La vier, epididimul este bine dezvoltat, cu extremitatile sale acoperind
extremitatile testiculului, si un corp dezvoltat ce adera la marginea anterioara a
testiculului (Bogdan, 1999).

Canalul deferent la vier este foarte subtire, iar portiunea terminala a sa nu
se apropie de congenera ei decét Tnainte de a se deschide in uretra (Bogdan,
1999). Ampula canalului deferent, prezenta si chiar bine dezvoltata la armasar,
taur si berbec, lipseste la vier (Frandson si col., 2009; Cochran, 2010).

1.1.3. Organul copulator (penisul)

Penisul la vier este de tip fibro-elastic, in structura sa predominand scheletul
trabecular si albugineea. Prezinta o lungime apreciabila si o consistenta ridicata
si in cazul n care nu este in erectie. Alungirea penisului necesara acuplarii se
realizeaza cu ajutorul unei “rezerve” de lungime (flexura sigmoida sau ,S’-ul
penian) care se sterge in timpul erectiei. Penisul de vier este asemanator, in
general, cu cel de la rumegatoare, de care se deosebeste prin corpul mai
subtire, mai lung si cu flexura sigmoida plasata cranial burselor testiculare.
Extremitatea libera este ascutita si usor spiralata, de aspectul unui tirbuson.
Glandul este extrem de redus, reprezentat de tesutul spongios putin dezvoltat
si care nu acopera extremitatea libera a corpilor cavernosi. Santul uretral este
marcat de un rafeu penian evident (Groza si Morar, 2004).

Preputul reprezinta o invaginare a pielii ce inconjoara extremitatea libera a
penisului. La suine, preputul prezinta un diverticul dorsal orificiului preputial.
Acesta acumuleaza urina, secretii si celule moarte, care contribuie la
producerea mirosului caracteristic de vier adult (Frandson si col., 2009).

1.1.4. Glandele anexe
La vier, glandele anexe sunt reprezentate de: glandele veziculare, glanda
prostata, glandele bulbo-uretrale (figura 1.2).
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Figura 1.2. Glandele anexe la vier (dupa Ciornei, 2012)
1.Glandele veziculare (veziculele seminale; 2. Glandele bulbouretrale (glandele
lui Cowper); 3. Prostata.
Figure 1.2. Accessory sex glands in boar (Ciornei, 2012)
1. Vesicular glands (seminal vesicles); 2. Bulbourethral glands (Cowper’s
glands); 3. Prostate.

Glandele veziculare (veziculele seminale) sunt glande foarte dezvoltate la
vier. Datorita caracterului lor glandular, ele au fost considerate de multe ori ca
inexistente si confundate cu niste lobi prostatici. Fiecare vezicula seminala are
0 lungime de 12-15 cm si un diametru de 6-8 cm, fiind usor turtita. Este friabila,
cu aspect glandular si recurbata caudal, ajungand in contact cu cea din partea
opusa, de care este legata printr-un sept conjunctiv. Cele doua vezicule
seminale formeaza o masa excesiva care acopera prostata, originea canalului
uro-genital si ajunge pana la nivelul glandelor bulbo-uretrale (Bogdan, 1999).
Spre deosebire de majoritatea speciilor domestice, la vier canalele de excretie
ale glandelor veziculare se deschid in uretra separat de canalul deferent
(Frandson si col. 2009).

Prostata la vier este foarte redusa, avand 3-4 cm lungime si 1-1,5 cm
grosime. Are culoare galben-albicioasa si aspectul unui corp mic, aplatizat.
Portiunea diseminata este inclusa in peretele uretrei si inconjurata sub forma
unui manson de muschiul uretral (Groza si Morar, 2004).

Glandele bulbo-uretrale (numite si glandele lui Cowper) sunt de dimensiuni
foarte mari, avand 15-16 cm lungime, 3-4 cm grosime si cantarind 150-200g.
Ele sunt dispuse de la nivelul arcadei ischiatice si se continua de o parte si de
alta a uretrei pana la arcada pubiana, unde vin in contact cu glandele seminale.
Glandele bulbo-uretrale au aspectul literei ,H”, datoritd unei punti musculare
dispuse transversal (Ardelean, 2002).
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1.2. FIZIOLOGIA FUNCTIEI GENITALE LA VIER

Materialul seminal este un lichid biologic rezultat din amestecul elaboratului
provenit din testicul, epididim, canale (si ampule) diferentiale, glande veziculare,
prostata si glande bulbo-uretrale. Ejaculatul este format din doua parti: a)
spermatozoizii si fluidul testicular; b) plasma seminald produsa de glandele
anexe si céile de excretie ale testiculului (Groza si Morar, 2004).

Spermogeneza (formarea materialului seminal) are loc in timpul ejacularii,
fiind periodica, desi partile componente ale spermei (spermatozoizii si secretiile
glandelor anexe) se produc continuu. Amestecul dintre spermatozoizi si plasma
seminala se face treptat, in timpul ejacularii (Bogdan, 1999).

1.2.1. Spermatogeneza

Cea mai importanta functie a testiculelor este spermatogeneza, proces
complex prin care spermatozoizii, celule extrem de specializate, iau nastere din
celulele germinale primitive masculine (Kuster si Althouse, 2006). Aceasta
include totalitatea diviziunilor mitotice ale spermatogoniilor, diviziunile meiotice
ale spermatocitelor, cat si procesele caracteristice transformarii spermatidelor
in spermatozoizi (Figura 1.3). La suine, spermatogeneza dureaza de obicei 34-
36 de zile (Bonet si col., 2013).
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Figura 1.3. Spermatogeneza (dupa Noakes si col., 2001)
Figure 1.3. The spermatogenesis (Noakes et al., 2001)

in conditii normale, spermatogeneza la vier este un proces continuu,
spermatozoizii formati parasesc tubii testiculari in ,valuri-valuri”, ajungand in
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caile de excretie. Pentru formarea spermatozoidului dintr-un spermatocit primar
la vier sunt necesare cca. 25 de zile, din care aproximativ 13 zile sunt necesare
pentru profaza meioticd si diviziunea de reductie, iar 12 zile pentru
transformarea spermatidei in spermatozoid (Bogdan, 1999).

Spermatogeneza este constituita din doua mari faze: spermatocitogeneza
Si spermiogeneza.

1.2.1.1. Spermatocitogeneza

Spermatocitogeneza (spermocitogeneza) este etapa de la spermatogonie
la spermatida. Spermatogoniile deriva din gonocitele cordoanelor sexuale ale
testiculului fetal si sunt localizate intr-un singur rand pe vitroasa tubului
seminifer. Spermatogoniile sunt de doua tipuri: A (,prafoase”) si B (,crustoase”).
Spermatogoniile de tip A vor forma prin mitoza spermatogonii intermediare, care
trec prin perioada de crestere devenind spermatociti de ordinul I. (primari).
Acestia se dispun pe 2-3 randuri deasupra spermatogoniilor din care iau nastere
prin mitoza. Spermatocitii secundari (spermatocitii de ordinul Il) sunt celule
haploide, deriva prin meioza si sunt dispuse deasupra spermatocitilor primari
(Runceanu si Cotea, 2001).

Spermatocitogeneza cuprinde trei perioade:

a) Perioada germinativa (de multiplicare, de diviziune), etapa in care
spermatogoniile de tip A se divid ecuational, rezultdnd spermatogonii
intermediare cu un numar diploid de cromozomi (2n).

b) Perioada de crestere in care spermatogoniile intermediare intra intr-o
lunga perioada intermitotica; citoplasma lor acumuleaza substante nutritive si
devin spermatociti primari (de ordinul 1) a caror garnitura cromozomiala este tot
diploida (2n).

c) Perioada de maturare, caracterizata prin diviziunea reductionala a
spermatocitului primar prin care rezultda doua spermatocite de ordinul Il
(secundare). Ca urmare a acestei diviziuni, spermatocitul secundar este haploid
(n) (Cotea, 2004).

1.2.2.2. Spermiogeneza

Modificarile morfologice pe care le sufera spermatida pentru a deveni
spermatozoid, constituie procesul de spermiogeneza (Runceanu si col., 2002).
La vier, procesul de diferentiere a unei spermatide in spermatozoid si eliberarea
acestuia din celulele Sertoli in lumenul tubilor seminiferi dureaza 14 zile (Bonet
si col., 2013).

Aceasta etapa se mai numeste si spermateliozd sau perioada de
metamorfoza. in aceastd perioadd au loc modificari citofiziologice care
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transforma spermatida in spermatozoid, trecand prin mai multe faze, respectiv:
faza Golgi, faza cap, faza acrozomica si faza finala (de maturare) (Bogdan,
1999; Bonet si col., 2013).

Faza Golgi se caracterizeaza prin deplasarea aparatului Golgi al spermatidei
si a granulelor proacrozomice ale idiozomului, spre partea anterioara a nucleului
(Bogdan, 1999). Microtubulii centrului celular migreaza in citoplasma polului
posterior al nucleului. In aceastd zona, cei doi centrioli se separa, unul se
evidentiaza in vecinatatea polului posterior al nucleului (centriolul proximal), iar
celalalt in apropierea membranei celulare (centriolul distal) (Cotea, 2004).

Faza cap in care veziculele paraacromozomiale se unesc intr-o singura
vezicula (vezicula acrozomala) care se separa de aparatul Golgi si se dispune
la polul anterior al nucleului. O mare parte din microtubuli se condenseaza intre
cei doi centrioli si structureaza filamentul axial, care va constitui viitoarea
axonema a spermatozoizilor (Cotea, 2004).

Faza acrozomica se caracterizeaza prin schimbarea formei nucleului, care
devine alungit si este acoperit in jumatatea anterioara de acrozom, iar cealalta
jumatate formeaza ,capul postnuclear”. Filamentul axial al cozii se alungeste;
in aceasta faza se formeaza centriolul inelar (Bogdan 1999).

Faza finala (de maturare) presupune transformari mai ales la nivelul cozii
spermatozoidului. Filamentul dublu mitocondrial specific spermatozoidului se
formeaza in aceasta etapa prin dispunerea a 15-25 mitocondrii Tn jurul
axonemei piesei intermediare. La nivelul gatului sau al piesei intermediare se
evidentiaza prezenta unei portiuni de citoplasma, numita ,picatura
citoplasmatica”, caracteristica spermatozoizilor imaturi. Aceasta va migra catre
varful cozii Tn timpul procesului de maturare, lipsind la spermatozoidul matur.

La sfarsitul spermiogenezei spermatozoidul este matur din punct de vedere
morfologic, dar inca imatur functional.

Integritatea functionala este dobéanditd in timpul pasajului prin caile
spermatice, in principal prin epididim. Dupa ce sunt formate, celulele spermatice
trec prin reteaua testiculara si patrund in capul si corpul epididimului, unde sunt
modificate pentru a deveni fertile. Spermatozoizii care patrund in coada
epididimului sunt deja capabili sa fertilizeze, in cazul in care sunt recoltati si
incubati intr-un mediu tampon adecvat (Akers si Denbow, 2013).

1.2.2. Reglarea neuro-endocrina a spermatogenezei la vier

Reglarea functiei sexuale la masculi, inclusiv spermatogeneza, se realizeaza
in trei trepte functionale care se stimuleaza sau se inhiba reciproc: hipotalamus,
adenohipofiza si gonadele. Pe langa acestea, mai exista si alte sisteme ce
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intervin in functia de reproductie, fiind cunoscute de exemplu rolurile tiroidei,
suprarenalei, timusului sau epifizei (Runceanu si col., 2007).

Nucleii din hipotalamusul mijlociu si posterior compun aria hipofizotropa, de
forma semilunara, care produce neurosecretiile ce regleaza activitatea antero-
hipofizei. Aceste neurosecretii inhiba sau stimuleaza eliberarea hormonilor
gonadotropi antehipofizari, iar din acest motiv se numesc ,releasing
hormones” (factori de eliberare) sau ,inhibiting hormones” (hormoni de
inhibitie) (Groza si Morar, 2004).

La nivelul zonei hipofizotrope din hipotalamus exista doi centri: centrul
tonic, prezent atat la mascul cét si la femela si care contribuie la eliberarea
continua a gonadotropinelor la un nivel scazut, constant si pulsatil mentinand
astfel tonusul si troficizarea gonadelor si centrul ciclic, prezent doar la femele
care elibereaza la un nivel ridicat neurosecretii in faza foliculara preovulatorie
(Groza si Morar, 2004).

Legatura intre hipotalamus si hipofiza se realizeaza prin mai multe cai: o
conexiune vasculara, reprezentata de sistemul port hipotalamo-hipofizar
Popa-Fielding, care cuprinde o prima retea capilara la nivelul nucleilor si
neuronilor hipotalamici, vase portale care serpuiesc in tija hipofizara si o a doua
retea capilard la nivelul celulelor hipofizare; o conexiune nervoasa cu
adenohipofiza, mai redusa, formata din fibrele unor fascicule ce se termina in
punctul de contact al vaselor din reteaua capilara; si conexiunea nervoasa cu
neurohipofiza alcatuita din fibre nervoase ce provin din nucleii supraoptic si
paraventricular (Runceanu si col., 2007).

Neurosecretiile hipotalamice cu actiune asupra hipofizei sunt transportate la
aceasta prin conexiunea vasculara.

Principiile reproductiei la masculi se desfasoara dupa un model asemanator
celui de la femele (figura 1.4.). Hormonii responsabili pentru dezvoltare si
mentinerea fenotipului mascul sunt tot gonadotropinele, respectiv hormonul
luteinizant (LH, care la masculi este adesea numit hormonul de stimulare a
celulelor interstitiale-ICSH) si hormonul de stimulare foliculara (FSH, numit
uneori la masculi hormonul de stimulare a spermatogenezei-SSH), produsi de
hipofiza; hormonii steroizi, inclusiv testosteronul produs de testicule si
inhibina. Hormonii steroizi femeli, estradiolul si estrona, joaca de asemenea un
rol important la mascul in anumite circumstante (Ptaszynska, 2009).
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- LH(ICSH) fgsH(SSH)

Testosteron Spermatogeneza
Figura 1.4. Schema reglarii neuro-endocrine a functiei sexuale la masculi
(dupa Ptaszynska, 2009)
Figure 1.4. Neurohormonal regulation of sexual function in males
(Ptaszynska, 2009)

Gonadotropinele hipofizare (FSH si LH) sunt sintetizate si secretate ca
raspuns la actiunea factorului de eliberare a gonadotropinelor (Gn-RH). La nivel
local, unele functii ale testiculului sunt reglate de asemenea de factorii paracrini
si autocrini intratesticulari dar sunt influentate si de unii regulatori endocrini
metabolici. Secretia de LH este pulsatila, ca efect al stimularii episodice a
hipofizei de catre Gn-RH, avand ca rezultat episoade neregulate de eliberare
de LH la fiecare 2-4 ore. Principalul efect al LH este asupra celulelor Leydig, in
care controleaza sinteza testosteronului (Parkinson, 2009a). Titrul ciclic de LH
va determina o secretie in valuri a testosteronului. Varful concentratiei de
testosteron il urmeaza pe cel al concentratiei de LH la circa 40 de minute dupa
care nivelul de testosteron scade pana la valoarea de dinaintea stimularii dupa
alte 40-80 minute (D’Occhio si col, 1982, citat de Parkinson, 2009a).

Valul de testosteron produs sub influenta LH-ului actioneaza printr-un
mecanism de feed-back negativ asupra hipotalamusului inhiband productia de
Gn-RH si prevenind astfel acumularea excesiva de testosteron in sénge.

Cealalta gonadotropind hipofizara, FSH-ul, actioneaza impreuna cu
testosteronul, asupra celulelor Sertoli din tubii seminiferi ai testiculelor la
momentul pubertatii pentru a initia productia spermatica. Dupa acest moment,
de-a lungul vietii adulte, FSH-ul actioneaza direct asupra tubilor seminiferi
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(celulelor germinale si celulelor Sertoli), stimuland spermatogeneza. Celulele
Sertoli produc inhibina, care actioneaza printr-un mecanism de feed-back
negativ inhiband secretia de FSH din hipofiza (Ptaszynska, 2009). Desi exista
unele dovezi privind existenta unui model pulsatil si in cazul secretiei de FSH,
este totusi general acceptat ca secretia acestuia nu este pulsatila, ca in cazul
LH-ului si ca prezinta doar fluctuatii pe termen lung (Parkinson, 2009a).

Hormonii steroizi masculi (androgenii) sunt produsi atat la masculi cat si la
femele, iar reprezentantul cel mai important al acestei grupe este testosteronul.
Ceilalti androgeni sunt considerati metaboliti ai testosteronului gi sunt urmatorii:
androstendion, epistestosteron, androsteron si 5-alfa-dehidro-testosteron.
(Drugociu, 2009).

Androgenii sunt secretati in principal de catre testicul, dar si de catre ovar,
cortexul suprarenal si placenta, iar principalul hormon reglator al secretiei lor
este LH-ul (ICSH). Metabolitii androgenilor naturali se elimina prin urina, sub
forma de 17- cetosteroizi (Cernescu, 2004).

Testosteronul este necesar pentru productia de spermatozoizi si pentru
maturarea lor ulterioara in epididim, cat si pentru buna functionare a glandelor
sexuale anexe. Mentinerea unei concentratii ridicate de testosteron in interiorul
tubilor seminiferi si in epididim este indispensabilda formarii si maturarii
spermatozoizilor la o ratd normala, si este asigurata de proteina de legare a
androgenilor (ABP — androgen binding protein), produsa de celulele Sertoli
(Parkinson, 2009a). Totusi, desi spermatogeneza necesita testosteron iar
scaderea concentratiei acestui hormon ar duce la obtinerea unui numar mai
redus de spermatozoizi, se pare insa ca exista o valoare maxima dupa care
cresterea ftitrului de testosteron nu duce la o productie mai mare de
spermatozoizi (Pinart si Puigmulé, 2013).

in apropierea pubertatii, testosteronul initiazéd spermatogeneza la nivelul
epiteliului germinativ al tubilor seminiferi din testicule, in sinergism functional cu
hormonul anterohipofizar FSH (care la mascul este hormonul de stimulare al
spermatogenezei=SSH) (Bogdan, 1999). De asemenea, testosteronul si ceilalli
androgeni sunt responsabili pentru diferentierea si maturarea organelor
sexuale, dezvoltarea si consolidarea caracterelor sexuale secundare
(Ptaszynska, 2009) precum si pentru inducerea comportamentului sexual
specific masculilor (Kuster si Althouse, 2006).

1.2.3. Reflexele sexuale
Comportamentul sexual, respectiv. modul de desfasurare a reflexelor
sexuale, este caracteristic la vieri (Bogdan, 1999).
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Reflexul de apropiere este prezent intotdeauna si constituie un adevarat
Lpreludiu”. Vierul se plimba in jurul scroafei, scoate un grohait caracteristic, o
miroase n regiunea vulvei, o impinge cu ratul, mai ales in regiunea flancului.
Uneori vierul face miscari rapide de masticatie iar saliva este transformata in
spuma (Groza si Morar, 2004). La suine, mirosul vierului si cautarile scroafei,
contactul nazo-nazal si cel nazo-vulvar, salivatia si grohaiturile virului dar si
loviturile executate cu capul de catre vier in flancul femelei sporesc starea de
excitatie sexuala a celor doi parteneri si conduc la sincronizarea
comportamentala (Rosca, 2004).

Reflexul de erectie la vier incepe prin iesirea treptatd a penisului din furou
si se completeaza prin stergerea S-ului penian (Runceanu si col, 2007). Durata
preludiului (a reflexelor de apropiere si de erectie) variaza in limite largi, intre 1-
20 de minute, in functie de varsta, de solicitarea vierului, de conditile de
alimentatie, de intretinere si de individ (Bogdan, 1999; Groza si Morar, 2004).

Reflexul de imbratisare se manifestd prin saltul masculului Tn regiunea
crupei scroafei si prin incercari de introducere a penisului in vagin. Vierii mai
tineri sau cei maturi epuizati coboara de pe scroafa si fac saltul din nou, de
cateva ori la rand, fapt intalnit si daca scroafa este prea agitata sau nu accepta
vierul (Bogdan, 1999).

Reflexele de erectie si imbratisare apar ihaintea maturizarii sexuale, datorita
secretiei tot mai crescute de testosteron (Groza si Morar, 2004).

Reflexul de intromisiune se desfasoara, ca si la celelalte specii, cu mai
multe sau mai putine migcari de cautare a vaginului, in functie de experienta
sexuala a vierului si de existenta caldurilor la scroafa (Bogdan, 1999). Dupa
introducerea penisului in vagin, vierul executa miscari de lateralitate,
schimbandu-si greutatea de pe un membru, timp in care coada se misca ritmic
(Groza si Morar, 2004).

Reflexul de ejaculare este marcat de oprirea miscarii, iar vierul se sprijina
linistit pe scroafa. Se deosebeste de cel al masculilor celorlalte specii prin
durata lungd, in medie 4-8 minute, cuprinzdnd trei faze distincte: faza
prespermaticd, cu o duratd de 1-2 minute constand in eliminarea secretiei
glandelor bulbo-uretrale, 10-15 ml; faza spermaticd (sau principald), cu o
durata de 1-3 minute, constand in eliminarea spermatozoizilor si a lichidului
prostatic si in mare parte a continutului glandelor veziculare si bulbo-uretrale, n
cantitate totala de 12-250 ml; faza postspermatica, care dureaza 1-5 minute,
constand in eliminarea spermatozoizilor ramasi in uretra si a continutului
glandelor veziculare si bulbo-uretrale, in cantitate totald de 50-100 ml (Groza si
Morar, 2004; Runceanu si col., 2007). Ejacularea se produce direct in uter, care
este incarcat cu material seminal imediat dupa copulare, in timp ce cervixul este
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de obicei etansat cu ajutorul unui dop gelatinos, parte a fractiunii
postspermatice. Volumul mare de material seminal ejaculat de vier este necesar
pentru a conduce spermatozoizii pe lungimea extinsa a uterului scroafei
(Parkinson, 2009a).

Reflexele de intromisiune si de ejaculare apar numai dupa instalarea
maturitatii sexuale, respectiv dupa cateva incercari nereusite (Groza si Morar,
2004).

La scurt timp dupa actul sexual, vierul adopta frecvent pozitia decubitala
(Rosca, 2004).
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CAPITOLUL 1l. SEZONALITATEA PROCESELOR DE REPRODUCTIE LA
SUINE
CHAPTER Il. SEASONALITY OF REPRODUCTION IN SWINE

Desi nu se poate vorbi despre o reproductie sezoniera asa cum se intélneste
la alte animale domestice cum ar fi ovinele si caprinele, totusi un anumit grad
de sezonalitate a functiei genitale poate fi observata si la suine, aspect descris
in diverse arii geografice cat si in diferite sisteme de productie si conditii de
intretinere (Auvigne si col. 2010).

Acest fenomen a fost denumit ,Infertilitate de sezon” si este definit ca o stare
de fertilitate redusa a scroafelor in timpul verii si toamnei timpurii. Semnele
subfertilitatii includ rate reduse ale fatarilor, prolificitate mai mica, intervale mai
ridicate intre intarcare si estru, intarzieri ale instalarii pubertatii la scrofite
(Peltoniemi si Kemp, 2009; Kraeling si Webel, 2015), sau chiar procente mai
mari ale avorturilor (Peltoniemi si col., 2000).

Problemele de fecunditate in sezonul cald sunt cauzate atat de diminuarea
functiei genitale la scroafe, cat si de scaderea calitatii materialului seminal.
Mecanismele intime ale fluctuatiilor sezoniere ale performantelor sexuale nu
sunt pe deplin cunoscute, unii autori indicAnd existenta unui mecanism
ancestral, provenit de la mistret, care este inca prezent la rasele moderne, de
productie (Ciereszko si col, 2000). Porcul mistret este stramosul filogenetic al
porcului domestic (Almeida si col., 2006) si are activitate sexuala sezoniera, cu
sezonul de Tmperechere desfasurandu-se la sfarsitul toamnei — inceputul iernii,
ceea ce va duce la parturitii in timpul primaverii. in timpul verii si inceputului de
toamna scroafele salbatice prezinta anestru, iar masculii lor inregistreaza o
scadere a nivelului de testosteron si a dimensiunilor testiculare (Tast si col.,
2001). In mod similar, la rasele domestice se observa o scadere a indicatorilor
de reproductie n timpul verii, Insa cu o amploare mai mica, neinregistrandu-se
starea de anestru, aceasta ameliorare fiind probabil rezultatul adaptarii la
conditile mai bune si mai uniforme de intretinere comparativ cu viata in
salbaticie.

Cel mai important factor de mediu in reglarea sezonalitatii functiei sexuale la
suine il reprezinta fotoperioada, cu un efect potentat de temperaturile ridicate
din timpul verilor calduroase (Kraeling si Webel, 2015). In zonele temperate,
animalele se confruntd cu schimbari recurente, sezoniere, de temperatura,
climat si disponibilitate a hranei, care le influenteaza activitatea reproductiva. O
proprietate obisnuita a celor mai multe animale salbatice dar si a unor animale
domestice este reproductia sezoniera, care favorizeaza parturitia ntr-un
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moment optim al anului, de obicei primavara, ceea ce permite puilor nou-nascuti
sa creasca in conditii optime de climat si disponibilitate a hranei pana la iarna
urmatoare (Ptaszynska, 2009). La porcii salbatici, descresterea fotoperioadei
inregistrata spre sfarsitul verii reprezintda un semnal ce indicad o perioada
nepotrivitd pentru imperechere, deoarece purceii ar fi nascuti in timpul iernii,
ceea ce le-ar reduce sansele de supravietuire (Peltoniemi si Kemp, 20009).
Fotoperioada regleaza ritmul circanual fiziologic prin modificarea ritmului
circadian de secretie a melatoninei de catre hipofiza (Peltoniemi si col., 2000;
Tast si col., 2001), influentand astfel manifestarea functiei genitale, deoarece
stimularea receptorilor de melatonina localizati in hipotalamus joaca un rol
semnificativ Tn eliberarea GnRH-ului si a secretiei ulterioare de gonadotropine
de catre hipofiza (Peltoniemi si Virolainen, 2006).

Pe langa regimul de lumina, exista si alti factori care afecteaza desfasurarea
sezonului de Tmperechere, cum ar fi temperatura, interactiunile sociale sau
disponibilitatea hranei (Tast si col.,, 2001), iar in conditile domestice de
intretinere unii factori precum ratia imbelsugata si microclimatul confortabil au
contribuit la abolirea anestrului de sezon observat la porcii salbatici. Totusi,
unele efecte variabile ale descresterii fotoperioadei asupra activitatilor de
reproductie ale scroafelor domestice sunt inca observate in lunile de vara tarzie
si toamna (Peltoniemi si Kemp, 2009).

Dupa cum s-a mentionat mai sus, caracterul sezonier al functiei genitale la
suine afecteaza si masculii. Mecanismele ancestrale afecteaza si parametrii
seminali, mai ales in ceea ce priveste volumul ejaculatului si numarul de
spermatozoizi/ejaculat, valorile find mai mari pentru ambii parametri in timpul
toamnei si iernii (Smital, 2010; Pinart si Puigmulé, 2013). Variabilitatea
indicatorilor spermatici de la un sezon la altul a fost observata in urma cu multi
ani. Incepand cu a doua jumatate a secolului XX, au Tnceput sa se realizeze
diverse studii in care sa se precizeze cu exactitate conditiile si limitele de
variatie ale parametrilor spermatici de-a lungul unui an, in vederea instituirii unor
masuri care sa asigure mentinerea calitatii spermei de vier la un nivel ridicat
indiferent de perioada. Aceste studii continua chiar si in ziua de astazi,
obtindndu-se detalii din ce in ce mai intime legate de stress-ul provocat de
variatiile sezoniere asupra productiei si calitatii spermatice la vier.

Unul dintre primele studii in legatura cu aceste aspecte a fost realizat de
Lawrence si col. in anii 1966-1967 si publicat in anul 1970. Recoltadnd material
seminal de la 9 vieri, pe o perioada de timp cuprinsa intre lunile iulie-ianuarie,
ei au obtinut cele mai mari valori ale volumului $i numarului total de
spermatozoizi/ejaculat in lunile Octombrie, Noiembrie si Decembrie, cand
temperaturile maxime nu au depasit 24,7 °C (studiul a fost realizat in Oklahoma,
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SUA). Totusi, pe durata acestui interval de timp, calitatea spermei (evaluata prin
procentul de spermatozoizi anormali) a cunoscut un nivel mai scazut. Incidenta
ridicata a spermatozoizilor anormali din timpul sezonului rece a fost explicata
de autori prin durata procesului de spermatogeneza si perioada ridicata de timp
pe care spermatozoizii o petrec in organele genitale de la formare pana la
ejaculare. Asadar, formele anormale aparute in Octombrie au fost considerate
a fi produse in lulie si August, in conditile unor temperaturi ridicate, fiind
cunoscut faptul ca spermatozoizii sunt sensibili la caldura excesiva. Pe acelasi
principiu, spermatozoizii ejaculati in lulie si August sunt produsi in conditiile unor
temperaturi mai scazute, fiind astfel de o calitate superioara. Totusi, aceasta
teorie se afla in contradictie cu procentele mari de spermatozoizi anormali ce
au continuat sa apara in sezonul rece. Ca si concluzie generala, cercetatorii au
concis ca temperaturile extreme, atat cele ridicate cat si cele scazute, afecteaza
functia de spermatogeneza. (Lawrence si col., 1970).

Valori mai mici ale volumului ejaculat in timpul verii au fost observate si de
catre Cheon si col, (2002). Acestia au raportat si o variabilitate a pH-ului
spermatic (cu valori mai mari toamna si iarna), precum si a titrului de testosteron
seric (cu valori superioare primavara). Prin analiza materialului seminal dupa
congelare, ei au observat valori mai bune pentru procentul mobilitatii si
integritatea acrozomiala in timpul primaverii, ceea ce i-a condus la concluzia ca
un titru mai ridicat de testosteron va ajuta la obtinerea de material seminal cu o
calitatea superioara, reflectata printr-o rezistentd mai mare la conservare
(tabelul 2.1).

Tabelul 2.1./Table 2.1.
Valorile testosteronului seric si comparatia intre mobilitate si integritatea
acrozomului la sperma bruta si sperma decongelata, in functie de sezon (dupa
Cheon si col, 2002)
Serum testosterone values and comparison of sperm motility and acrosome
integrity among seasons in raw and cryopreserved boar semen (Cheon et al.,

2002)
Concentrafia |- PSR
Sezon testosteronului | Mobilitate (F:)u 261070 Mobilitate (E)u 261070
i I Y . 0 )
seric (ng/mi) (%) integru (%) (%) integru (%)
Primavara 3,06 88,8 93,3 40,9 48,0
Vara 0,73 90,0 95,3 19,4 22,8
Toamna 1,31 86,3 96,0 35,0 26,7
larna 1,36 88,8 96,5 30,9 19,8
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Un studiu de amploare mai mare a fost realizat de Janett si col, in anul 2005.
Ei au realizat o serie de determinari timp de 3 ani, pe un numar de 1686 de
ejaculate, provenite de la 491 de vieri. Ejaculatele au fost recoltate in Februarie
(iarna), Mai (primavara), August (vara) si Noiembrie (toamna). Pentru fiecare
ejaculat In parte, s-a evaluat volumul, concentratia, numarul total de
spermatozoizi, mobilitatea si procentul de spermatozoizi normali. In timpul
intregului studiu, au putut fi observate variatii sezoniere pentru toti parametrii
spermatici. Rezultatele lor pot fi observate in tabelul 2.2.

Tabelul 2.2./Table 2.2.
Variatiile sezoniere ale parametrilor spermatici la vier
(dupa Janett si col., 2005)
Seasonal variations of main seminal parameters in boar (Janett et al., 2005)

Luna Volum Conceﬁntra’;ie s;l)\g;r;[](g?c:zci)eizi Mobilitate iEer:g;:ég:zl
(mi) (x10°./mi) /ejaculat(x10°) (%) normala (%)
Mai 180,9 308,0 54,2 80,7 81,7
August 188,5 288,6 52,7 79,7 78,7
Noiembrie | 209,7 270,3 55,5 79,9 81,6
Februarie | 185,6 308,9 55,2 79,9 82,9

Din datele oferite de Janett si col. (2005), reiese ca cea mai mare cantitate
de material seminal (atat ca volum cat si ca numar total de spermatozoizi) este
oferita in luna Noiembrie (toamna). Pe de alta parte, calitatea materialului
seminal (exprimata prin procentul de spermatozoizi cu morfologie normala) este
superioara in luna Februarie (iarna). Mobilitatea s-a pastrat in limite apropiate,
dar a prezentat valori ugor mai mari in luna Mai (primavara) (Janett si col.,
2005). Valorile parametrilor spermatici nu au variat in limite foarte largi, insa, ca
si concluzie generala, s-a putut afirma ca productia cea mai slaba de material
seminal (atat cantitativ cat si calitativ) s-a inregistrat in timpul verii.

Pentru un studiu mai amanuntit al modificarilor caracteristicilor materialului
seminal in functie de sezon, Murase si col. (2007) au studiat caracteristicile
compozitiei plasmei seminale si sensibilitatea acrozomului la actiunea ionilor de
calciu si a ionoforului de calciu A23187, in vederea realizarii reactiei
acrozomiale. Pentru aceasta, ei au recoltat material seminal lunar, pe parcursul
unui an intreg, de la 3 vieri din rasa Marele Alb.

Dupa cum se stie, spermatozoizii de mamifere trebuie sa sufere un proces
de exocitoza la nivelul acrozomului (asa-numita reactie acrozomiala), la locul
de fecundare, ca raspuns la stimulii transmisi de ovocit, prin care elibereaza
enzime ce i ajuta la penetrarea invelisului extern al ovulului (Runceanu si col.,
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2007; Sun si col., 2011). Reactia acrozomiala reprezinta asadar o etapa a
fecundarii, iar abilitatea unui spermatozoid de a manifesta reactia acrozomiala
este una dintre proprietatile esentiale necesare pentru fertilizarea ovocitului
(Althouse, 2006). Este de mentionat insa faptul ca daca se realizeaza prea
devreme, cu mult timp Tnainte ca spermatozoidul sa intalneasca ovulul,
succesul fecundarii este afectat (Yeste, 2013), iar o declansare a sa prea rapida
este un semn al unor tulburari de integritate a acrozomului. Prin inducerea sa
experimentala, s-a demonstrat ca reactivitatea exagerata a acrozomului este
corelata negativ cu prolificitatea la scroafe (Holt si col., 1997). Cea mai utilizata
metoda de inducere artificiala a reactiei acrozomiale este cu ajutorul ionoforului
Ca?* A23187 (Holt si col, 1997; Murase si col., 2007; Birck si col., 2009; Li si
col., 2010), dar poate fi obtinuta si prin folosirea unor agonisti naturali, cum ar fi
progesteronul si proteine specifice ale zonei pellucida.

Studiul condus de Murase (2007) a incercat examinarea variatiilor sezoniere
ale unor parametri spermatici, ale compozitiei plasmei seminale si ale
sensibilitatii acrozomului la actiunea ionoforului Ca?* A23187 si realizarea unor
corelatii cu rata fatarilor la scroafele insamantate. Rezultatele obtinute au fost
concludente.

in ceea ce priveste parametrii generali ai spermei, volumul materialului
seminal a fost mai mare in timpul toamnei. Volumul fractiunii bogate in
spermatozoizi nu a variat semnificativ, in schimb cel al fractiunii sarace in
spermatozoizi a prezentat variaii insemnate. Asadar, cantitatea mai mare de
sperma obtinuta in aceasta perioada a anului se datoreaza cresterii volumului
fractiunii sarace in spermatozoizi. Valorile concentratiei nu au prezentat oscilatii
majore, desi s-a putut observa o usoara scadere a concentratiei in timpul
toamnei, fapt explicat probabil prin cresterea cantitatii fractiunii sarace in
spermatozoizi. Relativ constant a fost si numarul total de spermatozoizi din
intregul ejaculat. Tn schimb, mobilitatea a variat semnificativ prezentand valori
minime in lunile August-Septembrie si maxime in lunile Aprilie-Mai. Diferente
semnificative s-au inregistrat si Tn cazul nivelului de aglutinare cu un varf in
August-Septembrie si un nivel minim in Decembrie-lanuarie. Procentul
spermatozoizilor cu acrozom intact a prezentat variatii notabile, in functie de
sezonul de recoltare. Astfel, cea mai mare valoare a fost observata in Aprilie-
Mai, iar cea mai mica in August-Septembrie. Oscilatii semnificative au fost
inregistrate si in cazul procentului de spermatozoizi cu morfologie anormala si
imaturi, cele mai mari valori fiind Tnregistrate Tn August-Septembrie, iar cele mai
mici in Aprilie-Mai. Ca si concluzie partiald, cele mai mici valori pentru
mobilitate, procent de spermatozoizi cu acrozom intact si cu morfologie
normala, precum si nivelul cel mai ridicat al aglutinarii au fost inregistrate in

53



Ibanescu lulian Andrei

timpul lunilor August-Septembrie, ceea a coincis cu valorile cele mai mari ale
temperaturii ambientale si umiditatii. (Murase si col., 2007)

In ceea ce priveste compozitia plasmei seminale, concentratiile calciului
au fost surprinzator de stabile pe parcursul anului, pe cand concentratiile ionilor
de sodiu si clor au tins sa fie mai ridicate iar cele ale potasiului si magneziului
mai scazute in timpul verii. Totusi, diferentele intre sezoane nu au fost majore
pentru niciunul dintre ioni. Variatii remarcabile au fost observate insa in
concentratiile proteinelor totale si alouminei, cu cele mai mici valori in August-
Septembrie gi cele mai mari in Aprilie-Mai. (figura 2.1)
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Figura 2.1. Variatia sezoniera a valorilor proteinelor totale (spatiu necolorat) si
albuminei (spatiu hasurat) in plasma seminala la vier (dupa Murase si col.,
2007)

Figure 2.1. Seasonal variations of total proteins (white) and albumins (grey) in
boar seminal plasma (Murase et al., 2007)

De asemenea, nivelul testosteronului din plasma seminala a oscilat destul
de mult de-a lungul anului. Acesta a Tnceput sa creasca in jurul solstitiului de
vara (lunie), a crescut treptat catre solstitiul de iarna (Decembrie) cu un varf in
Octombrie-Noiembrie si o cadere brusca in Decembrie-lanuarie. Nivelul cel mai
scazut s-a inregistrat in Februarie-Martie. Asadar, nivelul testosteronului a
inceput sa creasca in perioada in care durata zilei a inceput sa scada, si a
scazut atunci cand durata zilei a inceput sa creasca. Aceste rezultate intaresc
conceptia ca variatiile in durata fotoperioadei reprezintd mecanismul major care
sta la baza fluctuatiei hormonilor steroizi atat in plasma sanguina cét si in cea
seminala (Murase si col., 2007).
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Referitor la inducerea reactiei acrozomiale de catre ionoforul Ca?
A23187, se pare ca aceasta se manifestd mai rapid dar si intr-o proportie mai
ridicata in lunile August-Septembrie (procentul de spermatozoizi ce sufera acest
proces la 0, 5 si 10 minute dupa stimulare este cel mai ridicat in aceasta
perioada a anului). La polul opus se afla lunile Aprilie-Mai, cand un procent mult
mai mic de spermatozoizi sufera reactia acrozomiala la 0, 5 si 10 minute dupa
stimularea cu Ca?'/A23187. Asadar, se pare ca stabilitatea membranei
acrozomiale este mai scazuta in timpul verii. Deoarece membrana acrozomului
trebuie sa fie stabila atunci cAnd momentul ovulatiei este inca departe, iar
destabilizarea trebuie sa intervina doar in apropierea ovulului, e posibil ca
sperma colectata in timpul verii sa aiba un grad redus de fertilitate. Probabil ca
0 reactie acrozomiala prematura are ca rezultat reducerea numarului de
spermatozoizi disponibili de a interactiona cu ovocitul la locul de fecundare.
Asadar, frecventa mai ridicatd a acrozomilor anormali, corelata cu raspunsul
mai rapid la stimulii ce declanseaza reactia acrozomiala poate reprezenta unul
dintre principalele mecanisme responsabile de infertilitatea sezoniera (Murase
si col., 2007).

Raspunsul acrozomului la actiunea ionoforului Ca2+ A23187 se afla in
legatura cu nivelul proteinelor plasmatice din materialul seminal. O parte din
aceste proteine cum ar fi unele adezine, superoxid-dismutaza si glutationul au
rol in protejarea membranei spermatozoidului si prin urmare un nivel scazut al
acestora va conduce la cresterea sensibilitatii membranei acrozomiale.

In studiul echipei japoneze, sensibilitatea cea mai mare a acrozomului la
actiunea A32187 a coincis, ca perioada a anului, cu cel mai mic nivel al
mobilitatii, cea mai mare ratd a aglutinarii, cea mai mica proportie de
spermatozoizi cu acrozom intact, cel mai mare procent de spermatozoizi cu
anomalii, cele mai mici concentratii de proteine totale si albumine in plasma
seminala si mai ales, cele mai mari valori ale temperaturii ambientale si
umiditatii relative inregistrate pe perioada cercetarilor (Murase si col., 2007).

In ceea ce priveste fertilitatea materialului seminal, practic elementul
hotarator in aprecierea calitatii spermei, au fost observate de asemenea variatii
sezoniere. Cea mai mica valoare pentru rata fatarilor a fost observata in
perioada August-Septembrie iar cea mai mare in Aprilie-Mai (tabelul 2.3.).
Aceste rezultate au fost privite in paralel cu variatiile parametrilor spermatici
(mobilitate, gradul de aglutinare, integritatea acrozomului, proportia anomaliilor
si a spermatozoizilor imaturi), reconfirméandu-se astfel legatura dintre calitatea
mai scazutd a materialului seminal cu asa-numita “infertilitate de vara”.
Scaderea concentratiei proteinelor totale si a albuminei precum si raspunsul mai
rapid al acrozomului celulei seminale la Ca?*/A23187 concomitent cu
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inregistrarea unei rate a fatarilor redusa, demonstreaza ca acesti factori pot fi
de asemenea responsabili pentru fertilitatea redusa a materialului seminal
(Murase si col., 2007).

Tabelul 2.3./Table 2.3.
Rata fatarilor dupa insaméantarea artificiala cu material seminal obtinut in
diverse perioade ale anului (dupa Murase si col., 2007)
Farrowing rate after artificial insemination with semen collected in various
moments of the year (Murase et al., 2007)
Perioada Apr-Mai lun-lul | Aug-Sep | Oct-Nov | Dec-lan | Feb-Mar
Nr. de scroafe

N 23 34 43 66 43 35
insaméantate
Nr. parturitiilor

dupéa 21 19 15 30 26 30
fnsaméantare

Rata fatarilor 91,3% 55,9% 34,9% 45,5% 60,5% 85,7%

Nivelul testosteronului, hormon ce intervine in reglarea parametrilor
spermatici nu este singurul care creste dupa solstitiul de vara si scade dupa
solstitiul de iarna. Lungimea zilei-lumina este recunoscut ca fiind un modulator
al productiei de sperma la mamifere, prin reglarea secretiei de melatonina.
Acest hormon este sintetizat si secretat in timpul noptii, pe cand lumina ii inhiba
productia sau i reduce concentratia. (Tast si col., 2001) Asadar, fotoperioada
joaca un rol important Tn desfasurarea procesului de spermatogeneza
(Kunavongkrit si col., 2005).

Pentru a evalua efectele cresterii gi descresterii fotoperioadei asupra unor
parametri spermatici din sperma de vier o echipa de experti din Polonia condusa
de Knecht (2013) a realizat un studiu pe 17 vieri (6 vieri din rasa Marele Alb
Poloneza, 5 vieri din rasa Landrace Poloneza si 6 vieri hibrizi Duroc-Pietrain).
Materialul seminal a fost recoltat pe durata a doua perioade: una cu o
fotoperioada in crestere (lanuarie-lunie) si una cu o fotoperioada in scadere
(lulie-Decembrie). Efectul fotoperioadei asupra numarului total de
spermatozoizi si a ratei mobilitatii a fost evident, aspect vizibil mai ales prin
analiza in paralel a lunilor cu numarul 4 din cele doua perioade (Aprilie,
respectiv Octombrie). De asemenea, a putut fi observata influenta raportului
zi/noapte asupra volumului si concentratiei materialului seminal, cu diferente
majore intre lunile cu numarul 3 din cele doua perioade (Martie, respectiv
Septembrie). Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 2.4.

56



Teza de doctorat - 2016

Tabelul 2.4./Table 2.4.
Variatia parametrilor spermatici la vier in functie de caracterul fotoperioadei
(dupa Knecht si col., 2013)
The variation of seminal parameters in boar according to the type of
photoperiod
(Knecht et al., 2013)

) Nr. total de

Concentratie Nr. total sperm. .

Volum (ml) (x108/ml) (x10°) sperm. mobili

Luna (x109)

Fp. Fp. Fp. Fp.

Fp. cr. descr. Fp. cr. descr. Fp. cr. descr. Fp. cr. descr.

L1 (lan/lul)| 244,67 | 256,10 | 379,16 | 362,65 | 88,39 | 87,54 | 72,12 | 72,84

L2 253,00 { 252,96 | 393,98 { 373,73 | 96,21 | 92,67 | 79,49 | 77,77
(Feb/Aug)

L3 214,45 | 262,31 | 412,65 | 373,94 | 84,97 | 91,74 | 70,37 | 76,93
(Mar/Sep)

L4 246,53 { 271,51 | 356,88 { 359,90 | 84,26 | 93,50 | 70,82 | 78,02
(Apr/Oct)

I."5 254,10 | 260,33 | 367,33 | 373,88 | 88,72 | 95,19 | 73,78 | 80,17
(Mai/Nov)

L6 252,75 { 263,73 | 377,63 { 374,12 | 91,17 | 93,07 | 76,26 | 76,66
(lun/Dec)
Medie

totald 244,25 | 261,16 | 381,27 { 369,70 | 88,95 | 92,29 | 73,81 | 77,07

Fp. cr.= Fotoperioada crescatoare; Fp. descr. = Fotoperioada descrescatoare;

Volumul mai mare de sperma obtinut in lunile de toamna ar putea fi explicat
printr-o activitate secretorie sporita a glandelor anexe (influentata de
fotoperioada), care vor produce mai multa plasma seminala. Mai departe,
cantitatea mai mare de plasma seminala poate avea ca efect prezenta in
ejaculat a unui numar mai mare de spermatozoizi mobili. Durata zilei regleaza
si concentratia de testosteron, care intervine in reglarea spermatogenezei,
precum si in maturarea spermatozoizilor. Astfel, variatiile regimului de lumina
pot afecta procesul de maturare, cu scaderea mobilitatii. Se pare insa ca
aceasta influenta depinde si de rasa, parametrii spermatici variind in limite mai
largi la vieri hibrizi Duroc-Pietrain, Tn comparatie cu vieri Marele Alb (Knecht si
col., 2013).

Temperatura ridicata pare sa actioneze sinergic cu umiditatea relativa
crescuta, Tmpreuna avand un efect negativ asupra spermatogenezei.
Expunerea vierilor la temperaturi de 33-38°C si umiditate cuprinsa intre 40-80%
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va determina o scadere a mobilitatii si o crestere a procentului de spermatozoizi
cu anomalii si imaturi. Pe de alta parte, controlul artificial al regimului de lumina
influenteaza numarul total de spermatozoizi/ejaculat, concentratiile de fructoza
si testosteron din plasma seminald, libidoul si productia glandelor anexe. Se
poate afirma astfel ca mobilitatea si morfologia spermatozoizilor sunt afectate
mai mult de stress-ul provocat de temperatura si umiditatea ridicate, pe cand
volumul de sperma si numarul total de spermatozoizi/ejaculat sunt influentate
mai ales de fotoperioada. (Murase si col., 2007).

Se pare ca procentul spermatozoizilor morfologic normali poate fi imbunatatit
in timpul verii prin suplimentarea ratiei alimentare cu 625 mg/zi L-carnitina
(Yeste si col., 2010).

Dupa cum s-a mentionat mai sus, mai multi autori sustin ca atat fotoperioada
cat si temperatura afecteaza functia genitala la vier. Totusi, desi efectele
negative ale temperaturilor ridicate sunt recunoscute pe scara larga, efectele
regimului de lumina sunt inca discutate. De exemplu, unii autori raporteaza un
numar mai mic de spermatozoizi in timpul perioadelor cu ziua mai lunga, in timp
ce altii sustin ca extinderea regimului de lumina in timpul perioadelor cu zi scurta
a dus la cresterea numarului de spermatozoizi (Sancho si col., 2006).

Efectul temperaturii

Calitatea mai slaba a materialului seminal de vier observata in timpul verii a
fost asociata in mod normal cu temperaturile mai ridicate inregistrate in acest
anotimp. Studiile intreprinse pentru a verifica aceasta ipoteza nu au ramas fara
rezultat, iar in ziua de astazi temperatura este considerata unul dintre principalii
factori de mediu care interfereaza cu spermatogeneza. Majoritatea studiilor
intreprinse au concluzionat ca o temperatura ambientala scazuta nu afecteaza
cantitatea si calitatea spermei, in schimb cea prea ridicata tulbura atat rata
spermatogenezei cat si calitatea spermatozoizilor, ceea ce conduce la
obtinerea de ejaculate cu un numar mai mic de spermatozoizi, cu mobilitate
scazuta si procent mai mare de anomalii. De asemenea, s-a observat si
reducerea libidoului la vier, probabil din cauza alterarii steroidogenezei. Pentru
performante sexuale superioare, unii autori (Huang si col., 2010) recomanda
mentinerea vierilor la temperaturi sub 22°C.

Efectele variatiilor sezoniere de temperatura asupra materialului seminal de
vier a fost observat de numerosi autori si asupra unei multitudini de parametri
cantitativi si calitativi, cum ar fi volumul (Ciereszko si col., 2000; Suriyasomboon
si col, 2004; Smital, 2010; Yeste si col., 2010), numarul total de spermatozoizi
din ejaculat (Suriyasomboon si col, 2004; Smital, 2010; Huang si col., 2010),
concentratia in spermatozoizi (Ciereszko si col., 2000; Syring, 2008; Yeste si
col., 2010), procentul mobilitatii (Yeste si col., 2010), procentul anomaliilor

58



Teza de doctorat - 2016

(Syring, 2008), integritatea membranara (Park si Yi, 2002; Yeste si col., 2010),
continutul de proteine plasmatice (Murase si col., 2007), etc. De asemenea, au
fost inregistrate variatii ale concentratiei serice de testosteron (Park si Yi, 2002),
ale rezistentei spermatozoizilor la congelare (Cheon si col., 2002; Park si Yi.,
2002), reactivitatea acrozomului (Murase si col., 2007).

Sensibilitatea vierilor la temperaturile prea ridicate pare sa fie diferita in
functie de alti factori, cum ar fi rasa (Sonderman si Luebbe, 2008; Yeste si col.,
2010), linia genetica (Flowers, 2008) sau varsta (Huang si col., 2010), ceea ce
conduce la ideea ca intr-o ferma de reproductie, conditile de intretinere a
masculilor trebuie ajustate dupa evaluarea comuna a factorilor intrinseci.

Unul dintre studiile care evidentiaza foarte bine raspunsul diferit in functie de
rasa la temperaturile prea ridicate din timpul verii a fost realizat de Yeste si col.
(2010). in studiul respectiv au fost monitorizate variatile sezoniere ale
parametrilor spermatici la trei dintre cele mai utilizate rase de suine in centrele
de productie europene, respectiv Pietrain, Marele Alb si Duroc. Rezultatele au
aratat o variatie a volumului ejaculat invers proportionala cu temperatura medie,
la toate rasele analizate. Pe de alta parte, concentratia in spermatozoizi a suferit
o scadere a valorilor din cauza cresterii temperaturii ambiante doar vierii
Pietrain, dar nu si la cei Duroc sau Marele Alb. Temperatura medie a afectat de
asemenea viabilitatea masurata prin procentul de spermatozoizi cu membrana
plasmatica intacta si acrozom intact la rasele Pietrain si Marele Alb, dar nu si la
Duroc. Procentul mobilitatii a fost de asemenea mai redus din cauza
temperaturii ridicate la vierii Pietrain si Marele Alb, pe cand la vierii Duroc nu au
fost inregistrate diferente notabile. In ceea ce priveste viteza de deplasare a
spermatozoizilor, procentul de spermatozoizi rapizi a fost corelat negativ cu
temperatura la rasele Pietrain si Duroc. La vierii Marele Alb procentul
spermatozoizilor rapizi nu a fost influentat de temperatura ambientala, desi a
putut fi observata o scadere a procentului mobilitatii progresive in timpul
sezonului cald. Temperaturile mai ridicate a dus de asemenea la o reducere a
proportiei de spermatozoizi morfologic normali din ejaculat la vierii Marele Alb
si Pietrain, dar nu si la cei din rasa Duroc. La vierii Pietrain, procentul redus al
spermatozoizilor morfologic normali a fost asociat cu un procent mai mare al
spermatozoizilor imaturi, pe cand la vierii Marele Alb cu o proportie mai ridicata
a anomaliilor (Yeste si col., 2010). Absenta diferentelor semnificative intre
sezoane la rasa Duroc in ceea ce priveste concentratia in spermatozoizi,
mobilitatea totala si integritatea acrozomiala in sperma bruta a fost observata si
de Cheon si col., (2002). In schimb, acestia au observat o rezistentad mai buna
la conservare in timpul primaverii, manifestata printr-un procent al mobilitatii si
0 integritate acrozomiala dupa decongelare mai bune comparativ cu celelalte
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sezoane. De asemenea, autorii au corelat capacitatea mai buna de conservare
din timpul primaverii cu titrul mai ridicat al testosteronului inregistrat in acelasi
sezon (Cheon si col., 2002), aspect observat si de Park si Yi (2002) la rasa
Duroc, dar si la rasa Yorkshire.

Referitor la sensibilitatea diferita a vierilor la temperaturile mai mari in functie
de varsta acestora, se pare ca imbatranirea organismului afecteaza capacitatea
de termoreglare, facandu-I mai sensibil la stress-ul caloric. Huang si col. (2010)
au observat ca abilitatea termoreglatoare este mai buna la vierii tineri (in varsta
de 10 luni) decét la cei ajunsi la maturitate deplina (in varsta de 3 ani). In studiul
realizat de echipa mentionata mai sus, scaderea cantitatii si calitatii materialului
seminal in timpul sezonului cald a fost mai putin semnificativa la vierii cu varsta
cuprinsa intre 10 si 30 de luni, comparativ cu vierii in varsta de peste 35 de luni
(Huang si col., 2010).

Faptul ca unele rase si linii genetice sunt mai rezistente la stressul caloric
specific verii ar putea ajuta la iTmbunatétirea rezultatelor reproductive la suinele
domestice prin selectie genetica.

Temperatura ridicata din timpul verii pare sa actioneze sinergic cu umiditatea
relativa, iar pentru contracararea efectelor negative ale acestora asupra
spermatogenezei, Suriyasomboon si col. (2004) recomanda cazarea vierilor
intr-un mediu prevazut cu sistem de racire, care sa& mentina conditiile de
microclimat intre limitele confortabile. Prin probarea acestui sistem controlat,
autorii au observat ca, desi volumul si numarul total de spermatozoizi au
continuat s& scada in timpul sezonului cald, totusi reducerea a fost mai blanda
si intinsd pe o perioadd mai scurtd comparativ cu utilizarea sistemului
conventional de intretinere (Suriyasomboon si col., 2004).

Efectul fotoperioadei

Dupa ce oamenii de stiintd au asociat perioada de scadere a parametrilor
reproductivi la suinele domestice cu perioada de anestru la mistret, specie la
care Tmperecherea se realizeaza doar cand ziua este mai mica decat noaptea,
a urmat o serie lunga de studii in legatura cu efectul fotoperioadei asupra
cantitatii si calitatii spermei la vierul domestic. De multe ori insa acest efect este
dificil de studiat, deoarece sezonul in care ziua este mai mare decéat noaptea
coincide cu cel in care temperaturile sunt ridicate (vara) si de aceea nu se poate
preciza cu exactitate care dintre cei doi factori afecteaza mai mult
spermatogeneza.

Unii autori afirma ca anumiti parametrii seminali la vier se afla sub influenta
duratei fotoperioadei, dar si caracterului sau, respectiv crescator sau
descrescator (Knecht si col., 2013), fiind superiori in perioadele cu fotoperioada
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descrescatoare comparativ cu cele in care fotoperioada este crescatoare. In
schimb, alti autori contrazic aceasta ipoteza. De exemplu, Sancho si col. (2004)
au studiat parametrii seminali de la 20 de vieri Landrace mentinuti in conditii
constante de temperatura si umiditate, dar in doua perioade cu regimuri de
lumina diferite si anume in februarie-aprilie, cand fotoperioada este crescatoare
si respectiv in august-noiembrie, cand fotoperioada este descrescatoare.
Rezultatele au fost diferite Tn functie de parametrul luat in calcul. Astfel, nu au
fost observate diferente intre cele doua perioade in ceea ce priveste volumul
ejaculatului, mobilitatea, viabilitatea si rezistenta osmotica a spermatozoizilor,
in schimb au fost prezente diferente majore in cazul concentratiei si numarului
total de spermatozoizi, care au fost cu circa 50% mai mari ih perioada cu
fotoperioada crescatoare. Analiza morfologica a aratat ca desi procentul total
de spermatozoizi imaturi a fost oarecum asemanator, totusi s-a inregistrat o
frecventa mai mare a spermatozoizilor imaturi cu picatura citoplasmatica situata
proximal in timpul expunerii la o fotoperioada descrescatoare, si o frecventa mai
mare a spermatozoizilor imaturi cu picatura citoplasmatica situata distal in
timpul expunerii la o fotoperioada crescatoare. Prin urmare, autorii au
concluzionat ca performantele reproductive ale vierilor respectivi scad in timpul
fotoperioadei descrescatoare, in principal din cauza tulburarii functiei testiculare
(Sancho si col., 2004).

In ceea ce priveste durata efectiva a fotoperioadei si influenta sa asupra
parametrilor seminali, o echipa condusa tot de Sancho (Sancho si col., 2006) a
expus vierii timp de trei luni la trei regimuri diferite, respectiv 0, 12 si 24 ore de
lumina artificiala, in timp ce temperatura ambientald si umiditatea relativa au
fost aceleasi pe toata durata studiului si pentru toate cele trei grupuri.
Rezultatele au aratat ca volumul ejaculatului, integritatea acrozomiala si
concentratia Tn spermatozoizi au fost afectate de fotoperioadele extreme (0 si
24 ore de lumind), in timp ce capacitatea fecundanta a fost redusa doar in
conditile de intuneric absolut (0 ore de luminad). Efectul regimurilor diferite
asupra activitatii glandelor anexe s-a manifestat printr-o scadere a cantitatii
plasmei seminale Tn cazul fotoperioadelor extreme, dar fara diferente
semnificative in compozitia acesteia. Rezultatele au indicat ca& durata
fotoperioadei influenteaza parametrii seminali, Tnsa deopotriva lumina
permanenta cat si lumina absenta duc la scaderea unor indicatori cantitativi si
calitativi. Tulburarile observate au fost mai severe in cazul mentinerii masculilor
in Tntuneric absolut comparativ cu expunerea la lumina permanenta, insa
recuperarea si adaptarea vierilor a survenit mai rapid (Sancho si col., 2006).

Exista indicii ca raspunsul functiei genitale la durata si caracterul crescator
sau descrescator al regimului de lumina difera in functie de rasa vierului,
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asemanator cu raspunsul la variatiile temperaturii. De exemplu, Yeste si col.
(2010) raporteaza ca procentele mobilitatii, viabilitatii si al spermatozoizilor
morfologic normali sunt semnificativ mai mici in timpul perioadelor in care ziua-
lumina este mai lunga, in timp ce la rasa Duroc acestea nu difera semnificativ
pe durata anului. De asemenea, Rivera si col. (2005) nu au sesizat diferente
notabile privind calitatea materialului seminal (procentele mobilitatii totale,
viabilitatii si al anomaliilor morfologice, precum lii rezistenta osmotica) intre
sezoanele cu fotoperioada crescatoare si respectiv descrescatoare, la vieri
hibrizi Marele Alb x Pietrain si Duroc x Landrace x Marele Alb.

n concluzie, variatiile sezoniere ale parametrilor spermatici la vier par s fie
in general rezultatul combinatiei a doi factori: temperatura si fotoperioada. Daca
temperatura actioneaza asupra testiculului, modificAnd temperatura locala cu
urmari asupra spermatogenezei si steroidogenezei, fotoperioada actioneaza
asupra axului hipotalamus-hipofiza-gonade, afectadnd nivelul hormonal ce
regleaza producerea si maturarea spermatozoizilor. Nu trebuie neglijati totusi
ceilalti factori care pot afecta calitatea materialului seminal la vier si care se pot
suprapune si amplifica efectul sezonului sau dimpotriva pot sa-l mascheze, cum
ar fi frecventa recoltarii, varsta, starea fiziologica, interactiunile sociale si
alimentatia.
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CAPITOLUL Il. BIOTEHNOLOGIA iNSAMANTARILOR ARTIFICIALE LA
SUINE
CHAPTER IIl. ARTIFICIAL INSEMINATION IN SWINE

3.1. RECOLTAREA MATERIALULUI SEMINAL DE VIER

Recoltarea spermei de la vier trebuie efectuata intr-un tarc special amenajat
pentru acest proces. Deoarece personalul opereaza foarte aproape sau in
contact cu vierul, tarcul trebuie sa fie prevazut cu mai multe zone de evacuare
pentru cazurile in care vierul devine agresiv. Doua sau trei dintre laturile tarcului
trebuie construite din tevi galvanizate cu diametrul de 5 cm, inaltimea de circa
un metru si asezate la circa 0,25 metri intre ele. Inaltimea si spatiul dintre tevi
trebuie sa permita personalului sa iasa din zona de recoltare fara sa fie nevoie
sa deschida si sa inchida o poarta, dar sa restrictioneze miscarea vierului. Se
recomanda ca tarcul de recoltare sa aiba circa 2,4-2,75 metri lungime si 1,8-2,4
metri 1atime, iar in centrul sau s& se plaseze manechinul pentru recoltare
(Althouse, 2006).

Urmatoarele metode sunt utilizate pentru recoltarea materialului seminal de
la vier: recoltarea manuala directa, recoltarea cu vaginul artificial si recoltarea
cu ajutorul electro-ejaculatorului (Sonea, 2003; Groza si Morar, 2004).

Recoltarea manuala directa a spermei de vier

Metoda manuala, prin aplicarea de presiuni digitale asupra penisului este
cea mai utilizata metoda de recoltare a materialului seminal de vier (Althouse,
2006). Mana cu care operatorul preseaza penisul trebuie protejatd de manusa.
De obicei se practica aplicarea a doua manusi (manusa dubla), cea exterioara
fiind indepartata dupa masajul furoului pentru exteriorizarea penisului. Este
necesara utilizarea manusilor fabricate din material non-spermicid (de exemplu
vinil).

Pentru recoltare, operatorul se pozitioneaza lateral vierului (de obicei pe
partea stanga) si efectueaza toaleta regiunii preputiale. Cand vierul executa
saltul si exteriorizeaza penisul, operatorul prinde cu ména portiunea spiralata a
penisului $i executa migcari ritmice de usoare presiuni digitale asupra glandului,
manevra care provoaca ejacularea (figurile 3.1 si 3.2). Cu mana libera
operatorul apropie paharul colector cu pereti dubli (temperatura interioara
trebuie sa fie de aproximativ 38°C), care este prevazut cu o palnie acoperita cu
un filtru steril. Prima fractiune a ejacularii- fractiunea prespermatica - nu se
recolteaza, deoarece are un continut ridicat de microorganisme si scazut in
spermatozoizi. Dupa fractiunea prespermatica urmeaza fractiunea spermatica,
cu aspect laptos, care este bogata in spermatozoizi. Recoltarea se considera
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finalizata cand are loc eliminarea fractiunii gelatinoase, care se gelifica pe

Figura 3.1 Vier efectuand saltul pe Figura 3.2 Aplicarea de presiuni
manechin (dupa Ciornei, 2012) digitale asupra penisului de vier
Figure 3.1. Boar jumping on a pentru recoltarea spermei (dupa
dummy during semen collection Ciornei, 2012)
(Ciornei, 2012) Figure 3.2. Applying manual pressure

on the boar penis for semen collection
(Ciornei, 2012)

Metoda recoltarii cu vaginul artificial

Vaginul artificial utilizat pentru recoltarea spermei la vier se compune din tub
rigid reprezentat printr-o structura tubulara cu lungimea de circa 30 cm si cu
diametrul de 6-8 cm, camasa vaginala si prelungitoarele vaginale prevazute cu
o spirala interioara sau exterioara cu rol de stimulare, recipiente de colectare si
inele de cauciuc.

Temperatura in interiorul vaginului artificial se asigura prin introducerea in
spatiul dintre tubul vaginal gi camasa vaginala a 200-300 ml apa calda la
temperatura de 50-55°C, astfel cd Tn momentul recoltarii temperatura din
interiorul vaginului sa ajunga la 40-41°C. Camasa vaginala se lubrifiaza cu
vaselina neutra pe o porfiune de circa 10 cm. Pentru realizarea presiunii
interioare, se introduce aer in spatiul dintre tubul vaginal si camasa vaginala.
Se fixeaza apoi conul prelungitor cu paharul colector, avandu-se grija ca orificiul
de insuflare/evacuare a aerului sa fie pe partea superioara a tubului vaginal.
Pentru filtrarea spermei de fractiunea gelatinoasa, la deschiderea paharului
colector se poate adapta un filtru de sticla, material plastic sau chiar o bucata
de tifon, fixatd cu un inel de cauciuc. Dupa pregatire vaginul artificial se
introduce n interiorul manechinului (Ciornei, 2012).
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Dupa ce vierul executa saltul pe manechin, operatorul dirijeaza penisul
vierului Tn interiorul vaginului artificial. La scurt timp, dupa cateva miscari
intravaginale, concomitent cu accentuarea reflexului de erectie, incepe
ejacularea, care dureaza circa 5-10 minute. Cand ejacularea este finalizata,
vaginul artificial cu paharul colector se detaseaza de la dispozitivul de fixare
mentindndu-se in pozitie verticald cu paharul colector orientat in jos si se
deschide robinetul pentru evacuarea aerului. Paharul colector se detaseaza cu
atentie si se dirijeaza spre laborator (Ciornei, 2012).

Tehnologia recoltérii prin electroejaculare la vier

Declansarea ejacularii cu ajutorul electroejaculatorului nu prezinta
importanta practica, dar poate constitui o posibilitate de examinare a spermei la
un vier care refuza ejacularea pe manechin sau in caz de impotenta ,coeundi”.
Tn cadrul lucrérilor de cercetare, aceastd metoda permite recoltarea spermei de
la vierii neajunsi la maturitate sexuald sau pentru examinarea secretiilor
glandelor anexe la vierii castrati. Electrozii utilizati in acest scop, in general, au
o lungime de aproximativ 50 cm si un diametru de 3,5 cm. Pentru declansarea
ejacularii, vierul trebuie contentionat; regiunea preputului se spala cu o solutie
izotonica de citrat de sodiu, iar restul cu o solutie de clorura de sodiu, la
temperatura corpului. Un electrod se introduce in rect, iar celalalt se aplica in
regiunea lombara la nivelul vertebrelor L2-L4. Curentul electric trebuie Intrerupt
ritmic, la o perioada de 5 secunde. Tensiunea primului soc va fi de 5 V, apoi va
creste treptat dupa fiecare intrerupere; ejacularea incepe dupa 15-20 V, cand

intensitatea curentului creste de la 500 la 1000 mA (Bogdan, 1999).

Metoda alternativa de recoltare a materialului seminal de vier

Dintre metodele mentionate, cea mai folosita este metoda manuala (metoda
masturbatiei), oferind rezultate foarte bune si necesitand investitii minime.
Totusi aceasta este laborioasa si presupune ca operatorul sa fie retinut pe toata
perioada ejacularii ceea ce limiteaza catre valori reduse numarul de recoltari pe
care le poate efectua un operator in decurs de o zi. Pentru a contracara acest
inconvenient, firma franceza Genes Diffusion a dezvoltat in anul 2000 un sistem
automat de recoltare a spermei de vier (Collectis®) (figura 3.3.). Acesta nu
altereaza cantitatea si calitatea materialului seminal, dar are un efect
semnificativ asupra volumului de munca, crescand numarul de recoltari/ora
pentru un operator cu circa 90%. Collectis® a fost proiectat astfel incat sa
permita unui tehnician sa ,gestioneze’ mai multe tarcuri de recoltare simultan.
Sistemul actioneaza prin vacuum (foarte asemanator cu cel de la aparatele de
muls) pentru a regla volumul si presiunea aerului furnizat unui vagin artificial
care sustine penisul vierului in timpul recoltarii. In cadrul pregatirii pentru
colectare, in vaginul artificial Collectis este introdusa o camasa vaginala de
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unica folosinta, care previne contactul direct dintre penisul vierului si vaginul
artificial. Precum si contaminarea ejaculatului. Dupa pregatire, vaginul artificial
este conectat la dispozitivul portabil de control, care permite operatorului sa
controleze functiile vaginului artificial in timpul conectarii acestuia la penisul
vierului. Pasii de pregatire a vierului pentru recoltare utilizadnd Collectis® sunt
aceiasi ca in cazul metodei manuale (Barrabes Aneas, 2008).

a b N T L
Figura 3.3. Recoltarea materialului seminal de vier cu ajutorul dispozitivului
Collectis®: aplicarea dispozitivului (a) si ejacularea fara asistenta (b si c)
Figure 3.3. Boar semen collection using Collectis®: applying the device (a)
and ejaculation without assistance (b and c)
(http://www.genesdiffusion.com/porcin/collectis-mode-emploi.aspx)

3.2. EVALUAREA VALORII BIOLOGICE A MATERIALULUI SEMINAL
DE VIER

Examinarea materialului seminal se executa Tnainte de diluare, dar poate fi
efectuat si dupa diferite etape ale prelucrarii pentru a putea depista eventual
greseli de prelucrare, precum si la una sau mai multe zile de conservare, pentru
a putea observa potentialul ejaculatului de a-si mentine capacitatea de
fecundare in timpul conservarii.

Pentru a evalua calitatea unui ejaculat Tnainte de utilizare se executa
obligatoriu un examen general si optional un examen special.

3.2.1. Examenul general al materialului seminal de vier

Examenul general se executa pentru fiecare ejaculat obtinut, inainte de

efectuarea dilutiei, pentru a verifica conformitatea materialului seminal.
Cuprinde metode macroscopice gi metode microscopice de evaluare (Sonea,
2003).
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3.1.1. Examenul macroscopic

Prima evaluare a materialului seminal, imediat dupa recoltare, corespunde
unui control macroscopic pentru a confirma sau infirma caracterul normal al
volumului, culorii, mirosului si vascozitatii (Sancho si Vilagran, 2013).

Determinarea volumului ejaculatului la vier reprezinta principala
caracteristica cantitativa a productiei de material seminal. Aceasta se
efectueaza direct in paharul colector sau intr-un cilindru gradat, in momentul
filtrarii spermei. La vieri, volumul productiei spermatice este in medie 200 ml (cu
variatii intre 50-400 ml) si reprezinta cel mai mare volum mediu al ejaculatului,
comparativ cu ceilalti masculi ai animalelor domestice. Acest volum ridicat se
datoreaza secretiei abundente a glandelor sexuale anexe (Bogdan, 1999).

Mirosul materialului seminal este asemanator cu al osului fiert sau al
albusului de ou. Mirosurile respingatoare, fetide, se datoreaza proceselor
patologice ale organelor genitale. Ejaculatele cu miros fetid se indeparteaza,
urmand sa se stabileasca cauzele care au dus la acesta (Bogdan, 1999).

Vascozitatea materialului seminal la vier se apreciaza dupa momentul
filtrarii de fractiunea gelatinoasa. Vascozitatea depinde de concentratia in
spermatozoizi si poate varia de la consistenta laptelui ,apos” pana la
consistenta laptelui gros. Poate fi modificatd in cazul unor inflamatii ale
epididimului, dar este influentata si de greutatea specifica, incarcatura electrica
a spermatozoizilor gi alti factori (Bogdan, 1999).

Culoarea materialului seminal la vier este in mod normal alb-gri, cu aspect
laptos. Opacitatea este influentata de concentratia in spermatozoizi. Un ejaculat
cu aspect ,apos’ este mai putin concentrat. O culoare anormala a unui ejaculat
(de exemplu bruna, galbend, rosiatica), denota de obicei contaminarea cu alli
compusi, cum ar fi urind, sange, puroi, etc. Deoarece multi dintre acesti
contaminanti prezinta activitatea spermicida, ejaculatele cu defecte de culoarea
trebuie eliminate (Althouse, 2006).

3.1.2. Examenul microscopic

Pentru rezultate cat mai corecte, o atentie deosebita in timpul examenului
microscopic trebuie acordatd manipularii probei de material seminal.
Spermatozoizii sunt foarte sensibili la socul hipotermic si de aceea temperatura
probei in timpul evaluari sale este critica. Aceasta trebuie mentinuta in intervalul
30-37 °C pe durata evaluarii mobilitatii si a prepararii frotiurilor pentru examenul
morfologic. Racirea frotiurilor este permisa numai dupa ce s-au uscat. Pentru
asigurarea temperaturii optime se recomanda utilizarea unui microscop
prevazut cu platforma Tncalzitd sau a unei placute incalzite care sa se ataseze
la un microscop normal (Parkinson, 2009b).
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Mobilitatea spermatozoizilor reprezintd caracteristica esentiala a celulei
spermatice, proprietate care o diferentiazé de restul celulelor din organism.
Procentul mobilitatii reprezinta principalul criteriu de evaluarea a calitatii
materialului seminal in centrele de productie.

Determinarea mobilitatii se face intotdeauna in conditii de metabolism activ
al spermatozoizilor (temperatura de aproximativ 35 °C) la diferite categorii de
material seminal: brut, diluat, conservat (Bogdan, 1999).

Metodele prin care se determina mobilitatea spermatozoizilor la vieri sunt:

- determinarea la microscop (intre lama gi lamela), observandu-se procentul
de spermatozoizi cu miscari vioaie de Tnaintare; se utilizeaza diferite sisteme de
notare: de la 0,1 la 1 (sistemul zecimal in care note 0,9 corespunde cu 90%
spermatozoizi cu miscari de Tnaintare) fie de la 1 la 5 (in care de exemplu nota
4 corespunde cu 70-80% spermatozoizi cu miscari de inaintare (Bogdan, 1999).
Precizia acestei metode subiective depinde intr-o mare masura de pregatirea
probei, calitatea microscopului, experienta si abilitatile examinatorului. Pentru a
minimiza efectele erorii umane, se recomanda standardizarea protocolului de
examinare (Althouse, 2006);

- determinarea computerizata, prin utilizarea unui software special, care
calculeaza automat atadt mobilitatea spermatozoizilor dintr-o proba de material
seminal cat si alti parametri spermatici (sistemul CASA) (Broekhuijse si col.,
2011; Contri si col, 2010; Davis si Katz, 1993; Didion, 2008; Ehlers, 2011).
Aceasta metoda este descrisa pe larg in cadrul subcapitolului 3.2.3.

- determinarea in camera de numarat (hemocitometrica) a timpului in care
un spermatozoid strabate in linie dreapta distanta de 1/20 mm; se apreciaza ca
miscare normala (normokinezie) intre 1-1,9 secunde; rapida (hiperkinezie) intre
0,7-0,9 secunde si lenta (hipokinezie sau astenospermie) peste 2 secunde
(Bogdan, 1999).

-determinarea fotogrammetrica (spermatokinezigrafia): fotografierea la
microscop a unor campuri (2-3) alese randomizat, urmata de evaluarea
fotografiilor si stabilirea pe baze obiective, atat a proportiei de spermatozoizi
mobili, cat si a vitezei lor de Tnaintare (Bogdan, 1999).

Concentratia in spermatozoizi la vieri constituie un parametru important in
cadrul controlului productiei de material seminal. Pe baza concentratiei, prin
corelatie cu volumul ejaculatului, se calculeaza numarul total de spermatozoizi
din ejaculat si numarul de doze de insamantare ce rezulta.

Valorile normale ale concentratiei Tn spermatozoizi a materialului seminal
sunt de aproximativ 100x10%ml, insa pot varia Tntre 25-1000 x108/ml
(Parkinson, 2009b).
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Nu exista o metoda unanim acceptatd ca metoda standard pentru
determinarea concentratiei Tn spermatozoizi (Sancho si Vilagram, 2013), insa
diverse tehnici sunt disponibile si utilizate la scard mai mica sau mai mare in
laboratoarele de examinare, dupa cum urmeaza:

- metoda hemocitometrica — consta in numararea la microscop a
spermatozoizilor aflati in interiorul gi pe laturile a cinci patratele de ordinul 2 ale
camerei de numarat (hemocitometru) si stabilirea concentratiei pe baza unei
formule de calcul. Hemocitometrele folosite la numararea spermatozoizilor sunt
asemanatoare celor utilizate la numararea elementelor figurate sanguine,
(Burker-Turk, Thoma, Neubauer, etc.). Este cea mai utilizata metoda pentru
determinarea concentratiei materialului seminal deoarece este ieftina si precisa.
Totusi, deoarece este laborioasa si necesita timp relativ mare de lucru, tinde sa
fie Tnlocuita in centrele de productie a materialului seminal cu metode mai
rapide.

- metoda fotocolorimetrica se bazeaza in principiu pe retinerea diferita a
fasciculelor de lumina de catre spermatozoizi $i masurarea ajutorul unei celule
fotoelectrice situata intr-un aparat a opacitatii (care este proportionala cu
concentratia Tn spermatozoizi). Metoda este facila si eficientd (Camus, 2011),
insa precizia ei depinde de o serie de factori, cum ar fi calibrarea in functie de
specia analizatd si dilutia probei examinate. Respectarea specificatiilor
producatorului pentru fiecare model de fotometru este deosebit de importanta
(Althouse, 2014).

- metoda computerizata, cu ajutorul sistemului CASA, care calculeaza
concomitent si automat concentratia, procentul mobilitati, precum si alti
parametri seminali — descrisa in subcapitolul 3.2.3.

- metoda cu ajutorul dispozitivului Nucleocounter®. Acesta este un dispozitiv
prevazut cu microscop integrat cu fluorescenta ce detecteazd nucleii
spermatozoizilor din sperma analizata dupa o prealabila colorare a acestora cu
iodura de propidium. Pentru analiza, proba de material seminal trebuie aspirata
intr-o caseta speciala care apoi este plasata in dispozitiv. Metoda prezinta un
grad ridicat de precizie pentru sperma de vier (Hansen si col., 2006; Camus si
col., 2011) dar si pentru sperma altor specii (Anzar si col., 2009) si este din ce
in ce mai utilizata in centrele de productie a materialului seminal de vier, oferind
cateva avantaje in comparatie cu alte metode precise, cum ar fi analiza rapida,
manipularea facila, lipsa necesitatii calibrarii sau efectuarea unui examen
suplimentar (evaluarea viabilitatii);

- metoda cu ajutorul citometriei in flux. Aceasta metoda masoara numarul de
spermatozoizi dintr-o proba utilizadnd o varietate de metode de colorare cu
fluorocrom si poate fi folosita ca o metoda de referinta datorita vitezei de analiza,
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sensibilitatii si obiectivitatii masuratorilor (Sancho si Vilagran, 2013). De-a lungul
ultimelor doua decenii, citometria in flux a devenit un instrument util de
investigare a materialului seminal. Tn prezent, aceastd tehnicd ofera
posibilitatea de a analiza rapid, corect si obiectiv mai multi parametri seminali,
cum ar fi concentratia Tn spermatozoizi, viabilitatea celulei spermatice,
integritatea acrozomiald, functia mitocondriala, precum si statutul de capacitare
a spermatozoizilor (Neculai-Valeanu, 2015).

- metoda nefelometrica de determinare a concentratiei in spermatozoizi se
bazeaza pe determinarea opacitatii spermei, prin comparare cu o solutie
standard; este o metoda foarte rapida si cu suficienta precizie, care se poate
folosi la vier dar si la armasar (Bogdan, 1999).

- metoda electronica ce are ca principiu modificarea de catre spermatozoizi
a campului electric creat de cei doi electrozi din platina, plasati intr-un capilar
de pasaj al spermei. Campul electric este modificat mai mult sau mai putin, in
functie de concentratia spermei (Bogdan, 1999).

Determinarea viabilitatii spermatozoizilor (stabilirea proportiei de
spermatozoizi vii/morti) este efectuata prin utilizarea unei coloratii speciale. Se
bazeaza pe principiul ca spermatozoizii viiau membrana plasmatica integra din
punct de vedere morfologic si functional, ceea ce va impiedica patrunderea
colorantului n interiorul celulei. Cea mai utilizatd coloratie este eozina-
negrozind, care poate fi utilizatd si pentru analiza morfologica. Pentru ca acea
coloratie folositd la determinarea viabilitatii sa fie eficienta, este necesar
controlul cu grija al temperaturii, iar protocolul de lucru trebuie standardizat. Nu
se recomanda examinarea spermei congelate cu eozina, deoarece substantele
crioprotectante stimuleaza patrunderea colorantului in celula seminala
crescand astfel Tn mod artificial procentul de spermatozoizi morti (Parkinson,
2009b). Pentru a fi considerat ca fiind de buna calitate, un ejaculat de vier
trebuie sa contina aproximativ 85% spermatozoizi cu membrana intacta
(Sancho si Vilagran, 2013).

Examenul morfologic al spermatozoizilor reprezinta un instrument eficient
de evaluare a functiei epiteliului seminifer si a maturarii epididimale la vier dar
si la alte specii de animale, si serveste drept o masura aditionala de a evalua
calitatea si fertilitatea unui ejaculat. iTn mod uzual, examenul morfologic a
ejaculatului de vier cuprind o clasificare calitativa si cantitativa a
spermatozoizilor normali si anormali din punct de vedere morfologic (Sancho si
Vilagran, 2013). Integritatea morfologica a unui spermatozoid este o conditie
esentiald pentru implicarea sa in procesul fecundarii (Runceanu si col., 2007).
n industria suind, atat frotiurile uscate cat si cele umede sunt utilizate pentru
cuantificarea obiectiva a anomaliilor morfologice. In cazul preparatelor umede,
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spermatozoizii trebuie imobilizati cu o solutie cu formalina sau glutaraldehida,
iar examinarea este efectuata la un microscop ce dispune de contrast intern
propriu (Althouse, 2006). Pentru preparatele uscate, exista o varietate de
coloratii utilizate pentru examinarea morfologica, de exemplu eozina-negrozina,
Typan-blue, Giemsa, Papanicolaou, Diff-Quick (Sancho si Vilagran, 2013). Un
anumit procent de anomalii (5-10%) este normal in ejaculatul de vier (Drugociu,
2009), insad daca acesta depaseste 25%, atunci ejaculatul trebuie eliminat
(Gadea, 2002).

Anomaliile spermatozoizilor sunt evaluate in functie de trei mari criterii:
localizarea lor pe spermatozoid (anomalii ale capului, piesei intermediare sau
cozii), originea lor (primare — testiculare, care exprima defecte ale
spermatogenezei; secundare — epididimale; tertiare — post-ejaculatorii, de
exemplu din cauza manipularii necorespunzatoare a ejaculatului sau probei
analizate) si efectele lor asupra fertilitatii (defecte majore si defecte minore). in
general, defectele capului si ale piesei intermediare sunt anomalii primare,
prezenta picaturii protoplasmatice (spermatozoid imatur) este o anomalie
secundara iar prezenta cozilor ,in bucld” reprezintd o anomalie tertiara.
Anomalile majore cuprind majoritatea defectelor capului, picaturile
protoplasmatice proximale si defectele acrozomiale congenitale, in timp ce
celelalte defecte sunt in majoritatea lor clasificate drept anomalii minore
(Parkinson, 2009b).

In functie de impactul or asupra fertilitatii, anomaliile mai pot fi clasificate in
defecte compensabile si necompensabile, o clasificare dezvoltata recent dupa
aplicarea unor metode de evaluare precum studii de fertilitate in teren sau
fertilizari in-vitro cu material seminal cu un procentaj mare de spermatozoizi cu
anomalii individuale. Defectele compensabile sunt acelea n care
spermatozoizii anormali nu sunt capabili sa se deplaseze in oviduct sau sunt
incapabili sa penetreze ovocitul. Prezenta unor astfel de anomalii poate fi
compensata prin cresterea numarului de spermatozoizi din doza de
insamantare. Defectele necompensabile sunt acele anomalii in care
spermatozoizii sunt capabili sa penetreze zona pellucida, dar nu pot induce
clivajul ori produc embrioni neviabili. Aceste defecte nu pot fi compensate prin
cresterea numarului de spermatozoizi din doza. Relatia exacta dintre aceste
categorii si clasificarea in defecte majore/minore inca nu a fost stabilita
(Parkinson, 2009b).

Alti autori impart anomaliile spermatozoizilor in primare si secundare. Cele
primare apar in timpul spermatogenezei si cuprind tulburarile morfologice ale
capului si piesei intermediare. (macrocefalie, microcefalie, cap turtit, cap in
forma de para, lipsa acrozomului etc.). Anomaliile secundare constau in
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tulburari morfologice ale cozii spermatozoizilor (prinderea cozii lateral, coada
dubla, coada nedezvoltatd etc.). Prezenta spermatozoizilor imaturi in
concentratii mari in materialul seminal denota ca reproducatorii respectivi sunt
folositi in mod excesiv la monta sau la recoltare, sau indica faptul ca la nivelul
epididimului existd un proces de regenerare activa in urma unei infectii sau
leziuni (Ardelean, 2002).

3.2.2. Examene speciale ale materialului seminal de vier

Parametrii determinati in cadrul examenului general reprezinta instrumente
utile pentru aprecierea calitatii materialului seminal, oferind informatii pretioase
despre capacitatea de fecundare a ejaculatului (Gadea, 2005; Didion, 2008 ).
Totusi, unii autori afirma ca acestia nu coreleaza de fiecare data cu indicii de
fertilitate la scroafe (Schulze si col., 2013). De aceea, se recomanda evaluarea
unor caracteristici mai intime ale spermatozoizilor, pentru a putea prezice mai
bine rezultatele insamantarii (Turba si col., 2007). Astfel, uneori se efectueaza
determinarea unor parametri speciali, ce masoara statusul structural, fiziologic
si metabolic al celulelor seminale, al unor organite celulare sau al plasmei
seminale si care pot oferi informatii aprofundate despre capacitatea de
fecundare a unui ejaculat. Printre acesti parametri se numara: rezistenta
spermatozoizilor, toleranta osmotica, gradul de aglutinare, statusul capacitar,
integritatea nucleara, statusul mitocondrial, procentul spermatozoizilor
apoptotici, nivelul speciilor reactive de oxigen, microflora bacteriana, etc.

Acestea sunt teste utile pentru evaluarea calitatii materialului seminal, insa
utilizarea lor in centrele de productie este redusa deoarece sunt laborioase,
necesita un timp mai lung de lucru sau presupun cheltuieli prea mari (Althouse,
2006).

Determinarea rezistentei spermatozoizilor - se bazeaza pe proprietatea
spermatozoizilor de a rezista la actiunea nociva a unei solutii de clorura de sodiu
(NaCl) 1%. Unii autori mentioneazd ca longeviabilitatea si capacitatea
fecundanta a spermatozoizilor este cu atat mai ridicata cu cat spermatozoizii isi
mentin mobilitatea intr-un volum mai mare de solutie de NaCl 1%. Rezistenta
se exprima prin numarul de ml de solutie NaCl 1% necesari pentru a opri
miscarile de inaintare ale spermatozoizilor ce se gasesc intr-un ml de material
seminal. Se considera ca materialul seminal poate fi folosit la tnsamantari
artificiale daca prezintd cel putin valoarea 1000 pentru rezistenta
spermatozoizilor (Ciornei, 2012).

Toleranta osmotica. Spermatozoizii de vier sunt sensibili la modificarile
osmotice ale mediului in care se afla, atat cele hipertonice cat si cele hipotonice.
Pentru spermatozoizii de vier, o solutie izotonica are intre 300-400 mOsm/kg.
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Raspunsul celulei seminale la stress-ul osmotic se afla in legatura cu
integritatea sa functionald si poate fi un bun indicator al statusului sau
functional. Mai multe teste au fost dezvoltate pentru a masura raspunsul
spermatozoizilor de vier la modificarile osmotice, ca un indicator al calitatii
spermei. Aceste metode sunt: testul de umflare hipo-osmotic (HOST), testul de
rezistenta/umflare hiper-osmotica (HRT) si testul de rezistentd osmotica (ORT).
Toate aceste sunt concentrate pe raspunsul membranei spermatice la
modificari bruste de osmolaritate (Sancho si Vilagran, 2013).

Statusul capacitar. Capacitarea implica unele modificari fiziologice pe care
spermatozoidul le sufera in oviduct si care sunt esentiale pentru fertilizare.
Aceste modificari modificda membrana si includ reorganizarea proteinelor,
metabolismului fosfolipidelor si reducerea nivelului colesterolului. De
asemenea, provoaca hiperactivarea in ce priveste mobilitatea. Exista diferite
tehnici de evaluare a statusului capacitar al spermatozoizilor, care analizeaza
unele dintre modificarile amintite: coloratia CTC, determinarea gradului de
fluidizare a membranei spermatice folosind colorantul fluorescent M540,
determinarea nivelului de calciu intracelular sau evaluarea sistemului
proacrozind-acrozina (Sancho si Vilagran, 2013).

Integritatea nucleara a spermatozoidului: fragmentarea ADN-ului. Unele
studii au aratat ca existenta unor parametri seminali anormali este asociata cu
prezenta unor rupturi in lantul de ADN. Heterogenitatea structurii cromatinei,
care este asociatd cu tulburari ale spermatogenezei poate fi corelata cu o
susceptibilitate mai mare a ADN-ului la denaturare, conducand la fertilitate
redusa. Statusul ADN-ului spermatic este in general analizat folosind tehnici pe
baza de fluorocromi, care au interactiuni complexe si specifice cu cromatina sau
AND-ul: testul COMET bazat pe electroforeza in gel, testul TUNEL bazat pe
marcarea capatului terminal al acizilor nucleici, testul ISNT, testul ISL (Sancho
si Vilagran, 2013). Deteriorarea ADN-ului poate fi, de asemenea, evaluata in
mod indirect prin intermediul unor teste care evalueaza integritatea cromatinei
spermatice gi a proteinelor nucleare. Testele pentru evaluarea integritatii
cromatinei spermatice sunt bazate pe coloratii care au afinitate pentru
proteinele nucleare (de exemplu, albastru anilina sau albastru de toluidin)
(Neculai-Valeanu, 2015).

Utilizarea acestor tehnici sunt foarte utile in analiza materialului seminal de
vier, insa din cauza complexitatii lor aceste nu sunt incluse in monitorizarea de
rutind. Pentru a contracara acest inconvenient, Tn ultimii ani a fost dezvoltata o
tehnica bazata pe detectarea nucleilor ce prezinta ADN fragmentat, ce poate fi
efectuata in laboratoarele conventionale de analiza. Aceasta tehnica se
numeste testul de dispersie a cromatinei spermatice (SCDt) si a fost initial

73



Ibanescu lulian Andrei

dezvoltatd pentru spermatozoizii umani dar apoi adaptatda si pentru
spermatozoizii de vier. Se bazeaza pe imersia spermatozoizilor Tntr-o matrice
de agaroza, tratarea lor cu o solutie acida si examinarea lor la microscop optic
sau cu fluorescenta. Spermatozoizii cu ADN fragmentat apar in céampul
microscopic cu un halou periferic specific (Sancho si Vilagran, 2013).

Unii autori afirma ca fragmentarea ADN-ului este prezentd mai mare la
spermatozoizii crioconservati (Fraser si Strzezek, 2005) in timp ce altii declara
ca diferentele intre sperma brutd si cea crioconservatd in ceea ce priveste
fragmentarea ADN-ului sunt nesemnificative si ca fenomenul de crioconservare
induce o alterare nucleara specifica in spermatozoidul de vier, dar care este
legatd mai degraba de complexul protamine-1-ADN decéat de fragmentarea
directd a ADN-ului (Flores si col., 2008).

Detectarea spermatozoizilor apoptotici poate fi efectuata in principal prin
doud teste, si anume testul legarii anexinei-V si tehnica ce utilizeaza
concomitent colorantul YO-PRO-1 si iodurii de propidium, reprezentand un
indicator sensibil al apoptozei (Sancho si Vilagran, 2013).

Evaluarea nivelului speciilor reactive de oxigen (ROS). Cand se
acumuleaza in spermatozoizi, speciile reactive de oxigen induc modificari pro-
apoptotice (Rath si col., 2009; Pefia si col., 2009) si contribuie la scaderea
fertilitatii materialului seminal (Koziorowska-Gilun si col., 2011). Una dintre
cauzele cunoscute pentru acumularea de ROS Tn spermatozoizii de vier este
crioconservarea (Yang si col., 2016) iar printre cele mai utilizate metode de a
estima nivelul ROS este folosirea colorantului fluorescent 2'7'-
dichlorodihidrofluorescein diacetat (H:DCFDA) care patrunde si difuzeaza in
celule, unde gruparile acetat sunt hidrolizate iar compusul rezultat este apoi
oxidat de H;0,. O alta tehnica de evaluare a nivelului ROS in spermatozoizi
este metoda ce masoara chemiluminiscenta dependenta de luminol si lucigenin
utilizénd un luminometru, si de metoda de colorare dubla (Sancho si Vilagran,
2013).

Microflora din sperma. Pe langa flora banala, in unele situatii sperma poate
sa contina si germeni patogeni. Prezenta in materialul seminal a unor germeni
patogeni poate duce la transmiterea pe verticala a unor boli infectioase intr-un
efectiv, determina cresterea infecunditatii sau avorturi timpurii si chiar sterilitate
(Ciornei, 2012). Contaminarea se poate produce din surse externe (din interiorul
sdlilor de recoltare, de pe tegumentul masculilor, de pe echipamentul de
recoltare si procesare nesterilizat) sau din surse interne (procese patologice
testiculare sau ale cailor genitale). Unele modificari metabolice ale materialului
seminal se pot datora supra-contaminarii acestuia, sub aspect calitativ
(prezenta germenilor patogeni) sau cantitativ (flora bacteriana banala foarte
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numeroasa). Numarul total de germeni pe care materialul seminal proaspat
recoltat il contine in mod normal difera de la un autor la altul, dar sunt indicate
in general valori intre 100 000 si 400 000 UFC/mm3. Intre cele mai izolate genuri
bacteriene izolate din ejaculatul se numara Actinobacillus, Staphylococcus,
Pseudomonas, Enterobacter, Escherichia, Streptococcus, Klebsiella,
Citrobacter, Proteus, Bacillus, Actinomyces.

Gradul de aglutinare a spermatozoizilor. Aglutinarea spermatozoizilor
este observata atunci cadnd un spermatozoid se ataseaza de altul prin contact
cap-cap sau coada-coada. Uneori, mai multi spermatozoizi aglutineaza,
formé&nd conglomerate. Aglutinarea spermatozoizilor determina scaderi ale
procentului mobilitatii si poate fi provocatda de mai multi factori, printre care
depozitarea pe termen prelungit (Yeste si col., 2008) sau contaminarea
bacteriana excesiva (Ubeda si col, 2013). Unii autori raporteaza insa ca aceasta
nu are impact asupra fertilitatii (Bollwein si col., 2004)

Statusul mitocondrial. Pe langa asigurarea mobilitatii spermatozoizilor,
proprietate necesara deplasarii catre situsul fecundarii, mitocondriile mai sunt
implicate in reglarea mortii celulare prin eliberarea unor cantitati mari de ROS.
Nivelul ROS este mult mai ridicat in mitocondrii decat in citosol sau nucleu, ceea
ce le-ar putea transforma practic intr-o prima tinta a actiunii nocive a acestor
compusi. Evaluarea membranei mitocondriale a spermatozoizilor se realizeaza
n general cu ajutorul fluorocromilor, cum ar fi rodamina-123, JC-1 (5,5',6,6'"-
tetracloro-1,1',3,3'-tetraetilbenzimidazolil-carbicianina) sau Mitotracker®.

Examinarea plasmei seminale. Plasma seminala reprezinta un compus
complex, alcatuita in special din produsul glandelor anexe, dar intr-o mica
masura si din fluidul de origine testiculara si epididimala. Aceasta prezinta mai
multe roluri, de exemplu este mediul de transport al spermatozoizilor, reprezinta
sursa energetica pentru spermatozoizi, intervine in protejarea spermatozoizilor,
si este implicata chiar si in interactiunea dintre spermatozoizi si secretiile
tractusului genital femel. Plasma seminala este compusa deopotriva din
substante organice (glucide, lipide, proteine, aminoacizi) si anorganice. Diverse
tehnici au fost dezvoltate pentru evaluarea nivelului si functiei compusilor din
plasma seminala: analize biochimice, cristalografia cu raze X, electroforeza in
gel poliacrilamid, testul imunoenzimatic (ELISA), teste colorimetrice,
spectroscopia cu rezonanta magnetica multinucleara etc.

3.2.3. Evaluarea materialului seminal prin metode computerizate

In mod traditional, parametrii calitativi ai spermei se evalueaza folosind
microscopul optic, insa unii autori au demonstrat ca aceasta metoda ofera o
interpretare subiectiva, in functie de specialistul ce o realizeaza (Broekhuijse si
col., 2011). Aceasta interpretare subiectiva duce la o variatie a rezultatelor care
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face dificila de exemplu estimarea efectelor mobilitatii asupra fertilitatii si care
poate avea consecinte economice nedorite.

Prin urmare, s-au depus eforturi numeroase pentru gasirea unei metode
usoare, obiective si eficiente de determinare a parametrilor spermatici. in acest
sens, Dott si Foster au propus pentru prima data o analiza computerizata a
materialului seminal (Sistemul C.A.S.A. — Computer Assisted Sperm Analysis),
in anul 1979 (Broekhuijse, 2011). Aceasta a fost disponibila pentru centrele de
examinare a materialului seminal in anul 1985, iar la momentul actual metoda
a ajuns sa fie preferata pe scara larga, in foarte multe centre andrologice, atat
veterinare cat si umane, datoritd capacitatii de analizad rapida si exacta a
numerosi indici spermatici (de exemplu mobilitate, concentratie, morfologie,
viabilitate, pH), pentru un numar mare de probe.

Un sistem CASA (figurile 3.4. si 3.5.) inregistreaza prin intermediul unei
camere video, traseele urmate de spermatozoizii depusi pe o lama speciala de
analiza. Semnalul receptat de camera este transformat in semnal digital si
trimis catre un computer care reconstruieste, pe baza unui anumit numar de
cadre, traiectoria fiecarui spermatozoid. Sistemul localizeaza un anumit punct
la nivelul spermatozoidului (de obicei capul) pentru semnal si de asemenea
verifica prezenta cozii, astfel incat spermatozoizii sunt diferentiati de impuritatile
din vecinatate pe baza marimii si prezentei cozii (figura 3.6.). Apoi, computerul
este capabil sa utilizeze o serie de variabile considerate parametri cinetici
absoluti, cum ar fi viteza si amplitudinea de deplasare laterala a capului (figura
3.7.). Folosindu-se de acestea, computerul recalculeaza alti parametri derivati,
cum ar fi proportia de spermatozoizi cu modele variate de miscare (de ex.
lineara, non-lineara, circulara sau chiar locala, migcari fara deplasare), gradul
de linearitate si altele (Tejerina si col., 2008).

. <

Figura 3.4. Sistemul CASA IVOS Il Figura 3.5. Sistemul CASA cu software

Figure 3.4. CASA system IVOS I AndroVision®
(http://www.hamiltonthorne.com/index Figure 3.5. CASA system with
.php/products/clinical-casa- AndroVision® software
products/ivos-ii-clinical) (http://www.minitube.de/DE_eng/Prod

ucts-Services/Porcine/CASA-System)
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Figura 3.6. Vizualizarea probei de Figura 3.7. Unii dintre principalii
material seminal prin intermediul CASA parametri cinetici evaluati prin CASA
Figure 3.6. Semen sample Figure 3.7. Some seminal
visualization by CASA parameters calculated by CASA
(http://www.indoreinfertilityclinic.com/  (http://www.mibio.org/en/metrics-

our-services/services/evaluation- used)
male-partner/casa-computerized-
sperm-analysis)

Aceasta metoda tehnologica a fost propusa pentru a spori nivelul productiei
spermatice la nivel industrial si a fost acceptata doar dupa ce si-a demonstrat
potentialul si aplicabilitatea. In prezent, sistemul CASA este folosit la nivel
industrial, in marile centre de reproducere suina, dar este un instrument
deosebit de util si pentru cercetatori, in domenii precum: toxicologia materialului
seminal, studii morfologice, influentele mediului asupra spermatozoizilor,
analiza retrospectivd a spermei, crioconservare, relatii intre morfologia
spermatozoizilor gi tipurile de miscare, aspecte legate de structura cromatinei,
functiile mitocondriale, transferul de gene, factorii care influenteaza
spermatogeneza, functiile epididimului (Didion, 2008).

Metoda CASA a dovedit ca este mai precisa si corecta, asadar mai obiectiva
(Davis si Katz 1993; Krause, 1995; Broekhuijse si col., 2011). Intr-un studiu
realizat de Broekhuijse si col. (2011), se arata diferenta in ceea ce priveste
valorile pentru procentul mobilitatii intre examinarea folosind microscopul optic
si examinarea folosind sistemul CASA. Pentru aceasta, echipa respectiva a
examinat prin ambele metode un numar de 1499 de ejaculate de vier.
Diferentele de rezultate au fost semnificative. Daca prin examinarea clasica
valoarea medie a mobilitaii totale a fost de 80,2% si doar 0,3% dintre ejaculate
au prezentat mobilitate <60%, prin folosirea metodei CASA s-a obtinut o valoare
medie a mobilita{ii totale de 74,5% si 12,7% dintre ejaculate au prezentat
mobilitate totald <60% (Broekhuijse si col., 2011). Acest aspect prezinta o
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importanta economicéa deosebita, deoarece in multe dintre centrele de productie
a materialului seminal de vier, o valoare a mobilitatii mai mica de 60% reprezinta
0 cauza a indepartarii ejaculatului.

Sistemul CASA are capacitatea de a identifica aspecte legate de miscarea
spermatozoizilor dar si morfologia lor, putadnd chiar executa calcule privind
morfometria spermatozoizilor. (Fig. 3.8.)
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Flgura 3 8 Anallza morfologlca si morfometrica ale spermatozoizilor folosind
sistemul CASA

Figure 3.8. Analysis of sperm morphology and morphometry using CASA

(http://www.mtg-de.com/products/andrology/medealab-casa.html)

De asemenea, poate realiza un profil precis al materialului seminal, furnizand
o clasificare obiectiva a populatiilor de spermatozoizi {inand cont de miscarile
lor. Folosind imagini digitale ale traseelor spermatozoizilor, echipamentul CASA
poate analiza caracteristicile mobilitatii si incadra fiecare spermatozoid analizat
ntr-o sub-populatie specifica, realizand astfel un profil al ejaculatului (Amann si
Waberski, 2014). Cele mai frecvente variabile cinetice analizate de CASA sunt;
viteza curbilinie (VCL), viteza medie (VAP), viteza liniara (VSL), amplitudinea
de deplasare laterala a capului (ALH), frecventa de intersectare a capului cu
traiectoria medie (BCF), si coeficientii liniaritate (LIN), rectilinitate (STR) si
wobble (WOB) (Garcia Herreros si col., 2005) (figura 3.7).

Nu Tn ultimul rand, sistemul CASA calculeaza concentratia in spermatozoizi
a probei, in cadrul aceleasi analize. Totusi, trebuie precizat ca unii autori
raporteaza o imprecizie a sistemului CASA in ceea ce priveste determinarea
acestui parametru (Vyt si col., 2004b; Hansen si col, 2006).

Folosind sistemul CASA, unii autori au putut depista unele corelatii intre
anumiti parametri ai mobilitatii si fertilitate la oameni (Hirano si col., 2001) sau
diferite specii de animale, cum ar fi bovine (Budworth si col, 1988), leporide
(Lavara si col., 2005) sau suine (Hirai si col., 2001; Sutkeviciene si col., 2005;
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McPherson si col., 2014). Cu ajutorul aceleasi metode, alti autori (Hoflack si col,
2007) au putut identifica diferente de rasa in cadrul caracteristicilor mobilitatji
lansand astfel ipoteza ca mobilitatea spermatozoizilor este influentata ereditar.

Modelele actuale ale sistemelor CASA prezintd o serie de avantaje, fiind
capabile sa execute procese suplimentare sau perfectionate, de exemplu: -
genereaza o spermograma completa in doar cateva secunde; -pot efectua
inclusiv examene complexe, cum ar fi determinarea gradului de fragmentare al
ADN-ului; -analiza poate fi realizatd pentru o gama foarte larga de specii; -
inregistreaza in format video si stocheaza informatiile obtinute pentru o
reanaliza ulterioard; -realizeaza o diferentiere precisa intre celulele spermatice
si cele non-spermatice cu ajutorul unor filtre multi-parametrice (de ex.
detectarea cozii spermatozoidului); -realizeaza o analiza morfologica precisa; -
pot analiza inclusiv inregistrari video externe, provenite de la alte laboratoare; -
datele privind mobilitatea si concentratia sunt redate in format MS Excel dar si
in format tiparit.

Principalele dezavantaje pentru utilizarea CASA sunt reprezentate de
costurile mari de achizitie si ale lamelor speciale de analiza, precum si de
necesitatea de standardizare si validare a sistemului Tnhainte de a fi utilizat
(Verstegen si col.,, 2002). De asemenea, pentru obtinerea unor rezultate
precise, este necesara stabilirea unui protocol standard de operare precum si
antrenarea operatorului (Mortimer si col., 1986). Deoarece nivelul de pregatire
al operatorului este foarte important, unii autori (Ehlers si col., 2011) au creat
chiar programe de e-learning pentru cei care urmeaza sa utilizeze CASA.

Principalii factori de risc de care trebuie sa se tind seama la examinarea
materialului seminal prin metoda computerizata sunt: temperatura probei,
(temperatura ideala este 38-39°C, la temperaturi mai mici rata mobilita{ii scade),
factorul de dilutie (daca dilutia este prea mica, spermatozoizii se pot suprapune
iar aparatul nu-i mai poate citi), tipul omogenizarii (omogenizarea automata da
rezultate mai bune decat cea manuala) si inaltimea camerei de numarat (care
poate afecta capacitatea aparatului de a detecta celulele influentand rezultatele
mobilitatii), precum si nivelul de instruire al operatorului (Broekhuijse si col,
2011). De asemenea, Contri si col., (2010) sustin ca timpul scurs intre
prepararea probei si examinarea propriu-zisa este un factor foarte important.
Daca acest timp depéaseste 5-10 minute, valorile mobilitatii sunt afectate
negativ.

In concluzie, majoritatea autorilor sustin ca, in cazul in care este aplicat
corect, sistemul CASA este cea mai eficienta metoda de examinare a
materialului seminal, realizand un examen obiectiv, precis, rapid si usor de
obtinut.
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3.3. PRELUCRAREA $I CONSERVAREA MATERIALULUI SEMINAL DE
VIER

3.3.1. Prelucrarea materialului seminal

Prelucrarea materialului seminal reprezinta o serie de actiuni efectuate
asupra ejaculatului dupa examinare, menite sa prelungeasca durata de viata a
spermatozoizilor in-vitro, dar si marirea volumului sau pentru a putea obtine mai
multe doze de insamantare. Prelucrarea materialului seminal presupune
diluarea acestuia prin adaugarea unei solutii speciale.

La momentul actual diluantii pentru sperma de vier se gasesc in stare gata-
preparata, pusi la dispozitie de o multitudine de comercianti. De obicei sunt sub
forma de pulbere si trebuie reconstituiti utilizdnd apa purificatd. Diluantul
reconstituit trebuie incubat la 37°C pentru 45-60 de minute pentru echilibrarea
pH-ului inaintea utilizarii la dilutia materialului seminal (Althouse, 2006).

Pentru protejarea viabilitatii spermatozoizilor, dilutia trebuie sa se realizeze
cat mai repede dupa recoltare (Bogdan, 1999):

Dupa dilutie, concentratia materialului seminal se situeaza intre 25x10°-
80x10°% spermatozoizi/ml. Valoarea concentratiei finale este de obicei
determinata pe baza duratei preconizate de depozitare inainte de utilizare. De
exemplu, ca regula generala, pentru depozitarea in stare lichida la 17°C
(principala tehnica de conservare a spermei de vier), daca ejaculatul
indeplineste criterile minime de acceptare pentru folosire la insamantare
artificiala, atunci un miliard de spermatozoizi per doza este inclus pentru fiecare
zi de depozitare. Astfel daca doza de insaméantare va fi depozitata doua zile,
atunci va contine doua miliarde de spermatozoizi; daca va fi depozitata trei zile,
atunci va contine trei miliarde de spermatozoizi, etc. (Althouse, 2006). Atentie
trebuie Tnsa acordata si volumului spermei diluate, nu doar concentratiei.
Insdmantarea cu un volum prea mic de material seminal duce la obtinerea unei
rate de conceptie redusa. De aceea, volumul unei doze de insamantare se
situeaza in general intre 70-100 ml. Necesitatea utilizarii unui volum atat de
mare, deriva probabil din nevoia de a stimula contractiile anti-peristaltice uterine
ce ajuta la deplasarea spermatozoizilor catre locul fecundarii (Parkinson,
2009c).

Circa 99% dintre statiile de insamantare artificiala la suine utilizeaza sperma
lichida. Deoarece spermatozoizii de vier sunt sensibili la socul hipo-termic,
aproape toate centrele de prelucrare folosesc diluanti in vederea depozitarii la
temperaturi ambientale, care contin substante ce scad metabolismul
spermatozoizilor pe perioada depozitarii, pentru a le prelungi durata de viata
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(Parkinson, 2009c). Majoritatea diluantilor aflati pe piatd au fost dezvoltati in
acest sens.

Diluantii utilizati la prelucrarea materialului seminal de vier trebuie sa
indeplineasca o serie de conditii pentru a-si putea indeplini scopul.

in principiu, diluantii furnizeaza nutrienti pentru mentinerea metabolismului
spermatozoizilor, si substante pentru a controla presiunea osmotica. Din cauza
continutului caracteristic in lipide a membranei lor plasmatice, spermatozoizii
de vier sunt foarte sensibili la variatiile de temperatura si de aceea diluantii
trebuie sa contina si substante care sa-i protejeze in fata socului hipo-termic.
De asemenea, deoarece membrana spermatozoizilor de vier prezinta un
continut ridicat de fosfo-lipide nesaturate, sensibile la oxidarea lipidica, se
recomanda ca diluantii sa aiba in compozitia lor si antioxidanti. Cele mai utilizate
componente ale diluantilor folositi pentru diluarea materialului seminal de vier
sunt: glucoza pentru sustinerea activitatii metabolice, albumina bovina serica
(BSA) pentru protejarea impotriva socului hipo-termic si pentru compensarea
pierderilor proteice, bicarbonat, TRIS (tris(hidroximetil)Jaminometan) si HEPES
(acid 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetansulfonic) pentru controlul pH-ului (in
general in intervalul 6,8-7,2), substante ca NaCl si KCL pentru controlul
presiunii osmotice (reglatd de obicei Tn intervalul 240-380 mOsm/kg) si
antibiotice pentru prevenirea dezvoltarii florei microbiene. Trebuie mentionat
insa ca majoritatea companiilor tin secreta compozitia diluantilor pe care fi
produc din motive comerciale (Bussalleu si Torner, 2013).

in Europa, ad&ugarea antibioticelor in diluantii de material seminal sinormele
de ordin sanitar pentru comertul intra-comunitar si importuri sunt reglementate
de Directiva Consiliului 90/429/EEC. Aceasta directiva afirma ca “o combinatie
de antibiotice eficienta mai ales impotriva leptospirelor si mycoplasmelor trebuie
adaugata materialului seminal dupa dilutia finala. Aceastd combinatie trebuie
sa produca un efect cel putin egal urmatoarelor dilutii: nu mai putin de 500 Ul/ml
streptomicina, 500 Ul/ml penicilina, 150 mg/ml lincomicina si 300 mg/ml
spectinomicind. Imediat dupa aditia antibioticelor, materialul seminal diluat
trebuie pastrat la o temperatura de cel putin 15°C pentru o perioada de cel putin
45 de minute” (Bussalleu si Torner, 2013).

3.3.2. Conservarea materialului seminal de vier

Metodele ce pot fi folosite la momentul actual pentru a mentine viabilitatea
spermatozoizilor pe perioada depozitarii sunt: refrigerarea; congelarea;
pastrarea la temperatura ambientala dar cu reducerea metabolismului
(Parkinson, 2009c).

Refrigerarea este o metoda folositd cu succes la bovine, si pe alocuri la
ovine, ecvidee si canide (Parkinson, 2009c). La suine insa, aceastd metoda nu
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ofera rezultate satisfacatoare. Expunerea spermatozoizilor de vier la
temperaturi de sau sub 10°C poate produce tulburari ale integritatii acrozomiale
si ale procentului mobilitatii (Althouse, 2006). Spermatozoizii de vier sunt mai
sensibili in fata socului hipotermic decéat cei de taur sau de berbec, suferind
tulburari biochimice si functionale mai pronuntate (Silva si col., 2015).

Din pacate, nici congelarea (metoda cu avantaje economice deosebite) nu
ofera rezultate suficiente pentru a fi utilizata pe scara larga in centrele de
insaméntare suina. Viabilitatea spermatozoizilor dupa decongelare este
redusa, iar rezultatele dupa insamantare sunt invariabil mai slabe decét in cazul
utilizarii spermei lichide. De exemplu, fecunditatea dupa o insamantare dubla
cu sperma congelata este de cel mult 70%, in timp ce in cazul spermei lichide
aceasta este de circa 80-90%. Exista doua limitari majore in cazul congelarii
spermei de vier. In primul réand, este foarte sensibild la socul hipo-termic,
sensibilitate ce nu poate fi combatuta la o rata acceptabila prin folosirea
galbenusului de ou sau a laptelui, ca in cazul altor specii. In al doilea rand,
glicerolul, care este probabil cel mai bun crioprotectant pentru spermatozoizii
de vier, are efecte toxice mai pronuntate asupra spermatozoizilor comparativ cu
alte specii. In consecinta, numarul de spermatozoizi necesari pentru a obtine o
rata a fecundarii mediocra este foarte mare, de circa 6x10°%doza (Parkinson,
2009c). Toate acestea constrang sperma congelata sa fie folosita in general
doar in caz de transfer international de gene de inalta valoare si pentru crearea
bancilor de gene (Parkinson, 2009¢; Roca si col., 2011).

In ciuda rezultatelor descurajatoare, au fost si sunt in continuare depuse
eforturi pentru optimizarea protocolului de congelare a spermei de vier. Printre
altele, acestea vizeaza:

- Imbunatatirea diluantilor, prin adaugarea unor substante crioprotectoare
cum ar fi dimetil-acetamida (Bianchi si col., 2008), N-acetil-D-glucozamina (Yi
si col., 2002), trehaloza (Gutiérrez-Pérez si col., 2009); fractiuni lipoproteice
liofilizate (LPFo) izolate din galbenusul de ou de strut (Fraser si col., 2007a).

- controlul strict al temperaturii; dupa Flores si col. (2010), faza de racire din
cadrul protocolului de crioconservare induce modificari severe asupra majoritatii
parametrilor calitativi ai materialului seminal la vier. Unul dintre cele mai bune
protocoale de crioconservare a materialului seminal de vier foloseste un diluant
pe baza de lactoza-galbenus de ou (sau LDL) si glicerol (in concentratie finala
de 2-3%) si presupune racirea la o rata de 30-50°C/minut si o decongelare
rapida (1000-1800°C/minut) (Rath si col., 2009).

- selectarea masculilor care dau rezultate mai bune; dupa cum au
demonstrat unii autori, vierii ofera rezultate diferite de la individ la individ, Tn
ceea ce priveste rezistenta la congelare a spermatozoizilor (Thurston si col,

82



Teza de doctorat - 2016

2002; Roca si col., 2006). In mod curent se practica incadrarea masculilor in
trei categorii, in functie de rezultatele obfinute in urma congelarii/decongelarii,
dupa@ cum urmeaza: vieri “rezistenti la congelare”, vieri “moderat rezistenti la
congelare” gi vieri “sensibili la congelare” (Rath si col., 2009).

- adaugarea in mediul de dilutie a antioxidantilor (GrofRfeld si col. 2008);

- selectarea pentru congelare doar a unei portiuni din ejaculat; dupa Saravia
si col. (2007) rata supravietuirii spermatozoizilor dupa decongelare poate fi
imbunatatita prin crioconservarea doar a primilor 10 ml a fractiunii bogate Tn
spermatozoizi,

- indepartarea inainte de congelare a unor compusi ai plasmei seminale care
ar putea avea un efect negativ asupra spermatozoizilor in timpul crioconservarii
(Fraser si col., 2007b);

- depunerea materialului seminal cat mai aproape de locul fertilizarii in cadrul
insamantarii artificiale (Parkinson, 2009c).

in aceste conditii, principala metoda de conservare a materialului seminal de
vier este depozitarea in stare lichida, la aproximativ 17 °C, timp de cateva
zile dupa prelucrare. Aceasta metoda s-a dovedit a fi mai eficienta decéat
congelarea, protejand mai bine capacitatea fecundanta a spermatozoizilor (Hu
si col, 2015). Spre exemplu, comparativ cu sperma congelata, sperma
proaspata ofera o rata a conceptiei cu 10-25% mai buna si o prolificitate mai
ridicatd (Zeng si col., 2014). Astfel, majoritatea diluantilor pentru materialul
seminal de vier aflati pe piata sunt conceputi in acest sens.

Diluantii pentru conservarea materialului seminal de vier in stare lichida se
impart in general in doua grupe: diluanti pe termen scurt (care permit
conservarea timp de pana la 3 zile) si diluanti pe termen lung (care permit
conservarea peste 4 zile), desi unii autori (Pinart si col, 2015) propun o
clasificare in patru grupe, respectiv diluanti pentru termen scurt (3-4 zile), mediu
(5-6 zile), lung (7-8 zile) si extra-lung (peste 8 zile). Totusi, indiferent de tipul de
diluant folosit, cele mai multe insamantari sunt efectuate in primele 3 zile dupa
recoltare, deoarece se pare ca prolificitatea scade daca sperma folosita e mai
veche de 4 zile (Johnson si col, 2000). Tindnd cont de acest aspect, utilizarea
diluantilor pe termen lung ar fi inutild, Tnsa in realitate acestia sunt utilizati pe
scara larga, dupa ce s-a aratat ca sunt mai eficienti in mentinerea calitatii
materialului seminal (Waterhouse si col, 2004; Dubé si col, 2004).

Diluantii pe termen scurt sunt folositi in general atunci cand materialul
seminal este distribuit intr-o retea locala, pe cand cei pe termen lung sunt
utilizati cdnd centrul de insaméntare se afla la o distantd mare de centrul de
recoltare (Bussalleu si Torner, 2013).
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Dupa ce ejaculatul a fost prelucrat cu diluantul corespunzator, acesta este
ambalat in doze individuale de insdmantare. in mod curent, pentru depozitarea
in stare lichida, se utilizeaza trei tipuri diferite de recipiente: flacoane, tuburi si
pungi/ambalaje plate (figura 3.9.). Aceste recipiente sunt produse din material
plastic ne-toxic pentru spermatozoizi si sunt mai degraba flexibile decét rigide,
pentru a se putea deforma atunci cand continutul lor este expulzat (Althouse,
2006).

Figura 3.9. Tipuri de recipiente utilizate Tn mod curent la ambalarea
materialului seminal in vederea conservarii in stare lichida: tub, punga/ambalaj
plat si flacon (dupa Althouse, 2006)

Figure 3.9. Container types currently used for boar semen packing before
storage in liquid state: tube, bag/flat pack and bottle (Althouse, 2006)

3.4. INOCULAREA MATERIALULUI SEMINAL DE VIER

Exista mai multe metode ce se pot utiliza pentru inocularea materialui
seminal la scroafe:

Insamantarea artificiald endocervicala (clasica)

Presupune depunerea materialului seminal la nivelul cervixului.

Pentru aceasta metoda se foloseste aparatura de inseminare compusa din
cateter (seminetd) si recipientul cu material seminal. Cateterele sunt
confectionate din materiale elastice si nespermicide. Initial, se foloseau catetere
reutilizabile, din materiale rezistente la sterilizari. La momentul actual, se
prefera cateterele de unica folosinta, din material plastic.

Insdmantarea artificiald intrauterina (post-cervicala)

Tehnica insamantarii artificiale post-cervicale utilizeaza un cateter special,
compus din doua piese (figura 3.10.). Prima piesa este un cateter normal,
asemanator celui utilizat in tehnica clasica, dar care este folosit practic doar
pentru a ghida cateterul propriu-zis de insaméantare, care este mai subtire, mai
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lung, flexibil si dispus in interiorul primului. Pentru insamantare, initial se
fixeaza cateterul clasic in cervix, dupa care se introduce prin lumenul sau
cateterul subtire, pana intr-o zona distala a corpului uterin, moment urmat de
injectarea dozei de material seminal prin lumenul cateterului subtire (Rodriguez-
Gil si Estrada, 2013).

Figura 3.10. Sistemul de catetere utilizat pentru insaméantarea artificiala intra-
uterina la scroafe: cateterul extern (A), cateterul intern (B), sistemul asamblat
(C) (dupa Rodriguez-Gil si Estrada, 2013)

Figure 3.10. Catheter used for intra-uterine artificial insemination in sow:
external catheter (A), internal catheter (B), the assembly (C) (Rodriguez-Gil
and Estrada, 2013)

Aceasta tehnica permite utilizarea unui numar mai mic de
spermatozoizi/doza de Tinsamaniare fara a compromite numarul de
spermatozoizi ce ajunge n oviduct (Sumransap si col., 2007).

Insdmantarea artificiala intrauterina (numita si post-cervicald) este din ce in
ce mai utilizata in fermele de suine datoritd avantajelor pe care le prezinta,
printre care: sperma este depusa mai cranial, crescand sansele ca
spermatozoizii sa ajunga in oviduct; inocularea materialului seminal se
efectueaza mai rapid; tehnica este usoara si accesibila (Rodriguez-Gil si
Estrada, 2013).

Insdmantarea intrauterind in profunzime (metoda nechirurgicald)

Presupune depunerea materialului seminal in treimea superioara a unuia din
coarnele uterine. Introducerea cateterului este usuratd de utilizarea unui
endoscop cu fibra optica. Metoda evita tranzitarea de catre spermatozoizi a
uterului, unde ar fi expusi pierderilor cauzate de fagocitoza si refulari. n acest
mod, numarul de spermatozoizi/doza poate fi redus pana la 20x107 sau chiar
5x107 (Martinez si col., 2001).

Tnséméntarea artificiala profund intra-uterina poate reprezenta o metoda de
imbunatatire a indicilor de fertilitate in cazul utilizarii spermei congelate (Roca
si col., 2003; Chanapiwat si col., 2014).

Insaméantarea pe cale chirurgicald
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Presupune plasarea spermatozoizilor direct in apropierea jonctiunii utero-
tubare. Metoda ofera fertilizarea optima la suine, fiind nevoie de doar 1x107
spermatozoizi/doza de insaméantare. Necesita efectuarea Tnsamantarii cu putin
timp Tnainte de producerea ovulatiei.

Posibilitatea acestei reduceri majore a numarului de spermatozoizi se obtine
prin evitarea celor doua procese in urma carora se pierd o parte din
spermatozoizii introdusi in uter: refularea spermei si fagocitarea
spermatozoizilor de catre leucocitele polimorfonucleare (Ciornei, 2012).

Insaméantarea prin conceptul Gedis®

Sistemul Gedis (Figura 3.11.) foloseste o aparatura speciald ce este
denumita sonda-continut. Sonda are dublu rol: de cateter si de recipient pentru
materialul seminal. O portiune din cateter poarta rol si de prelungitor, dand o
formé& aerodinamica sondei. in jurul cateterului este atasat un saculet de silicon
ce se deschide la nivelul varfului sondei printr-un orificiu Tnchis cu un dop de
parafina.

Figura 3.11. Sonda-cateter Gedis (prezentare, aplicare, autoinsamantare)
Figure 3.11. Gedis catheter (presentation, applying, autoinsemination)
(www.genesdiffusion.com)

Metoda se bazeaza pe principiul ,autoinsamantarii”. Congestia estrogenica
a cailor genitale determina cresterea temperaturii locale, ceea ce va duce la
topirea dopului de parafina, lasand permeabil orificiul sondei pe unde sperma
este eliberata. Musculatura cailor genitale ale scroafei va presa pe sonda-
continut, determinand astfel depunerea materialului seminal la nivel cervical.
Deasemenea, datorita miscarilor antiperistaltice uterine, sperma este absorbita
de catre aparatul genital femel.

Principalele avantaje ale acestei metode sunt reprezentate de scaderea cu
pana la 75% a timpului alocat unei inseminari artificiale si reducerea cantitatii
de material seminal care refuleaza in timpul inseminarilor (Ciornei, 2012).

Insaméantarea scroafelor prin conceptul Gemix®

Reprezinta o metoda revolutionara, ce foloseste cateterul Gedis, dar care
contine un material seminal special, compus dintr-un amestec de sperma
diluata libera, cu o capacitate fecundanta imediata si sperma proaspata
incapsulata, care este eliberatd progresiv in decurs de peste 36 de ore.
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Capsulele contin mai multe milioane de spermatozoizi, avand o concentratie
mai mare decat a dozelor standard. Spermatozoizii respectivi sunt pusi in
libertate treptat, ducand la o concentratie constanta in caile femele timp de 36
de ore (Ciornei, 2012).

Metoda prezinta o serie de avantaje, cum ar fi: reducerea timpului alocat unei
inseminari (care va dura aproximativ un minut), reducerea numarului de
insamantari pe scroafa, cresterea valorilor fertilitatii, cresterea prolificitatii,
reducerea stresului provocat scroafelor de insamantarile repetate.
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CAPITOLUL IV. SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARILOR
CHAPTER IV. THE AIM AND OBJECTIVES OF THE PHD THESIS

Biotehnologiile de Tnsaméntare artificiala la suine nu se desfasoara inca in
parametri optimi. In ultimii ani s-au facut progrese evidente, insa in conditiile
cresterii continue pentru hrana populatiei, eficienta centrelor de productie si
reproductie a suinelor trebuie optimizata. Un accent important cade asupra
reproductiei, pentru Tmbunatatirea procentului de gestatii obtinut dupa
insamantari si a numarului de purcei rezultat dupa o gestatie. Pentru a obtine
acest deziderat, trebuie acordata o atentie sporita fiecarui segment al
biotehnologiilor de reproductie asistata, inclusiv examinarii si prelucrarii
materialului seminal.

Doar prin utilizarea materialului seminal de calitate superioara pot fi obtinute
o rata a fatarilor si o prolificitate multumitoare. Calitatea materialului seminal la
insamantare poate fi asiguratd printre altele printr-o examinare corecta a
ejaculatelor si selectarea doar a ejaculatelor cu potential ridicat de fertilizare,
prin aplicarea unui protocol adecvat de prelucrare si conservare. Pe langa
acestea, trebuie acordatd o atentie sporita factorilor de natura intrinseca si
extrinseca ce pot influenta calitatea materialului seminal la ejaculare.

Desi cercetarile asupra materialului seminal de vier au fost realizate la un
nivel continuu si sustinut, Tnca sunt necesare studii care sa demonstreze
particularitatile acestuia, cu prezentarea variatjilor ce intervin in cursul unui an.
Dupa cum s-a evidentiat in studii anterioare, fertilitatea este direct influentata
de valorile parametrilor spermatici, insa parametrii seminali pot suferi variatii
insemnate sub influenta sezonului. Prin studierea Tn amanunt a acestor variatii,
vor putea fi intelese mecanismele lor de aparitie si conditile exacte in care
survin. De asemenea, vor putea fi gandite metode de contracarare a
inconvenientelor provocate de asa-zisa ,infertilitate de sezon”, cu posibilitatea
asigurarii unui indice de fertilitate ridicat indiferent de sezon.

Teza de doctorat ,Cercetari privind variatile sezoniere ale indicatorilor
spermatici la vier si fertilitatea acestora” si-a propus urmatoarele obiective:

e Optimizarea protocolului de examinare computerizatda a materialului
seminal de vier prin aprecierea efectului pe care tipul de camera utilizat
in cadrul analizei computerizate a materialului seminal de vier diluat Tl
poate avea asupra rezultatelor obtinute;

e Aprofundarea cunostintelor legate de prelucrarea si conservarea
materialului seminal de vier prin identificarea unor eventuale diferente in
ceea ce priveste parametrii cinetici intre un diluant pe termen scurt si
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unul pe termen lung Tn timpul unei perioade de conservare de sapte zile,
prin depistarea eventualei influente pe care ambalarea automata a
materialului seminal o poate avea asupra calitatii acestuia precum si prin
detectarea unor posibile corelatii intre parametrii seminali calculati dupa
ejaculare si potentialul ejaculatului de a-si pastra calitatea in timpul
conservarii; toate acestea ar putea ajuta la imbunatatirea protocolului de
prelucrare a materialului seminal prin alegerea metodei si ejaculatelor
potrivite;

Consemnarea variatiilor sezoniere ale principalilor parametri spermatici
la vierii intretinuti in conditii obisnuite, atat pentru materialul seminal brut
cat si pentru materialul seminal prelucrat;

Consemnarea variatiilor sezoniere ale principalilor parametri spermatici
la vierii intretinuti in conditii standardizate;

Depistarea subpopulatiilor de spermatozoizi mobili in materialul seminal
de vier si observarea variatiei sezoniere a acestora;

Studierea relatiilor dintre variatiile parametrilor spermatici si fertilitatea
materialului seminal de vier;

Propunerea unei solutii de combatere a ,infertilitatii de sezon” descrisa
la vier.
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CAPITOLUL V. OPTIMIZAREA EXAMINARII COMPUTERIZATE A
MATERIALULUI SEMINAL DE VIER
CHAPTER V. THE OPTIMIZATION OF COMPUTERIZED EXAMINATION OF
BOAR SEMEN

Tnsémén’gérile artificiale la suine au atins un nivel foarte ridicat pe mapamond,
in momentul de fatd reproductia in marile centre de crestere a porcilor
realizandu-se aproape exclusiv prin acest procedeu.

Succesul procedurilor de insamantare artificiala la animale si inclusiv la
scroafe depinde de o serie de factori, printre care si calitatea materialului
seminal. Atunci cand aceasta este necorespunzatoare cu referire la volum,
numar de spermatozoizi, mobilitate si/sau morfologie a spermatozoizilor, rata
conceptiei poate fi afectata (Glossop, 2001).

Numerosi autori au demonstrat corelatia intre parametrii spermatici si
capacitatea fecundanta a materialului seminal. De exemplu, Flowers (1997)
indica faptul ca utilizarea materialului seminal cu mobilitate sub 60% conduce
la obtinerea unor valori mai scazute ale fecunditatii si prolificitatii, in timp ce alti
autori au demonstrat corelatiile unora dintre parametrii spermatici determinati
prin analiza computerizata si indicii de fertilitate (Budworth si col., 1988; Hirano
si col., 2001; Hirai si col 2001, Sutkeviciene si col 2005; Mcpherson si col, 2014)

Dezvoltarea mijloacelor tehnologice de evaluare a materialului seminal
(sistemul CASA) a ajutat la cresterea preciziei si increderii in evaluarea
parametrilor seminali, furnizand mai multe informatii decat evaluarea clasica
prin efectuarea unor examene suplimentare, cum ar fi disocierea procentului
mobilitatii totale de cel al mobilitatii progresive, precum si calcularea unor
parametri speciali ai spermatozoizilor: viteza medie, viteza curbilinie, viteza Tn
linie dreapta, amplitudinea de deplasare laterala a capului etc. (Didion, 2008;
Broekhuijse si col. 2011). De asemenea, disponibilitatea informatiilor
inregistrate de computer faciliteaza compararea rezultatelor si face posibila
depistarea unor eventuale diferente de mobilitate, in functie de diferite situatii
(Palacin si col., 2013).

Sistemele CASA sunt utilizate din ce Tn ce mai mult in centrele de producere
si examinare a materialului seminal de vier dupa ce numerosi autori au dovedit
ca sunt mai obiective decat metodele clasice (Davis si Katz, 1993; Krause,
1995; Didion, 2008; Broekhuijse si col. 2011; Amann si Waberski, 2014), mai
ales in ceea ce priveste mobilitatea spermatozoizilor. In aceste conditii, este
esential sa se cunoasca toate elementele care concura la obtinerea rezultatelor.
Rezultatele obtinute pot fi influentate de calitatea materialului seminal in sine,
dar si de alti factori, extrinseci, printre care se numara si greselile examinatorului
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sau deficiente ale echipamentului folosit (Ibanescu si col., 2014).
Constientizarea tuturor factorilor extrinseci care pot cauza obtinerea unor
rezultate false este esentiald in incercarea de a oferi mereu valori cat mai
precise si obiective.

Rezultatele CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) pot fi influentate de
setarile programului, setarile de captare a imaginilor, numarul de campuri
analizate, concentratia si dilutia probei de material seminal, ajustarea camerei
de analiza, temperatura frotiului, timpul scurs de la recoltarea spermei pana la
examinare (Broekhuijse si col., 2011), standardizarea echipamentului folosit si
a protocolului de examinare (Verstegen si col., 2002), tipul de software folosit
(Tejerina si col, 2008), nivelul de pregatire al operatorului (Ehlers si col., 2011)
precum si tipul de camera de analiza folosit (Kraemer si col., 1998; Tomlinson
si col., 2001; Gloria si col., 2013).

La momentul actual, pe piata exista variate tipuri de camere de analiza
pentru sistemul CASA, cu forme si dimensiuni diferite, produse de companii
diverse. Pentru a obtine rezultate cat mai precise si corecte in cadrul examinarii
materialului seminal, e important sa se aleaga tipul de camera care ofera o
acuratete superioara.

Obiectivul acestui studiu a fost de a determina daca rezultatele analizei
computerizate a materialului seminal de vier diluat pot fi influentate semnificativ
de catre tipul de camera de analiza folosit.

5.1. Material si metoda

5.1.1. Materialul seminal

Materialul seminal examinat a provenit de la o unitate comerciala din
Germania ce produce doze pentru insdmantarea artificiala a scroafelor.

Materialul seminal de vier a fost recoltat prin metoda manuala, (Morrow,
1986) de la 5 vieri sanatosi din rasa Pietrain utilizati in mod uzual pentru
reproductie. Dilutia a fost realizata cu diluantul BTS® (Minitube, Tiefenbach,
Germania), iar examinarea a fost realizata dupa conservarea timp de doua zile
in stare lichida, la 17°C, in flacoane cu volumul de 100 de ml (90 ml sperma
diluata + 10 ml aer).

5.1.2. Sistemul CASA

Pentru evaluarea parametrilor seminali a fost utilizat software-ul
SpermVision versiunea 3.7 (Minitube of America — MOFA®, Verona, WI, SUA)
conectat la un microscop optic Zeiss Axio Scope.Al (Carl Zeiss Microlmaging
GmbH, Géttingen, Germania) prevazut cu placa incalzita la 38°C. Setarile
programului au fost ajustate astfel: pentru parametrul mobilitate totala au fost
luati Tn considerare spermatozoizii prezentand orice tip de miscare, insa pentru
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parametrul mobilitate progresiva au fost luati in considerare doar spermatozoizii
cu o viteza medie (VAP) de minim 25 pym/s si un coeficient de rectiliniaritate
(STR) de minim 0.3.
5.1.3. Camerele de analiza
Tn cadrul examinarilor au fost utilizate trei tipuri comerciale de camere de
unica folosinta:
- Camera Leja, de forma alungita, cu inaltimea de 20 um (LOT
391415, Leja Products, Nieuw-Vennep, Olanda) (figura 5.1. a);
- Camera MofA, de forma circulara, cu inaltimea de 20 um (LOT
10114240, MOFA Global, Verona, WI, USA) (figura 5.1. b);
- Camera Minitube, de forma longitudinald, cu inaltimea de 20 pm
(LOT MT14259-D, Minitib GmbH, Tiefenbach, Germania) (figura 5.3. c)

Figura 5.1. Tipurile de camere de analiza utilizate Tn cadrul studiului pentru
examinarea materialului seminal de vier: Leja — 20 um (a), MofA — 20 um (b),
si Minitube — 20 pm (c)

Figure 5.1. The types of disposable sperm analytical chambers used in this
study for boar sperm examination: Leja — 20 um (a), MofA — 20 um (b), and
Minitube — 20 um (c)

5.1.4. Designul experimental

Probele de material seminal au fost incalzite la 38°C iar aproximativ 2 ml din
fiecare proba au fost depusi in tuburi Eppendorf, mentinute de asemenea la
temperatura de 38°C, in dispozitive speciale (bloc termostat model HBT 132-2,
Haep Labor Consult, Bovenden, Germania). Probele au fost pastrate la aceasta
temperatura circa 10 minute, pentru a se obtine certitudinea ca au atins
temperatura optima in intregime.

Camerele de numarat, incalzite in prealabil la 38°C au fost montate in
dispozitivul de examinare al microscopului si umplute conform specificatiilor
producatorului (3ul pentru camerele Leja si Minitube, 2,5 pl pentru camerele
MofA).

Fiecare proba de material seminal a fost analizatd cu cate 3 lame (12
camere) din fiecare tip, atat imediat cat si la 6 si 12 minute dupa umplerea
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camerei, insumand astfel un numar total de 540 de examinari (5 probe x 12
camere x 3 tipuri x 3 intervale de timp). Experimentul s-a desfasurat prin
alternarea celor 3 tipuri de camere utilizate, astfel: examinarea camerei A a
lamei 1 pentru fiecare tip imediat dupa umplere, urmata de examinarea camerei
A alamei 1 pentru fiecare tip la 6 minute dupa umplere, urmata de examinarea
camerei A a lamei 1 pentru fiecare tip dupa 12 minute de la umplere, urmata de
examinarea camerei B a lamei 1 imediat dupa umplere, s.a.m.d.

Urmatorii parametri seminali au fost determinati: concentratia in
spermatozoizi (Conc.), mobilitatea totala (TMot), mobilitatea progresiva (PMot),
viteza medie a spermatozoizilor (VAP), viteza curbilinie (VCL), viteza n linie
dreapta (VSL), coeficientul de rectilinitate (STR), coeficientul de liniaritate (LIN),
coeficientul de oscilatie (WOB), amplitudinea de deplasare laterala a capului
(ALH) si frecventa de intersectare a capului cu traiectoria medie (BCF).

5.1.5. Metode suplimentare de examinare a concentratiei

Pentru a verifica precizia rezultatelor oferite de sistemul CASA in ceea ce
priveste concentratia in spermatozoizi a probelor, s-au folosit unele metode
suplimentare, utilizate pe scara larga si considerate ca fiind precise: dispozitivul
SQA-Vp (A-tech, Medical Electronic Systems Ltd, Los Angeles, CA, SUA),
aparatul Nucleocounter® NC-100™ (Chemometec A/S, Allerod, Danemarca)
precum si cu ajutorul camerei de numarat Thoma cu inalfime de 0.1 mm si
suprafatd de 0.0025 mm? (Heinz Herenz Medizinalbedarf GmbH, Hamburg,
Germania) prin metoda hemocitometrica.

5.1.6. Analiza rezultatelor

Datele stocate in calculator au fost introduse intr-un document Excel si
prelucrate statistic cu ajutorul programului IBM SPSS® Statistics, versiunea 21
(IBM® Corporation, Chicago, IL, USA). Rezultatele sunt prezentate ca valori
medii i deviatia standard (SD). Valorile au fost considerate statistic
semnificative atunci cand P < 0.05. Pentru a evidentia cazurile n care
diferentele intre cele 3 tipuri de lame au fost semnificative a fost aplicata analiza
One-Way ANOVA, iar pentru a semnala prezenta unor eventuale corelatii intre
tipurile Leja, MofA si Minitube s-a folosit analiza Pearson (2-tailed).

5.2. REZULTATE SI DISCUTII

De-a lungul timpului mai multi autori au comparat rezultatele obtinute cu
diferite metode pentru determinarea concentratiei (Hansen si col., 2006; Camus
si col., 2011; Lopez Rodriguez si col, 2011) sau mobilitatii (Vyt si col, 2004b)
materialului seminal de vier. Totusi, In literatura de specialitate lipsesc la
momentul actual date cu privire la eventuale comparatii ale acestor trei tipuri de
camere de analiza: Leja (20pum), MofA (20 pum) si Minitube (20 um) intre ele,
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precum si precizia acestor lame in determinarea concentratiei, in comparatie cu
alte metode consacrate de determinare.

5.2.1. Efectul camerei de analiza asupra parametrilor cinetici

Valoarea medie, deviatia standard, precum si semnificatia statistica dintre
diferentele Tinregistrate intre diferitele tipuri de camere folosite pentru
determinarea unor parametri spermatici la vier (concentratie, mobilitate totala,
mobilitate progresiva, VAP, VCL, VSL, STR, LIN, WOB, ALH, BCF) sunt redate
n tabelul 5.1, tabelul 5.2 si tabelul 5.3.

Tabelul 5.1./Table 5.1.
Valorile medii si deviatia standard obtinute in cadrul evaluarii materialului
seminal de vier, imediat dupa umplerea camerei de numarat — comparatie
intre tipurile de camera de analiza
Mean values and standard deviation obtained within the computer-assisted
analysis of boar sperm, immediately after filling the chamber - comparison
among the three types of disposable chambers

Tipul camerei Il_eja MOfA Mi'nitube
(medie + SD) (medie + SD) (medie £ SD)
Conc (x10°) 13,002,172 15,71+3,182 11,42+2,022
TMot (%) 76,47+5,302 72,98+6,51° 75,695,332
PMot (%) 69,86+7,86% 55,20+9,71° 68,538,642
VAP (um/sec) 58,31+7,602 46,39+4,16° 58,19+7,792

VCL (um/sec)

95,55+18,542

81,71+13,29°

93,12+18,292

VSL (um/sec) 51,17+6,862 40,04+4,84° 51,82+7,15%
STR (VSL/VAP) 0,87+0,042° 0,86+0,05° 0,89+0,042¢
LIN (VSL/VCL) 0,54+0,092P 0,50+0,11P 0,57+0,10%¢

WOB (VAP/VCL) 0,62+0,082 0,58+0,09° 0,63+0,092
ALH (um) 2,51+0,422 2,30+0,44° 2,36+0,402°
BCF (Hz) 36,15+1,992 34,26+2,24P 37,67+2,49°

In cadrul aceluiasi rand, exponenti diferiti indica o diferenta statistic semnificativa a
valorilor la p<0.05

Daca in cazul concentratiei diferentele sunt nesemnificative din punct de
vedere statistic (p<0.05), in schimb toti parametrii cinetici au prezentat diferente
semnificative in functie de tipul de lama folosit la analiza. Rezultatele cele mai
bune au fost oferite de camera Leja pentru parametrii TMot, PMot, VAP, VCL,
VSL si ALH, in timp ce camera Minitube a oferit rezultate superioare pentru
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parametrii STR, LIN, WOB si BCF. Toti parametrii cinetici analizati au prezentat
valori mai mici atunci cand s-a folosit camera MofA.

De remarcat insa faptul ca valorile obtinute cu Leja pentru mobilitatea totala
si cea progresiva nu difera semnificativ de cele obtinute cu Minitube, ceea ce
inseamna ca cele doua camere vor tinde sa ofere rezultate similare din acest
punct de vedere. Deviatia standard este apropiata ca valoare pentru toate cele
trei tipuri de camera indicand un grad de repetabilitate aproximativ asemanator.

Fiecare producator foloseste o tehnica proprie si anumite materiale pentru
fabricarea unui produs, iar acest lucru se aplica si in cazul camerelor de
examinare a materialului seminal. In acest caz, substantele chimice folosite
pentru crearea stratului superficial precum si lipiciul folosit la imbinarea
componentelor in cazul unor tipuri de lame ar putea actiona toxic asupra
spermatozoizilor ceea ce le va afecta capacitatea de deplasare, fiind cunoscut
faptul ca scaderea mobilitatii este unul dintre principalele semne ale intoxicatiei
spermatozoizilor (Rajkovic si col., 2006). Pentru a se putea observa mai bine
un potential efect toxic, in cadrul acestui studiu materialul seminal a fost
examinat de asemenea la 6 si 12 minute dupa umplerea camerei de analiza. in
tabelul 5.2 se pot observa rezultatele obfinute la 6 minute dupa umplere.

Camerele Leja si Minitube au oferit din nou rezultate mai bune si relativ
asemanatoare pentru procentul mobilitatii, fara diferente semnificative (p<0.05)
intre ele. De altfel, rezultatele oferite de catre cele doua tipuri amintite sunt
foarte apropiate pentru toti parametrii cinetici, cu exceptia BCF, ceea ce
sugereaza ca acestea ofera spermatozoizilor conditii relativ asemanatoare in
timpul examinarii.

Fata de evaluarea imediat dupa umplerea camerei de analiza, s-a inregistrat
o scadere accentuata a mobilitatii (21,95% pentru TMot, respectiv 29,97 pentru
PMot) si a parametrilor VAP, VCL si VSL obtinute cu tipul MofA. Asadar, nu
doar procentul de spermatozoizi mobili a scazut foarte mult, ci si viteza de
deplasare a acestora. De asemenea, la 6 minute dupa umplerea camerei de
analiza, s-a inregistrat o crestere insemnata a valorii deviatiei standard, fapt ce
semnaleaza o diminuare a omogenitatii rezultatelor si a gradului de
repetabilitate a metodei folosite (tabelul 5.2).
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Tabelul 5.2./Table 5.2.
Valorile medii si deviatia standard obtinute in cadrul evaluarii materialului
seminal de vier, la sase minute dupa umplerea camerei de numarat —
comparatie intre tipurile de camera de analiza
Mean values and standard deviation obtained within the computer-assisted
analysis of boar sperm, at six minutes after filling the chamber - comparison
among the three types of disposable chambers

Tipul camerei L_eja N.IOfA Mir_litube

(medie = SD) (medie = SD) (medie + SD)

Conc (x10°) 10,24+1,952 10,62+2,812 8,82+2,63°
TMot (%) 69,57+9,252 51,03+17,96° 69,88+12,182
PMot (%) 59,85+12,772 25,23+15,96° 59,68+15,852
VAP (um/sec) 55,10+9,202 32,57+5,99° 53,38+7,882
VCL (um/sec) 90,94+17,862 64,32+15,34° 89,62+14,402
VSL (um/sec) 48,54+8,732 26,74+5,05° 47,17+7,992
STR (VSL/VAP) 0,88+0,042 0,82+0,04° 0,88+0,042
LIN (VSL/VCL) 0,54+0,092 0,42+0,08° 0,53+0,102
WOB (VAP/VCL) 0,61+0,082 0,51+0,08° 0,600,092
ALH (um) 2,31+0,462 2,07+0,64° 2,20+0,382P
BCF (Hz) 36,72+1,992 28,93+3,90° 38,22+2,03¢

In cadrul aceluiasi rand, exponenti diferiti indica o diferenta statistic semnificativa a
valorilor la p<0.05

In ceea ce priveste parametrii seminali calculati la 12 minute dupa umplerea
camerei de analiza (tabelul 5.3), se poate observa o scadere a parametrilor
cinetici pentru toate cele trei tipuri de camera de analiza, Tnsa mai ales n cazul
camerei MofA, unde valoarea mobilitatii progresive a scazut pana la 5,42%.

Tabelul 5.3./Table 5.3.
Valorile medii si deviatia standard obtinute in cadrul evaluarii materialului
seminal de vier, la 12 minute dupa umplerea camerei de numarat— comparatie
intre tipurile de camera de analiza
Mean values and standard deviation obtained within the computer-assisted
analysis of boar sperm, at 12 minutes after filling the chamber - comparison
among the three types of disposable chambers

Tioul camerei Leja MofA Minitube
P (medie + SD) (medie + SD) (medie + SD)
Conc (x109) 9,29+1,4630 8,49+2,40b¢ 6,89+2,04°¢
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Tabelul 5.3./Table 5.3. - continuare

Tipul camerei L_eja MOfA Mir_1itube
(medie = SD) (medie = SD) (medie + SD)
TMot (%) 67,03+6,292 26,91+13,59° 63,85+8,232
PMot (%) 57,76+7,912 5,42+5,46° 55,77+9,582
VAP (um/sec) 52,70+7,212 28,61+10,51° 52,435,172
VCL (um/sec) 85,39+16,982 47,44+20,76° 85,37+14,552
VSL (um/sec) 46,51+6,992 23,31+8,18° 46,665,932
STR (VSL/VAP) 0,860,052 0,76+0,232 0,87+0,062
LIN (VSL/VCL) 0,54+0,092 0,47+0,172 0,550,122
WOB (VAP/VCL) 0,61+0,082 0,57+0,192 0,61+0,112
ALH (pum) 2,17+0,332 2,84+1,572 2,12+0,36%
BCF (Hz) 36,24+2,392 18,03+8,68° 37,65+1,602

In cadrul aceluiasi rand, exponenti diferiti indica o diferenta statistic semnificativd a
valorilor la p<0.05

Scaderea mobilitatii materialului seminal odata cu trecerea timpului in cadrul
examinarii este un lucru normal, de aceea unii autori recomanda ca proba sa
fie analizata in intervalul de 5 minute de la umplerea camerei (Contri si col,
2010). Totusi, se poate observa o scadere mult mai redusa in cazul camerelor
Leja si Minitube, fapt ce sugereaza ca substantele folosite la producerea
camerei MofA ar putea avea un efect toxic asupra spermatozoizilor de vier.

Din nou, valorile obtinute cu tipul Leja nu au prezentat diferente semnificative
(p>0.05) fatéd de cele obtinute cu Minitube, pentru toti parametrii cinetici
determinati.

Efectul camerei de analizd asupra procentului de spermatozoizi mobili din
proba de analizat este ilustrat Tn figurile 5.2 si 5.3.

Asa cum s-a mentionat anterior, valorile mobilitatji (atat cea totala cat si cea
progresiva) au fost mai mici in cazul camerei MofA, iar efectul timpului trecut de
la umplerea camerei a fost mult mai accentuat. Valorile medii au fost mai
apropiate de cele inregistrate imediat dupa umplere iar deviatia standard mai
redusa in cazul camerelor Leja si Minitube, ceea ce sugereaza ca acestea sunt
mai precise $i mai sigure, permitdnd o analizd cu rezultate acceptabile a
materialului seminal chiar si dupa 12 minute.
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Figura 5.2 Mobilitatea totala a Figura 5.3 Mobilitatea progresiva a

spermatozoizilor in functie de tipul de spermatozoizilor in functie de tipul de
camera si timpul scurs de la umplere camera si timpul scurs de la umplere

Figure 5.2. Total sperm motility Figure 5.3. Progressive sperm
according to the chamber type and  motility according to the chamber type
time after filling and time after filling

Sunt necesare studii suplimentare asupra camerei de numarat MofA, pentru
a confirma sau infirma efectul negativ exercitat asupra parametrilor cinetici ai
materialului seminal si pentru a determina daca acesta se datoreaza unor factori
chimici (substanta folosita la crearea stratului superficial, lipiciul utilizat pentru
imbinarea componentelor) sau mecanici, cauzati de designul diferit. De
asemenea, se recomanda efectuarea unui studiu si pe material seminal provenit
de la alte specii, fiind cunoscuta sensibilitatea mai mare a spermatozoizilor de
vier.

5.2.2. Efectul camerei de analiza asupra concentratiei materialului
seminal

Avand in vedere posibilitatea ca cele trei tipuri de camera de analiza sa ofere
rezultate diferite, studiul de fata a folosit metode suplimentare de determinare a
concentratiei, pentru a putea decide care dintre camere este mai precisa. Astfel,
concentratia a mai fost determinatd cu ajutorul aparatelor SQA-Vp si
Nucleocounter® NC-100™ precum si cu ajutorul camerei de numarat Thoma,
prin metoda hemocitometrica.

Aparatul SQA-Vp (Sperm quality analyzer -version pig) converteste variatiile
densitatii optice in semnale electrice pentru a estima numarul de spermatozoizi
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din proba analizata, iar eficienta sa a fost demonstrata anterior (Lopez
Rodriguez si col, 2011).

Aparatul Nucleocounter® calculeaza automat numarul de celule din proba
analizata, functionand pe principiul identificarii nucleilor prin colorarea acestora
cu iodura de propidium gi analizarea ulterioara prin microscopia cu fluorescenta
integrata. Nucleocounter® tinde sa devina o noua metoda de referintd pentru
determinarea concentratiei materialului seminal deoarece prezinta un grad de
precizie ridicat (Hansen si col., 2006) dar are unele avantaje faia de metoda
hemocitometrica, cum ar fi timpul de analiza mult mai scurt si efectuarea unui
examen suplimentar (calcularea viabilitatii).

Hemocitometrul reprezinta metoda cea mai facila si mai ieftina pentru
determinarea concentratiei materialului seminal, fiind numitd metoda standard
.,de aur” pentru determinarea concentratiei (Rijsselaere si col., 2003;
Prathalingam si col., 2006). Totusi, din motive de igiena precum si din motive
practice (timpul prea mare necesar unei masuratori) tendinta actuala este de a
se Tnlocui aceste camere de numérat clasice cu unele de unica folosinta. Tn
plus, calitatea camerelor reutilizabile este afectatd de uzura in timp sau de
eventualele zgérieturi aparute in urma multiplelor spalari, ceea ce creste riscul
unor rezultate eronate.

in tabelul 5.4 sunt prezentate rezultatele obtinute pentru concentratia in
spermatozoizi, in functie de metoda si de tipul de camera folosite.

Tabelul 5.4/Table 5.4.
Valorile obtinute pentru parametrul Concentratie, in functie de metoda folosita.
n cazul analizei computerizate, au fost utilizate trei tipuri diferite de camera:
Leja (20pum), MofA (20 pm) si Minitube (20 pm)
The values for sperm concentration, according to the method used for
determination. In case of computer-assisted sperm analysis, three different
counting chambers were used: Leja (20um), MofA (20 um) and Minitube (20 pm)

Analiza computerizata (CASA) Camera
Leja MofA Minitube ngoé/p Nucleg;ggnter(@ Thoma
(media +SD) (media +SD) (media zSD) | (¥10°) (x10° (x10°)
(x10°) (x10°) (x10°)
13,00+2,172 15,71+3,18° 11,42+2,02¢ | 24,18 25,52 25,50
*In cadrul aceluiasi rand, exponenti diferiti indica o diferenta statistic semnificativa la
p<0.05

** Pentru Leja, MofA si Minitube s-au luat Tn calcul valorile obtinute imediat dupa
umplerea camerei

*** Deviatia standard a fost omisd in cazul SQA-Vp, Nucleocounter gi Camera
Thoma, deoarece numarul de determinari a fost mult mai mic.
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Facand comparatie intre cele trei tipuri de camera de analiza, se pot observa
diferente semnificative, cu MofA prezentand valoarea cea mai mare (dar si cea
mai mare deviatie standard), Leja o valoare intermediara si Minitube valoarea
cea mai mica. Totusi, nici una dintre camere nu s-a apropiat de rezultatele
obtinute cu metodele suplimentare de analiza.

Atat aparatele SQA-Vp si Nucleocounter cat si camera de numarat Thoma
pot fi considerate metode de referinta, iar in studiul de fata au prezentat valori
foarte apropiate, ceea ce intareste ipoteza ca valorile obtinute cu ele sunt foarte
aproape de valoarea reala.

Asadar, se pare ca sistemul CASA poate prezenta unele deficiente in ceea
ce priveste determinarea concentratiei materialului seminal diluat de vier
indiferent de tipul de camera folosit pentru analiza, rezultate asemanatoare fiind
obtinute si de alti autori (Vyt si col., 2004b; Hansen si col., 2006). Aceasta
imprecizie se datoreaza cel mai probabil aglutinarii spermatozoizilor in proba
analizata. Spermatozoizii de vier se caracterizeaza printr-o ratd mare a
aglutinarii in timpul conservarii in stare lichida la 17°C, unii autori indicand
printre cauze contaminarea bacteriana (Ubeda si col., 2013; Prieto-Martinez si
col., 2014, Kuster si Althouse, 2016). Acest fapt induce aparitia de grupuri de
spermatozoizi adunati in gramezi pe care sistemul CASA nu 1i mai poate
detecta, software-ul identificand doar spermatozoizii cu capetele libere. in acest
fel, numarul total de spermatozoizi calculat este mai mic. Pe de alta parte, SQA-
Vp si Nucleocounter functioneaza pe alte principii, care le permit numararea
inclusiv a spermatozoizilor aglutinati.

Analiza Pearson aratd un grad mare de corelatie (p<0.01) intre tipurile de
camera in ceea ce priveste concentratia calculata (tabelul 5.5).

Tabelul 5.5./Table 5.5.

Corelatii intre cele trei tipuri de lame utilizate, in ceea ce priveste calcularea
concentratiei Tn spermatozoizi a materialului seminal

Correlations among the three types of analyzing chambers used within the
study as regards the calculated sperm concentration

Leja MofA Minitube
Lo Valoarea corelatiei (Pearson) 1 0,618™ 0,594™
eja
1 Semnificatie (2-tailed) 0,000 0,000
MofA Valoarea corelatiei (Pearson) 0,618™ 1 0,693™
Semnificatie (2-tailed) 0,000 0,000
o Valoarea corelatiei (Pearson) 0,594 0,693" 1
Minitube o .
Semnificatie (2-tailed) 0,000 0,000

**. Corelatia este semnificativa la p<0.01
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Prin urmare, desi atat tipul Leja cat si tipurile MofA si Minitube ofera valori
mult mai mici decat valoarea reala, totusi rezultatele lor se afla sub influenta
unui factor comun, ceea ce intareste ipoteza aglutinarii spermatozoizilor ca fiind
elementul ce determina imprecizia sistemului CASA.

5.3. CONCLUZII PARTIALE

1. Studiul de fatd sugereaza ca rezultatele oferite de sistemul CASA la
examinarea materialului seminal diluat de vier sunt influentate intr-o masura
apreciabila de tipul de camera folosit la analiza.

2. In acest studiu camerele Leja si Minitube au oferit valori foarte apropiate,
in timp ce camera MofA a oferit valori semnificativ mai mici. Sunt necesare studii
suplimentare asupra camerei de analiza MofA, pentru a confirma sau infirma
efectul negativ exercitat asupra parametrilor cinetici ai materialului seminal si
pentru a determina daca acesta se datoreaza unor factori chimici sau mecanici.
De asemenea, se recomanda efectuarea unui studiu si pe material seminal
provenit de la alte specii, fiind cunoscuta sensibilitatea mai mare a
spermatozoizilor de vier.

3. A fost observata o diferentd semnificativa intre concentratia determinata
cu ajutorul CASA si cea obiinuta cu alte mijloace (Nucleocounter, SQA-Vp,
camera Thoma). Metodele de referinta utilizate in acest studiu prezinta o
eficientd demonstrata anterior de alti autori iar valorile obtinute cu acestea au
fost foarte apropiate intre ele, fapt ce sugereaza ca este vorba de o subestimare
din partea sistemului CASA si nu de o supraestimare din partea celorlalte
dispozitive.
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CAPITOLUL VI. OPTIMIZAREA PROCESARII S| CONSERVARII
MATERIALULUI SEMINAL DE VIER
CHAPTER VI. RESEARCH ACTIVITIES FOR THE IMPROVEMENT OF
BOAR SEMEN PROCESSING

Principala metoda de conservare a materialului seminal de vier este
depozitarea in stare lichida, timp de cateva zile la aproximativ 17 °C, dupa
prelucrare. Aceasta metoda s-a dovedit a fi mai eficienta decat congelarea,
protejand mai bine capacitatea fecundanta a spermatozoizilor (Hu si col., 2015).
Majoritatea diluantilor pentru materialul seminal de vier aflati pe piata sunt
conceputi in acest sens.

Diluantii pentru conservarea materialului seminal de vier in stare lichida se
impart in general in doud grupe: diluanti pe termen scurt (care permit
conservarea timp de pana la 3 zile) si diluanti pe termen lung (care permit
conservarea peste 4 zile), desi unii autori (Pinart si col, 2015) propun o
clasificare in patru grupe, respectiv diluanti pentru termen scurt (3-4 zile), mediu
(5-6 zile), lung (7-8 zile) si extra-lung (peste 8 zile). Totusi, indiferent de tipul de
diluant folosit, cele mai multe insdmantari artificiale sunt efectuate in primele 3
zile dupa recoltare, deoarece se pare ca prolificitatea scade daca sperma
folosita e mai veche de 4 zile (Johnson si col, 2000). Tinadnd cont de acest
aspect, utilizarea diluantilor pe termen lung ar fi inutild, insa in realitate acestia
sunt utilizati pe scara larga, dupa ce s-a aratat ca sunt mai eficienti in
mentinerea calitatii materialului seminal (Waterhouse si col., 2004; Dubé si col.,
2004).

O mai buna cunoastere a unor eventuale corelatii intre parametrii
materialului seminal brut si cei ai materialului seminal dupa prelucrare si
conservare ar fi de mare ajutor centrelor de productie de material seminal de
vier, permitandu-le sa selecteze doar ejaculatele cu o rezistentd buna la
conservare.

De-a lungul timpului, mai multi autori au Tncercat sa gaseasca anumite
corelatii intre parametrii spermei brute sau diluate si capacitatea de a fertiliza
ovocitele (Flowers, 1997; Hirai si col., 2001; Sutkeviciene si col., 2005;
McPherson si col., 2014). Literatura de specialitate este insa saraca in informatii
cu privire la corelatiile dintre parametrii determinati in cadrul examenului general
al spermei brute si cei ai spermei dupa diluare si conservare, desi acest aspect
prezinta o importantd apreciabila pentru centrele de productie. De obicei, in
cadrul procesarii spermei, ejaculatele cu mai putin de 60-70% mobilitate totala
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sunt eliminate inainte de dilutie, fiind astfel procesate doar ejaculatele cu
mobilitate foarte buna. Totusi, dintre acestea, unele prezinta o calitate inferioara
dupa conservare, ceea ce le face improprii utilizarii la insamantare artificiala. in
aceste conditii, cunoasterea factorilor care semnaleaza potentialul unui ejaculat
de a-si pastra valoarea biologica s-ar dovedi foarte utila.

In trecut, dozele de insamantare artificiald la suine erau umplute si inchise
manual iar aceasta practica este inca utilizata in unele centre de productie.
Umplerea automata a dozelor de insamantare prezinta un avantaj economic
important fata de metoda umplerii manuale, scurtand timpul necesar ambalarii
spermei si facand posibilda umplerea unui numar mult mai mare de doze in
cursul unei zile de munca. Contactul spermei cu aerul este scurtat iar riscul
contaminarii este redus, dar pe de alta parte spermatozoizii intra in contact cu
partile unei masini de umplere ce necesita o igiena riguroasa si sunt pompati in
tuburi la viteza ridicata. Astfel, o intrebare normala ar fi daca umplerea automata
poate influenta calitatea materialului seminal conservat. Din pacate, nu au putut
fi gasite studii referitoare la posibilul impact al acestei metode de impachetare
asupra calitatii materialului seminal de vier, in comparatie cu metoda veche,
manuala. Au fost depuse eforturi pentru aprecierea eficacitatii a diferite tipuri de
recipiente, atat la suine (Eriksson si col., 2002) cét si la alte specii (Brinsko si
col., 2000; Webb si col., 2005; Lopes si col., 2009), ansa nu au putut fi gasite
studii ce au comparat aceste metode de umplere si respectiv aceste tipuri de
recipiente pentru sperma de vier.

Scopul acestor activitati de cercetare a fost de a identifica eventualele
diferente in ceea ce priveste parametrii cinetici ai spermei intre un diluant pe
termen scurt si unul pe termen lung in timpul unei perioade de conservare de
sapte zile, de a detecta eventualele corelatii intre unii parametri ai spermei brute
si cei ai spermei diluate si conservate timp de trei zile la 17°C si de a compara
eficienta a doua tipuri de recipiente pentru sperma de vier, mai exact tubul
umplut si inchis automat si flaconul umplut si inchis manual in protejarea calitatii
materialului seminal in timpul conservarii.

6.1. STUDIU COMPARATIV PRIVIND EFICIENTA A DOI DILUANTI DIN
CLASE DIFERITE (DILUANT PE TERMEN SCURT $I DILUANT PE
TERMEN LUNG)

6.1.1 Material si metoda

Cinci ejaculate provenite de la cinci vieri clinic sanatosi si apti din punct de
vedere sexual au fost recoltate prin metoda manuala (Bogdan, 1999; Ciornei,
2012) in cadrul unei unitati comerciale specializate in productia de doze de
insaméntare artificiala pentru suine. Dupa examinarea generala, toate
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ejaculatele au fost impartite in doua alicote si diluate in doud moduri: cu un
diluant pe termen scurt - BTS® (Minitube, Tiefenbach, Germania)(figura 6.1.-a)
si respectiv cu un diluant pe termen lung — DiluPorc™ (Sinus Biochemistry &
Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germania) (figura 6.1.-b), respectand
specificatiile fiecarui producator. Sperma diluata astfel a fost examinata in ziua
dilutiei (Ziua 0) precum si dupa una (Ziua 1), doua (Ziua 2), trei (Ziua 3), patru
(Ziua 4), cinci (Ziua 5) si sapte (Ziua 7) zile, cu ajutorul sistemului CASA,
programul SpermVision versiunea 3.7 (Minitube of America - MOFA®, Verona,
WI, USA) conectat la un microscop optic Zeiss Axio Scope.Al (Carl Zeiss
Microlmaging GmbH, Géttingen, Germania) prevazut cu placa incalzita la 38°C.
S-au determinat urmatorii parametri: mobilitate totala (TMot), mobilitate
progresiva (PMot), viteza in linie dreapta (VSL), viteza medie (VAP), viteza
curbilinie (VCL), coeficientul de liniaritate (LIN), coeficientul de rectilinitate
(STR), coeficientul wobble (WOB), amplitudinea de deplasare laterala a capului
(ALH), frecventa de intersectare a capului cu traiectoria medie (BCF). Setarile
sistemului au fost ajustate dupa cum urmeaza: pentru parametrul “mobilitate
totald” au fost luati in calcul toti spermatozoizii ce au prezentate orice tip de
miscari, Tn timp ce pentru "mobilitate progresiva” au fost luati in considerare
doar spermatozoizii prezentdnd o vitezd medie de cel putin 25 ym/s si un
coeficient de rectilinitate de cel putin 0,3.

Figura 6.1. Diluantii utilizati pentru diluarea materialului seminal, prezentare
comerciala
a-diluantul pe termen scurt; b-diluantul pe termen lung
Figure 6.1. The extenders used for semen dilution during the study
a-short term extender; b-long term extender

Datele inregistrate in calculator au fost procesate folosind programul IBM
SPSS® Statistics versiunea 21 (IBM® Corporation, Chicago, IL, USA).
Rezultatele sunt prezentate ca valori medii si deviatia standard (SD). Diferentele
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intre valorile oferite de cei doi diluanti folositi la prelucrarea materialului seminal
au fost considerate semnificative din punct de vedere statistic atunci cand
p<0,05. Pentru a identifica diferentele semnificative dintre cei doi diluanti, s-a
folosit analiza ” Independent t-test”, luand in calcul prezumtia de variatii egale.

6.1.2 Rezultate si discutii
Ambii diluanti au oferit valori satisfacatoare dupa sapte zile de conservare,
in ceea cep priveste parametrii cinetici (tabelul 6.1). Mobilitatea progresiva s-a
mentinut peste 60%, valoare ce reprezinta pragul de acceptare inainte de
insamantarea artificiala recomandat de unii autori (Flowers, 1997; Johnson si
col., 2000).
Tabelul 6.1/Table 6.1.
Valorile parametrilor seminali oferite de diluantul pe termen scurt si diluantul
pe termen lung, dupa sapte zile de conservare
The values of seminal parameters for short-term and long-term extenders, as
determined after seven days of storage

TMot PMot VAP  VCL VSL STR LIN WOB ALH BCF

Diluant. viedie 75.43¢ 66.31° 56.43° 120.8° 43.37° 0.76* 0.36 0.46" 3.44° 32.06°
tgrfﬂftn SD 050 4.24 621 2017 324 007 006 0.04 087 3.46

D”U:nt Medie 74.37% 66.88% 66.89" 132.72 54.20° 0.80% 0.41# 0.50® 3.58 33.172
t?f:gn SD 233 374 6.74 2305 366 0.08 0.07 005 0.90 3.23

In cadrul aceleasi coloane, exponenti diferiti indica diferente semnificative intre diluanti
(p<0.05)

Un aspect interesant observat a fost acela ca nu s-au evidentiat diferente
semnificative intre cei doi diluanti in ceea ce priveste mobilitatea totala si
progresiva (p<0.05). De fapt, doar doi dintre parametrii cinetici determinati au
prezentat diferente semnificative, mai exact viteza medie (VAP) si viteza in linie
dreapta (VSL) (tabelul 6.2). Ambii parametri au oferit valori mai mari atunci cand
s-a folosit diluantul pe termen lung, ceea ce inseamna ca acesta ar putea
stimula mai bine metabolismul spermatozoizilor, ajutandu-i sa se deplaseze mai
repede.
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Tabelul 6.2/Table 6.2.
Analiza Independent t-test a rezultatelor oferite de cei doi diluanti, dupa
sapte zile de conservare (prezumtia de variatii egale)
Independent t-test analysis of the results offered by the two extenders, after
seven days of storage (presumption of equal variations)

Testul Levene pentru
egalitatea variatiilor

Testul t pentru egalitatea valorilor medii

Grade de Sig. (2- Diferenta intre

F Sig. libertate tailed) (Bﬁﬂgfgﬁllﬁi‘jﬁm)

TMot 2.933 0.125 8 0.351 1,06
PMot 0.009 0.928 8 0.830 - 0,56
VAP 0.254 0.628 8 0.034 -10,46
VCL 0.085 0.778 8 0.409 -11,93
VSL 0.766 0.407 8 0.001 -10,83
STR 0.026 0.876 8 0.421 - 0,04
LIN 0.016 0.903 8 0.260 - 0,05
WOB 0.020 0.891 8 0.231 - 0,04
ALH 0.075 0.791 8 0.805 -0,14
BCF 0.105 0.755 8 0.617 -1,10

Toti ceilalti parametri cinetici au prezentat doar diferente minore dupa sapte
zile de conservare, lipsite de semnificatie statistica (tabelul 6.2), ceea ce
sugereaza ca cei doi diluanti ofera spermatozoizilor conditii similare.

6.1.2.1. Variatia procentului mobilitétii in timpul conservarii, in functie de
diluantul folosit

Printre alte teste, determinarea modificarilor suferite de procentul mobilitatii
in timpul depozitarii reprezinta un instrument important in evaluarea capacitatii
unui diluant de a conserva calitatea materialului seminal (Martin-Hidalgo si col,
2013). Procentul mobilitatii este inca unul dintre cei mai evaluati indicatori ai
calitatii materialului seminal, mai ales in centrele de insaméantare artificiala
(Lenz si col, 2011), fiind bine cunoscut ca o valoare ridicata a acestui parametru
este esentiala pentru fecundare (Runceanu si col, 2007).

Pentru o mai buna observare a influentei diluantului asupra procentului
mobilitatii, mai jos este prezentata evolutia valorilor determinate in fiecare zi de
conservare, incepand cu ziua prelucrarii si terminand cu a saptea zi de stocare
(figurile 6.2 si 6.3).
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in studiul de fatd, mobilitatea totala reprezintd procentul de spermatozoizi
prezentand orice forma de deplasare, in timp ce mobilitatea progresiva se refera
doar la spermatozoizii cu miscari evidente de inaintare (viteza medie de cel
putin 25 ym/s si un coeficient de rectilinitate de cel putin 0,3).

Mobilitatea totala a aratat diferente minime intre cei doi diluanti (sub 2%) in
toate cele 7 zile de studiu. In cazul mobilitatii progresive, s-a putut observa o
diferenta vizibila in primele trei zile, dupa care valorile au tins sa se echilibreze,
fiind aproape identice in ziua a saptea. Acest aspect a fost surprinzator,
deoarece diluantii pe termen scurt garanteaza valori bune ale mobilitatii doar
pentru trei zile de conservare. Desi diluantii pe termen lung contin Th mod normal
substante care protejeaza celulele seminale mai bine in timpul depozitarii pe
termen lung, Th experimentul nostru acest efect nu a fost semnificativ in ceea
ce priveste mobilitatea. Absenta diferentelor semnificative in ceea ce priveste
mobilitatea spermatozoizilor intre anumiti diluanti pe termen scurt si lung pentru
sperma de vier a fost raportata si intr-un alt studiu (Vyt si col., 2004a).
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6.1.2.2. Variatia vitezei spermatozoizilor in timpul conservarii, in functie de
diluantul folosit

Viteza spermatozoizilor in proba analizata este reflectata de trei parametri:
viteza medie (VAP), viteza curbilinie (VCL) si viteza in linie dreapta (VSL).
Efectul acestora asupra calitatii materialului seminal nu este pe deplin cunoscut.
De exemplu, unii autori (Holt si col, 1997; Park, 2013) raporteaza o corelatie
negativa intre VAP si rata parturitiilor, in timp ce altii raporteaza corelatii pozitive
cu fertilitatea (Budworth si col., 1988). Valori mai mari ale acestor parametri
indica o deplasare mai rapida a spermatozoizilor, ceea ce ar putea ajuta la
atingerea intr-un timp mai scurt a locului de fertilizare, insa pe de alta parte ar
putea Tnsemna un consum mai rapid al resurselor energetice.

Desi diluantul pe termen lung a oferit valori mai mari pentru toti cei trei
parametri in toate cele sapte zile de studiu (figurile 6.4, 6.5 si 6.6), totusi VCL
nu a prezentat diferente semnificative (p>0.05) in niciuna dintre zile (figura 6.5).
Unele diferente semnificative au fost depistate pentru VAP in zilele O, 2, 4 si 7
(p<0.05) precum si pentru VSL in zilele 0, 2, 3, 4 si 7 (p<0.05), cu valori mai
mari oferite de diluantul pe termen lung.

VAP (um/sec) VCL (um/sec)

100,00 69,34 7322 76,80 66,89 200,00 15373 13523 13271
’ 152,63
80,00 75,84 70,81 66,65 150,00 125,05 140,52 ) 132,69
60,00 &= | —o——0—0—Bg o
100,00 141,15 [ 121,92

40,00 60,11 | 6112 | 6233 | 5,3 111,80 ' 118,47

67,48 61,79 5991 5000 121,98 126,78 120,76
20,00 : 2
0,00 0,00

Ziua Ziua Ziua Ziua Ziua Ziua Ziua
0 1 2 3 4 5 7

==@==Diluant pe termen scurt

Diluant pe termen lung

Figura 6.4. Variatia vitezei medii in
timpul conservarii, in functie de
diluantul folosit
Figure 6.4. The variation of average
path velocity during preservation,
according to the type of extender

Ziua Ziua Ziua Ziua Ziua Ziua Ziua
0 1 2 3 4 5 7

==@==Diluant pe termen scurt

Diluant pe termen lung

Figura 6.5. Variatia vitezei curbilinii
in timpul conservarrii, in functie de
diluantul folosit
Figure 6.5.The variation of
curvilinear velocity during
preservation, according to the type
of extender
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VSL (um/sec)
58,17 56,65 62,60 54,20

70,00 56,97 58,98
50,00 , 53,14

50,00

40,00 2368 46,48 49,84

30,00 48,75 49,15 47,80
20,00

10,00
0,00

43,37

Ziua Ziua Ziua Ziua Ziua Ziua Ziua
0 1 2 3 4 5 7

Diluant pe termen scurt

Diluant pe termen lung

Figura 6.6. Variatia vitezei in linie dreapta
in timpul conservarii, in functie de diluantul
folosit
Figure 6.6. The variation of straight line
velocity during preservation, according to
the type of extender

Rezultatele sugereaza ca diluantul pe termen lung folosit in acest experiment
ar putea stimula metabolismul spermatozoizilor mai mult decat diluantul pe
termen scurt, insa nu in mod constant.

6.1.2.3. Efectul diluantului folosit la prelucrare asupra directiei de deplasare
a spermatozoizilor

Exista o serie de indicatori determinati de sistemul CASA care reflecta
directia si regularitatea deplasarii spermatozoizilor, dupa cum urmeaza:
coeficientul de rectilinitate (STR), care reprezinta raportul dintre VSL si VAP;
coeficientul de liniaritate (LIN) care reprezinta VSL si VCL,; coeficientul wobble
care inseamna raportul dintre VAP si VCL; amplitudinea de deplasare laterala
a capului (ALH) care reprezinta distanta medie la care capul spermatozoidului
se Indeparteaza de traiectoria sa medie; frecventa de intersectare a capului cu
traiectoria medie (BCF) care arata frecventa cu care capul spermatozoidului se
intersecteaza cu traiectoria medie. Pe scurt, cand STR, LIN si WOB au valori
mai mari, deplasarea spermatozoidului este mai rectilinie, in timp ce valori mai
mari pentru ALH indica o traiectorie mai neregulata, ceea ce sugereaza o
deplasare mai putin eficienta.
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Figura 6.7. Variatia coeficientului de  Figura 6.8. Variatia coeficientului de

rectilinitate in timpul conservarii, in liniaritate Tn timpul conservarii, in
functie de diluantul folosit functie de diluantul folosit
Figure 6.7. The variation of Figure 6.8. The variation of linearity
straightness coefficient during coefficient during preservation,
preservation, according to the type of  according to the type of extender
extender
WOB
0,60 0’55
0,55 0,52 0,53

0,50 0,50 o,50

0,50 0,55

0,50 0,50 0,51

0,45
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==@==Diluant pe termen scurt
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Figura 6.9. Variatia coeficientului wobble Tn
timpul conservarii, in functie de diluantul folosit
Figure 6.9. The variation of wobble coefficient

during preservation, according to the type of

extender
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Coeficientii STR, LIN si WOB au prezentat diferente vizibile intre zilele de
studiu (figurile 6.7, 6.8 si 6.9). Totusi, nu au fost inregistrate diferente
semnificative Tntre cei doi diluanti (p>0.05), in niciuna dintre zile. Ambii diluanti
au prezentat valorile cele mai mari in ziua diluarii, dupa care a urmat o scadere
pronuntata in ziua urmatoare, urmata de o crestere pana in ziua a treia dupa
dilutie si o scadere lenta pana in ultima zi de studiu.

Cat despre ALH, valorile cele mai mari pentru ambii diluanti au fost
inregistrate in Ziua 2 dupa dilutie (figura 6.10), cu diferente moderate intre zilele
de studiu. Din nou, analiza statistica nu a identificat nicio diferentd semnificativa
intre cei doi diluanti, nici macar in Ziua 2 dupa dilutie, cand diferenta a fost
maxima (p=0,27).

ALH BCF
5’00 4,47 40,00
34,13 35,2135,55
3.66 3,94 3,76 3258|3500 34,07 34,12
4,00 > 344 3,56 3, , 32,04 4o o 32,06
34,36 735,27
3,78 , ,
3,00 3,70 344 | 30,00 319 s 34,36 3317
3,07 3,06 321 326 '
2,00 25,00
1,00 20,00
Ziua Ziua Ziua Ziua Ziua Ziua Ziua Ziua Ziua Ziua Ziua Ziua Ziua Ziua
0 1 2 3 4 5 7 0 1 2 3 4 5 7
Diluant pe termen scurt Diluant pe termen scurt
Diluant pe termen lung Diluant pe termen lung

Figura 6.10. Variatia amplitudiniide  Figura 6.11. Variatia frecventei de

deplasare a capului in timpul intersectare cu traiectoria medie n
conservarii, in functie de diluantul timpul conservarii, in functie de
folosit diluantul folosit
Figure 6.10. The variation of Figure 6.11. The variation of beat
amplitude of lateral head cross frequency during preservation,
displacement during preservation, according to the type of extender

according to the type of extender

ALH indica distanta medie pe care capul spermatozoidului o parcurge in
directie transversala de la traiectorie sa medie. O valoare mai mare a acestui
parametru reflecta o distanta mai mare parcursa de spermatozoid intr-o directie
gresita, ceea ce duce la un consum mai putin eficient a resurselor energetice si
la prelungirea timpului necesar pentru a ajunge la locul fecundarii.
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Diferente minime au fost depistate intre cei doi diluanti in ceea ce priveste
BCF, fara semnificatie statistica (p>0.05). De asemenea, diferentele intre zilele
de studiu au fost relativ scazute, cu exceptia unei cresteri accentuate de la Ziua
2 la Ziua 3 (figura 6.11). BCF indica frecventa la care capul spermatozoidului
se intersecteaza cu traiectoria medie, iar valorile mai reduse inregistrate in Ziua
2 pot fi corelate cu valorile mai mari ale ALH din aceeasi zi, deoarece
spermatozoizii au parcurs o distantda mai mare pentru a ajunge inapoi la
traiectoriile medii, necesitand astfel un interval mai mare de timp.

6.1.3 Concluzii partiale

1. Diluantul pe termen lung folosit Tn acest experiment (Sinus DiluPorc™)
pare sa furnizeze rezultate putin mai bune in cazul depozitarii materialului
seminal pentru o perioada mai indelungata, insa consideram ca ambii diluanti
studiati sunt eficienti in vederea conservarii in stare lichida pana la sapte zile,
la 17°C, fara diferente majore in ceea ce priveste parametrii cinetici.

2. Singurele diferente semnificative identificate de analiza statistica au fost
in cazul vitezei de deplasare, insa nu in toate zilele de studiu. Niciunul dintre
ceilalti parametri cinetici nu au prezentat diferente semnificative, insa trebuie
precizat ca diluantul pe termen lung a oferit valori usor mai mari aproape la
fiecare examinare.

3. Desi BTS® garanteaza calitatea materialului seminal doar timp de trei zile
de conservare, in studiul de fatd a mentinut toate ejaculatele intre valori
satisfacatoare pentru o perioada mult mai lunga in ceea ce priveste parametrii
cinetici.

6.2. STUDIU PRIVIND CORELATIILE INTRE UNIl PARAMETRI Al
MATERIALULUI SEMINAL BRUT $I CEI Al MATERIALULUI SEMINAL
DUPA PRELUCRARE S| CONSERVARE

6.2.1 Material si metoda

Studiul a cuprins analiza a peste 1000 de ejaculate recoltate intr-o perioada
de doi ani de la 400 de vieri apti de reproductie cazati intr-o unitate comerciala
din Germania specializata in productia de doze de insaméntare artificiala a
scroafelor. Recoltarea a fost efectuata prin metoda manuala (Bogdan, 1999)
(figura 6.12) dar si cu ajutorul vaginului artificial, folosind un procedeu
asemanator celui descris de Barrabes Aneas S. si col. (2008) (figura 6.13), cu
un interval de aproximativ sapte zile intre doua recoltari succesive de la acelasi
vier. Doar ejaculatele cu peste 65% mobilitate totala au fost prelucrate, toate
celelalte fiind eliminate Tnaintea dilutiei.
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Figura 6.12. Recoltarea materialului Figura 6.13. Recoltarea materialului
seminal de vier prin metoda manuala seminal de vier cu ajutorul vaginului
Figure 6.12. Boar semen collection artificial
by manual method Figure 6.13. Boar semen collection
by artificial vagina

Materialul seminal a fost diluat cu BTS® (Minitube, Tiefenbach, Germania),
iar examinarea a fost efectuata in doi pasi. Primul pas a constat in evaluarea
spermei brute in primele 10 minute dupa ejaculare, utilizdnd (cu exceptia
volumului) dispozitivul SQA-Vp (A-Tech, Medical Electronic Systems Ltd, Los
Angeles, CA, USA) (figura 6.14), cu determinarea urmatorilor parametri: volum,
concentratie, mobilitate totala, numarul total de spermatozoizi/ejaculat (TS/Ej.),
numarul total de spermatozoizi mobili/ejaculat (TMS/E]j.), numarul total de
spermatozoizi mobili/ml (TMS/ml), procentajul spermatozoizilor morfologic
normali (%Morph), numarul total de spermatozoizi morfologic normali/ejaculat
(TMorphNS/Ej.) si numarul total de spermatozoizi mobili si morfologic
normali/ejaculat (TMMorphNS/Ej.). Volumul a fost determinat prin cantarire,
metoda folosita frecvent in laboratoarele de examinare atasate centrelor de
productie a materialului seminal de vier (Lorton, 2014).
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i_, = ~
Figura 6.14. Examinarea materialului seminal brut cu ajutorul dispozitivului
SQA-Vp
Figure 6.14 Raw semen exaination using SQA-Vp

Cel de-al doilea pas a fost executat pe materialul seminal dupé prelucrare si
trei zile de conservare in stare lichida, la 17°C in recipiente de 100 ml (90 ml
sperma diluatd + 10 ml aer). Pentru aceasta examinare s-a utilizat programul
SpermVision versiunea 3.7 (Minitube of America - MOFA®, Verona, WI, SUA)
conectat la un microscop optic Zeiss Axio Scope.Al (Carl Zeiss Microlmaging
GmbH, Géttingen, Germania) prevazut cu o placa incalzita la 38°C, iar urmatorii
parametri au fost determinati: mobilitate totala (TMot), mobilitate progresiva
(PMot), viteza in linie dreapta (VSL), viteza medie (VAP), viteza curbilinie (VCL),
coeficientul de liniaritate (LIN), coeficientul de rectilinitate (STR), coeficientul
wobble (WOB), amplitudinea de deplasare laterala a capului (ALH), frecventa
de intersectare a capului cu traiectoria medie (BCF) (figura 6.15). Setarile
sistemului au fost ajustate dupa cum urmeaza: pentru parametrul “mobilitate
totald” au fost luati in calcul toti spermatozoizii ce au prezentate orice tip de
miscari, in timp ce pentru "mobilitate progresiva” au fost luati in considerare
doar spermatozoizii prezentadnd o vitezd medie de cel putin 25 pm/s si un
coeficient de rectilinitate de cel putin 0,3.
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Figura 6.15 Imagine oferita de programul SpermVision 3.7 in cadrul
analizei computerizate a spermei de vier
Figure 6.15 Image showed by SpermVision 3.7 during computerized
analysis of boar sperm

Datele Tnregistrate in calculator au fost procesate folosind programul IBM
SPSS® Statistics versiunea 21 (IBM® Corporation, Chicago, IL, USA).
Rezultatele sunt prezentate ca valori medii si deviatia standard (SD). Pentru a
identifica eventualele corelatii intre parametrii spermei brute si cei ai spermei
prelucrate si conservate, s-a efectuat Corelatia Pearson (2-tailed).

6.2.2. Rezultate si discutii

Desi principalii indicatori spermatici determinati in cadrul examenului general
al spermei brute par sa aiba o valoare predictiva redusa asupra fecunditatii si
prolificitatii (Schulze si col., 2013), acestia ar putea corela cu parametrii spermei
conservate. Astfel, o0 mai bund cunoastere a acestor corelatii ar fi de un real
folos pentru centrele de productie a materialului seminal, dandu-le posibilitatea
de a selecta doar ejaculatele cu potential ridicat de conservare.

in continuare sunt prezentate rezultatele analizei Pearson pentru
identificarea corelatiilor dintre fiecare parametru determinat pe materialul
seminal brut si parametrii materialului seminal prelucrat si conservat.
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6.2.2.1. Volumul
Analiza Pearson a detectat trei corelatii semnificative, mai exact corelatii
negative cu mobilitatea progresiva si frecventa de intersectare a capului cu
traiectoria medie si o corelatie negativa cu amplitudinea de deplasare laterala a
capului (tabelul 6.3.).
Tabelul 6.3./Table 6.3.
Corelatii intre volumul ejaculatului si parametrii seminali dupa
prelucrare si conservare
Correlations between volume of ejaculate and seminal parameters
after preservation

TMot PMot VAP VCL VSL STR LIN  WOB ALH BCF

Volumul

. .-0,060 -0,081" 0,011 -0,006 0,031 0,031 0,029 0,027 0,065 -0,135"
ejaculatului

*. Corelatia este semnificativa la pragul 0.05 (2-tailed)
**. Corelatia este semnificativa la pragul 0.01 (2-tailed)

Un volum mai mare al ejaculatului indica o cantitate mai mare de plasma
seminala, deoarece aproximativ 93% din volumul materialului seminal brut este
format din plasma (Ciornei, 2012). Aceasta pare sa aiba un impact negativ
asupra mobilitatii si frecventei de intersectare a spermatozoizilor cu traiectoria
medie, Insa la o scara redusa, tindnd cont de valoarea scazuta a corelatiei (r =
-0,081 si respectiv -0,135). Corelatia pozitiva cu amplitudinea de deplasare a
capului este de asemenea neglijabila.

6.2.2.2. Concentratia in spermatozoizi a ejaculatului

Patru corelatii semnificative, desi reduse ca valoare, au fost identificate intre
concentratia spermei brute si cei ai materialului seminal prelucrat si conservat
(tabelul 6.4.).

O valoare mai mare a concentratiei in spermatozoizi indica o cantitate mai
redusa de plasma seminala/spermatozoid. Deoarece concentratia a prezentat
o corelatie pozitiva cu viteza curbilinie dar in acelasi timp una negativa cu
coeficientul de rectilinitate, am putea afirma ca, desi la o scara redusa (tinand
cont de valorile mici ale corelatilor), un numar mai mare de
spermatozoizi/unitatea de volum poate duce la o intensificare a vitezei acestora
dupa conservare insa si la o deplasare mai putin regulata.
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Tabelul 6.4./Table 6.4.
Corelatii intre concentratia ejaculatului si parametrii seminali dupa prelucrare
si conservare
Correlations between concentration of raw semen and seminal parameters
after preservation

TMot PMot VAP VCL VSL STR LIN WOB ALH BCF

Conc. -0,036 -0,014 0,011 0,078 -0,036 -0,074° -0,116" -0,144~ 0,043 0,058

*. Corelatia este semnificativa la pragul 0.05 (2-tailed)
**. Corelatia este semnificativa la pragul 0.01 (2-tailed)

6.2.2.3. Mobilitatea totala

Dupa cum era de asteptat, a fost identificatd o corelatie pozitivd intre
mobilitatea totala a spermei brute si ambele tipuri de mobilitate (totald si
progresiva) a spermei conservate (tabelul 6.5.).

Tabelul 6.5./Table 6.5.
Corelatii intre mobilitatea totala a ejaculatului si parametrii seminali dupa
prelucrare si conservare
Correlations between total motility in raw semen and seminal parameters
after preservation

TMot  PMot VAP VCL VSL STR LIN wOB  ALH BCF

Mob.

total3 0,242 0,238™ 0,058 0,026 0,052 0,013 0,035 0,051 0,015 0,013

*. Corelatia este semnificativa la pragul 0.05 (2-tailed)
**. Corelatia este semnificativa la pragul 0.01 (2-tailed)

Surprinzator insa, aceste corelatii sunt doar moderate (r = 0.242 si 0.238),
ceea ce indica faptul ca un ejaculat cu o mobilitate totala ridicata poate deseori
rezulta in doze de insaméntare cu mobilitate moderata sau scazuta si invers.

Cu exceptia celor enumerate mai sus, nu au mai fost identificate alte corelatii
intre mobilitatea spermei brute si parametrii spermei conservate.

6.2.2.4. Numarul total de spermatozoizi mobili/ml

Acest parametru reprezintd o combinatie intre mobilitatea totald si
concentratia materialului seminal. Corelatile sale cu parametrii spermei
conservate sunt oarecum similare cu cei ai concentratiei, mai exact una slab
negativa cu STR, LIN si WOB precum si una slab pozitiva cu VCL (tabelul 6.6.).
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Pe de alta parte, nu a fost detectata nicio corelatie cu TMot sau PMot, asa cum
a prezentat mobilitatea totala a spermei brute, ceea ce ar putea sugera ca
numarul total de spermatozoizi mobili/ml este modulat mai degraba de catre
concentratia materialului seminal decét de catre procentul mobilitatii.

Tabelul 6.6./Table 6.6.
Corelatii intre numarul de spermatozoizi mobili/ml in sperma bruta si
parametrii seminali dupa prelucrare si conservare
Correlations between the number of motile sperm/ml in raw semen and
seminal parameters after preservation

TMot PMot VAP VCL VSL STR LIN WOB ALH BCF

T™MS

i 0,022 0,042 0,027 0,083" -0,019 -0,068" -0,103" -0,126™ 0,045 0,068"

*. Corelatia este semnificativa la pragul 0.05 (2-tailed)
**. Corelatia este semnificativa la pragul 0.01 (2-tailed)

in plus, se pare ca existd o corelatie pozitiva (desi slaba) cu BCF. Toate
acestea sugereaza ca un numar mai mare de spermatozoizi mobili/ml in sperma
bruta va tinde sa influenteze comportamentul lor dupa conservare, facandu-i sa
se deplaseze mai repede dar mai putin liniar.

6.2.2.5. Procentajul spermatozoizilor cu morfologie normaléa

Procentul spermatozoizilor normali din punct de vedere morfologic intr-un
ejaculat este unul dintre cei mai importanti parametri din punct de vedere
calitativ. Un mic procent (intre 5% si 10%) de spermatozoizi cu anomalii
morfologice este normal in ejaculatul unui vier (Drugociu, 2009), insa daca
aceasta proportie depaseste 25% atunci intreg ejaculatul trebuie eliminat
(Gadea, 2002). Motivul pentru aceasta recomandare este ca doar
spermatozoizii morfologic normali sunt capabili sa supravietuiasca dupa
conservare si sa fertilizeze ovocitul (Runceanu si col., 2007). Astfel, o proportie
mare de anomalii va afecta procesul fecundarii.

in studiul de fatd, unele corelati moderate au fost depistate intre acest
parametru si mobilitatea totala si progresiva dupa conservare (tabelul 6.7.).

De asemenea, corelatii slab pozitive au fost semnalate cu VAP si VSL. Astfel,
se pare ca un procent mai mare de spermatozoizi normali in ejaculat va duce
la obtinerea unui procent mai mare de spermatozoizi mobili si mai rapizi dupa
conservare.
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Tabelul 6.7./Table 6.7.
Corelatii intre proportia spermatozoizilor morfologic normali din ejaculat si
parametrii seminali dupa prelucrare si conservare
Correlations between the percentage of morphologically nhormal spermatozoa
in raw semen and seminal parameters after preservation

TMot PMot VAP VCL VSL STR LIN WOB ALH BCF

%Morph 0,268 0,268 0,070" 0,024 0,071" 0,023 0,055 0,077° 0,001 0,042

*. Corelatia este semnificativa la pragul 0.05 (2-tailed)
**. Corelatia este semnificativa la pragul 0.01 (2-tailed)

6.2.2.6. Numarul total de spermatozoizi in intregul ejaculat

Acest parametru este probabil cel mai important din punct de vedere
cantitativ, moduland numarul de doze de insdmantare produse si oferind
informatii pretioase referitoare la intensitatea spermatogenezei. Desi o
spermatogeneza mai intensa, cu producerea unui numar mai mare de
spermatozoizi si implicit de doze de insamantare intr-un anumit interval de timp
este unul dintre dezideratele centrelor de productie de material seminal, o
activitate accelerata a tubilor seminiferi ar putea duce la un numar mai mare de
spermatozoizi anormali din cauza activitatii accelerate, reflectand astfel un
proces de formare a spermatozoizilor mai putin eficient.

In studiul nostru, doar corelatii slabe au fost semnalate intre numarul total de
spermatozoizi si parametrii dupa prelucrare si conservare (tabelul 6.8.), mai
exact corelatii pozitive cu VCL si ALH si negative cu TMot, PMot, LIN si WOB.

Tabelul 6.8./Table 6.8.
Corelatii intre numarul total de spermatozoizi din intregul ejaculat si parametrii
seminali dupa prelucrare si conservare
Correlations between the total number of spermatozoa within the entire
ejaculate and seminal parameters after preservation

TMot PMot VAP VCL VSL STR LIN WOB ALH BCF

TS/

i -0,077° -0,071" 0,017 0,063" 0,000 -0,030 -0,076" -0,110" 0,081" -0,042

*. Corelatia este semnificativa la pragul 0.05 (2-tailed)
**. Corelatia este semnificativa la pragul 0.01 (2-tailed)

Coeficientul wobble este definit de raportul dintre viteza medie si viteza
curbilinie. Astfel, daca valoarea sa este mai mare, traiectoria spermatozoizilor
este mai eficienta. Deoarece numarul total de spermatozoizi pare sa fie corelat
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negativ cu acest coeficient dar in acelasi timp si cu liniaritatea si procentul
mobilitatii, am putea concluziona ca, la o ratd mai intensa a spermatogenezei,
calitatea materialului seminal ar putea fi afectata, prezentand un potential mai
redus de conservare.

6.2.2.7. Numarul total de spermatozoizi mobili din intregul ejaculat

Acest parametru reprezinta o combinatie intre procentul mobilitatii totale si
numarul total de spermatozoizi din intreg ejaculatul. Asemanator TS/Ej., acesta
a prezentat corelatii slab pozitive cu VCL si ALH precum si corelatii slab
negative cu LIN si WOB (tabelul 6.9.). Totusi, nu a fost depistata nicio corelatie
cu TMot sau PMot.

Tabelul 6.9./Table 6.9.
Corelatii intre numarul total de spermatozoizi mobili din intregul ejaculat si
parametrii seminali dupa prelucrare si conservare
Correlations between the total number of motile spermatozoa within the entire
ejaculate and seminal parameters after preservation

TMot PMot VAP VCL VSL STR LIN WOB  ALH BCF

TMS/Ej -0,019 -0,014 0,031 0,068 0,014 -0,026 -0,066" -0,096™ 0,084™ -0,036

*. Corelatia este semnificativa la pragul 0.05 (2-tailed)
**. Corelatia este semnificativa la pragul 0.01 (2-tailed)

Din nou, am putea concluziona ca o valoarea mai mare a acestui indicator
va tinde sa determine spermatozoizii sa se deplaseze mai repede dar mai putin
liniar dupa prelucrare si conservare.

6.2.2.8. Numarul total de spermatozoizi morfologic normali din Tntregul
ejaculat
Doar corelatii slabe au fost identificate, si anume una slab pozitiva cu VCL si
una negativa cu WOB si ALH (tabelul 6.10.).
Tabelul 6.10./Table 6.10
Corelatii intre numarul total de spermatozoizi morfologic normali din intregul
ejaculat si parametrii seminali dupa prelucrare si conservare
Correlations between the total number of morphologically normal spermatozoa
within the entire ejaculate and seminal parameters after preservation

TMot PMot VAP VCL VSL STR LIN wOB ALH BCF

TMorphN

i 0,005 0,010 0,039 0,070° 0,023 -0,022 -0,059 -0,086" 0,082 -0,027

*. Corelatia este semnificativa la pragul 0.05 (2-tailed)
**. Corelatia este semnificativa la pragul 0.01 (2-tailed)
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Rezultatele ar putea sugera aceleasi aspecte ca in cazul numarului total de
spermatozoizi si al numarului total de spermatozoizi mobili din ejaculat.

6.2.2.9. Numarul total de spermatozoizi mobili si morfologic normali din
ejaculat
Acest parametru se refera la probabil cei mai importanti spermatozoizi din
ejaculat, si anume cei care poseda abilitatea de a se deplasa catre situsul
fertilizarii, Tnsa prezintd si o morfologie normala, tindnd cont ca integritatea
morfologica a unui spermatozoid este o conditie esentiala pentru implicarea sa
in procesul fecundatiei (Runceanu si col, 2007). Un ejaculat cu o valoare mai
ridicata a acestui parametru va asigura producerea unui numar mai mare de
doze de insamantare, cu o calitate mai buna. Totusi, doar corelatii slabe au fost
depistate intre acest indicator si parametrii cinetici ai spermei conservate
(tabelul 6.11.).
Tabelul 6.11./Table 6.12
Corelatii intre numarul total de spermatozoizi mobili si morfologic normali din
intregul ejaculat si parametrii seminali dupa prelucrare si conservare
Correlations between the total number of motile and morphologically normal
spermatozoa within the entire ejaculate and seminal parameters after
preservation

TMot PMot VAP VCL VSL STR LIN  WOB ALH BCF

TMMorphN

IE] 0,056 0,059 0,047 0,069" 0,033 -0,017 -0,047 -0,069" 0,080" -0,022

*. Corelatia este semnificativa la pragul 0.05 (2-tailed)
**. Corelatia este semnificativa la pragul 0.01 (2-tailed)

Corelatiile sunt aproape identice cu cele prezentate de TMorphN/Ej: slab
pozitive cu VCL si ALH si slab negativa cu WOB.

6.2.3 Concluzii partiale

1. Desi au fost detectate unele corelatii, din pacate parametrii determinati in
cadrul examenului general al spermei brute prezinta o valoare de predictie
redusa asupra parametrilor spermei prelucrate si conservate timp de trei zile la
17°C.

2. Doar corelatii slabe sau moderate au fost identificare, care au insa o
valoare prea mica pentru a sta la baza unei concluzii certe.

3. Cele mai multe dintre corelatiile observate ar putea sugera ca o densitate
mai mare a materialului seminal brut si o ratd mai intensa a productiei de
spermatozoizi vor determina spermatozoizii sa se deplaseze mai repede dar si
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mai neregulat dupa conservare. Totusi, deoarece valorile corelatiilor au fost
mici, se pare ca parametrii seminali tind sa se comporte diferit de la un ejaculat
la altul.

6.3. STUDIU COMPARATIV PRIVIND EFICIENTA RECIPIENTELOR
FOLOSITE LA CONSERVAREA MATERIALULUI SEMINAL DE VIER IN
STARE LICHIDA

6.3.1. Material si metoda

Cinci ejaculate provenite de la cinci vieri clinic sanatosi si apti din punct de
vedere sexual au fost recoltate prin metoda manuala (Bogdan, 1999; Ciornei,
2012) in cadrul unei unitati comerciale specializate in productia de doze de
insamantare artificiala pentru suine. Ejaculatele au fost supuse examenului
general si diluate cu un diluant pe termen scurt - BTS® (Minitube, Tiefenbach,
Germania), dupa care au fost impartite in doua alicote si ambalate folosind doua
tipuri diferite de recipiente utilizate in mod uzual pentru conservarea materialului
seminal de vier in stare lichida, respectiv flacon de 100 de ml cu inchidere
manuala (figura 6.16.-A) (Minitube, Tiefenbach, Germania) si tub de 100 ml cu
inchidere automata (figura 6.16.-B) (Minitube, Tiefenbach, Germania). Pentru a
evita expunerea spermatozoizilor la conditii chimice diferite cauzate de folosirea
unor recipiente fabricate din materiale diferite, au fost utilizate recipiente
fabricate din acelasi material (material plastic) si de aceeasi companie
(Minitube, Germania).

Sperma diluata si ambalata astfel a fost examinata in ziua dilutiei (Ziua 0)
precum si dupa una (Ziua 1), doua (Ziua 2), trei (Ziua 3), patru (Ziua 4) si cinci
(Ziua 5) zile de conservare in stare lichida, la 17°C. Examinarea a fost efectuata
cu ajutorul sistemului CASA, programul SpermVision versiunea 3.7 (Minitube of
America - MOFA®, Verona, WI, USA) conectat la un microscop optic Zeiss Axio
Scope.Al (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen, Germania) prevazut cu
placa incalzita la 38°C. Urmatorii parametri au fost determinati: mobilitate totala
(TMot), mobilitate progresiva (PMot), viteza in linie dreapta (VSL), viteza medie
(VAP), viteza curbilinie (VCL), coeficientul de liniaritate (LIN), coeficientul de
rectilinitate (STR), coeficientul de oscilatie a traiectoriei (WOB), amplitudinea de
deplasare laterald a capului (ALH), frecventa de intersectare a capului cu
traiectoria medie (BCF). Setarile sistemului au fost ajustate dupa cum urmeaza:
pentru parametrul “mobilitate totald” au fost luati in calcul spermatozoizii ce au
prezentat orice tip de miscari, in timp ce pentru "mobilitate progresiva” au fost
luati in considerare doar spermatozoizii prezentand o viteza medie de cel putin
25 pym/s si un coeficient de rectilinitate de cel putin 0,3.
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Figura 6.16. Recipientele utilizate pentru conservarea materialului seminal
de vier in stare lichida: flacon (A) si tub (B)
Figure 6.16. The types of containers used for preservation of liquid state
boar sperm: bottle (A) and tube (B)

Datele Tnregistrate in calculator au fost procesate folosind programul IBM
SPSS® Statistics versiunea 21 (IBM® Corporation, Chicago, IL, USA).
Rezultatele sunt prezentate ca valori medii si deviatia standard (SD). Diferentele
intre valorile obtinute in cazul celor doua tipuri de recipiente de conservare au
fost considerate semnificative din punct de vedere statistic atunci cand p<0,05.
Pentru a identifica diferentele semnificative, s-a folosit analiza "Independent t-
test”, luand in calcul prezumtia de variatii egale.

6.3.2. Rezultate si discutii

Dupa cele cinci zile de conservare la 17°C, materialul seminal a prezentat
valori acceptabile in ceea ce priveste parametrii cinetici (tabelul 6.12.),
indiferent de tipul de recipient utilizat. Mobilitatea progresiva s-a mentinut peste
60%, valoare ce reprezintda pragul de acceptare inainte de insamantarea
artificiala recomandat de unii autori (Flowers, 1997; Johnson si col., 2000).
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Tabelul 6.12./Table 6.12
Valorile parametrilor seminali in functie de recipientul folosit, dupa cinci zile de
conservare
The values of seminal parameters after five days of preservation, according to
the type of container that was used

Tipul
recipientului
Medie 68,60% 64,492 69,272 103,08 62,19% 0,892 0,60% 0,672 2,422 34,432
sb 11,93 12,78 11,50 16,25 1051 0,02 0,05 0,06 035 3,21
Medie 74,43 70,38 73,73 118,1°® 65,51° 0,88° 0,56° 0,63° 2,63 37,69°
sb 10,54 1154 8,61 19,12 7,60 0,02 0,06 0,06 037 2,06

Tn cadrul aceleasi coloane, exponenti diferiti indica diferente semnificative intre recipiente
(p<0.05)

TMot PMot VAP VCL VSL STR LIN WOB ALH BCF

Flacon

Tub

De remarcat este insa ca toti parametrii luati in calcul au prezentat diferente
semnificative (p<0,05) dupa cele cinci zile de conservare, in functie de
recipientul folosit (tabelul 6.13).

Tabelul 6.13./Table 6.13
Analiza Independent t-test a rezultatelor oferite de cele doua tipuri de
recipiente, dupa cinci zile de conservare (prezumtia de variatii egale)
The output of Independent t-test analyzing the values offered by the two
types of containers, after five days of storage (equal variances assumed)

Testul Levene
pentru egalitatea Testul t pentru egalitatea valorilor medii
variatiilor
Parametru - =
. . Diferenta intre
Sig. Grade de Sig. L .
(valoarea p) libertate (valoarea p) valorile medii
(flacon-tub)
TMot 2,33 0,13 138 ,003 -5,83
PMot 1,67 0,20 138 ,005 -5,89
VAP 5,51 0,02 138 ,010 -4,46
VCL 4,77 0,03 138 ,000 -15,08
VSL 8,14 0,01 138 ,034 -3,32
STR 0,91 0,34 138 ,026 0,01
LIN 0,00 0,96 138 ,000 0,04
wOB 0,40 0,53 138 ,000 0,04
ALH 0,37 0,55 138 ,001 -0,21
BCF 9,73 0,00 138 ,000 -3,26
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Astfel, parametrii TMot, PMot, VAP, VCL, VSL, ALH si BCF au prezentat
valori mai mari Tn cazul folosirii recipientelor de tip tub umplut automat, in timp
ce parametrii STR, LIN si WOB au prezentat valori superioare Tn cazul utilizarii
flacoanelor umplute manual (tabelul 6.12 si tabelul 6.13), ceea ce poate
conduce la concluzia ca in cazul tuburilor umplute si inchise automat,
spermatozoizii se deplaseaza intr-o proportie mai mare si cu o viteza
superioara, insa deplasarea este mai neregulata.

Efectul recipientului asupra procentului de spermatozoizi mobili pe durata
perioadei de conservare

Monitorizarea procentului mobilitatii reprezinta un instrument utilizat frecvent
pentru aprecierea eficientei conditiilor de conservare, de exemplu eficienta
diluantului (Martin-Hidalgo si col., 2013) sau a recipientului (Eriksson si col.,
2002). Mobilitatea spermatozoizilor este inca unul dintre cei mai evaluati
indicatori ai calitatii materialului seminal, mai ales in centrele de insaméantare
artificiala (Lenz si col., 2011), fiind bine cunoscut ca o valoare ridicata a acestui
parametru este esentiala pentru producerea fecundatiei (Runceanu si col.,
2007).

Mobilitatea Totala Mobilitatea Progresiva

= Flacon =ETub EFlacon =Tub
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Figura 6.17. Variatia mobilitatii totale Figura 6.18. Variatia mobilitatii

in timpul conservarii, in functie de progresive in timpul conservarii, Tn
recipientul folosit functie de recipientul folosit
Figure 6.17. The variation of total Figure 6.18. The variation of
sperm motility during preservation, progressive sperm motility during
according to the type of container preservation, according to the type

of container
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Pentru o mai buna observare a influentei recipientului asupra procentului
mobilitatii, este prezentata evolutia valorilor determinate pentru acest parametru
in fiecare zi de conservare, incepand cu prima zi (24 ore) dupa asezarea
dozelor de insamantare la 17 °C si terminand cu a cincea zi de conservare (120
ore) (figurile 6.17. si 6.18.).

In acest studiu, mobilitatea totald reprezintd procentul de spermatozoizi
prezentand orice forma de deplasare, in timp ce mobilitatea progresiva se refera
doar la spermatozoizii cu miscari evidente de inaintare (viteza medie de cel
putin 25 pym/s si un coeficient de rectilinitate de cel putin 0,3).

Atat mobilitatea totala céat si cea progresiva au prezentat valori superioare in
cazul folosirii recipientelor de tip tub umplut automat, in toate cele cinci zile de
conservare, ceea ce sugereaza ca acest tip de recipient protejeaza mai bine
valoarea biologica a spermatozoizilor. Este dificil s& se precizeze cauzele
acestui fenomen. Ambele tipuri de recipiente au provenit de la aceeasi
companie si sunt fabricate din acelasi material, astfel incat influenta factorilor
chimici este exclusa. Raman drept cauze posibile:

- forma recipientului;

- tipul de umplere. Flaconul este umplut manual, in timp ce tubul este umplut
automat. In cazul umplerii manuale, procesul dureaza mai mult, iar
spermatozoizii ar putea fi stresati suplimentar. in plus, contactul spermei cu
aerul este mai indelungat, ceea ce ar putea spori contaminarea bacteriana.

- tipul de inchidere a recipientului. Flaconul este prevazut cu un capac ce se
inchide manual, prin rotire Tn jurul filetului, in timp ce tubul este Tnchis automat,
prin presarea la caldura a capatului deschis. Astfel, tuburile sunt inchise in mod
cert etans, in timp ce in cazul flacoanelor raméane posibilitatea patrunderii
aerului Tn timpul conservarii, daca inchiderea nu a fost executata suficient de
strans. Patrunderea de aer atmosferic este echivalenta practic cu prezenta unui
volum prea mare de aer in interiorul dozei de insamantare, favorizand schimbul
de gaze si cresterea pH-ului materialului seminal, ceea ce duce la scaderea
mobilitatii spermatozoizilor (Vyt si col., 2007).

Efecte ale tipului de recipient asupra mobilitatii progresive in timpul
conservarii au fost observate si de alti autori. De exemplu, pentru sperma de
caine, Pinto si col (1999) raporteaza diferente majore la 48 de ore de depozitare
in timp ce Lopes si col. (2009) semnaleaza diferente semnificative la 48 si 72
de ore de depozitare, atat pentru mobilitatea progresiva cét si pentru integritatea
membranara. Pentru sperma de armasar, unii autori (Brinsko si col. 2000; Melo
si col., 2006) au observat ca mobilitatea spermatozoizilor este protejata mult
mai bine intr-un anumit tip de recipient comercial comparativ cu alte tipuri
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disponibile pe piata, in timp ce alti autori nu au observat diferente majore dupa
primele 8 (Maciel si col., 2012) sau 24 (Katila si col., 1997; Webb si col., 2005)
ore de conservare.

Efectul recipientului asupra vitezei de deplasare a spermatozoizilor, pe
durata perioadei de conservare

Sistemele CASA pot calcula nu doar procentul de spermatozoizi mobili dintr-
0 proba, dar si viteza cu care acestia se deplaseaza, pe care o definesc prin trei
parametri: viteza medie (VAP), viteza curbilinie (VCL) si viteza in linie dreapta
(VSL).

Influenta vitezei de deplasare a spermatozoizilor asupra capacitatii de
fecundare este inca discutabild. Studii anterioare au raportat atat corelatii
negative cu rata parturitiei (Holt si col, 1997; Park, 2013) cat si pozitive cu
fecunditatea (Budworth, 1988), prolificitatea (Broekhuijse si col., 2012) sau rata
fertilizarii in-vitro (Hirano si col., 2001), dar si lipsa corelatiilor cu indicii de
fertilitate (Didion, 2008). O viteza mai mare de deplasare poate duce la
parcurgerea intr-un timp mai scurt a distantei pana la oviducte sporind sansele
fecundarii, insa poate reflecta si un metabolism mai intens, care ar duce la
epuizarea mai rapida a celulei spermatice.

in studiul de fata, viteza curbilinie (VCL) a prezentat valori aproximativ egale,
fara diferente semnificative (p>0,05) intre cele doua tipuri de recipiente in
primele patru zile de conservare si valori semnificativ mai mari (p<0,05) in cazul
recipientelor de tip tub, dupa cinci zile de conservare (figura 6.19.).
Independenta VCL fatd de tipul recipientului la inceputul perioadei de
depozitare a fost observata si de alti autori, pentru sperma de armasar (Kattila
si col., 1997).

in mod asemanator, viteza medie (VAP) a fost aproximativ egald dupa
primele patru zile pentru cele doua recipiente, in schimb dupa cea de-a cincea
zi spermatozoizii conservati in flacon s-au deplasat cu o viteza medie
semnificativ mai mica comparativ cu cei pastrati in tub (p<0,05) (figura 6.20.).

De remarcat este cresterea graduala a vitezei medii de deplasare a
spermatozoizilor de la ziua 1 pana la ziua 4 (exceptie facand ziua 2, pentru
recipientul de tip tub) desi viteza curbilinie s-a mentinut relativ constanta.
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Figura 6.19. Variatia vitezei curbilinii  Figura 6.20. Variatia vitezei medii Tn

in timpul conservarii, in functie de timpul conservarii, in functie de
recipientul folosit recipientul folosit
Figure 6.19. The variation of sperm Figure 6.20. The variation of
curvilinear velocity during average path velocity during
preservation, according to the type preservation, according to the type
of container of container

Viteza in linie dreapta (VSL) a prezentat valori semnificativ mai mari la
spermatozoizii din tuburi comparativ cu cei din flacoane in zilele 1 si 5 (p<0,05)
si valori apropiate, fara diferente semnificative in celelalte trei zile (figura 6.21.).
Se remarca aceeasi crestere graduald a valorilor indiferent de recipientul folosit,
ca si in cazul VAP.

Rezultatele sugereaza ca cele doua tipuri de recipiente nu influenteaza in
mod diferit viteza de deplasare a spermatozoizilor dupa primele patru zile de
conservare, insa dupa cea de-a cincea zi apar diferente semnificative in ceea
ce priveste toti cei trei indicatori ai vitezei, cu valori superioare in cazul
recipientelor de tip tub. Acest aspect sugereaza ca tuburile umplute si inchise
automat protejeazd mai bine metabolismul spermatozoizilor in timpul
conservarii comparativ cu flacoanele inchise si umplute manual.
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Figura 6.21. Variatia vitezei in linie dreapta in
timpul conservarii, in functie de recipientul
folosit
Figure 6.21. The variation of straight line
velocity during preservation, according to the
type of container

Efectul recipientului asupra directiei de deplasare a spermatozoizilor, pe
durata perioadei de conservare

Sistemul CASA poate determina si o serie de indicatori care reflecta directia
si uniformitatea deplasarii spermatozoizilor, dupa cum urmeaza: coeficientul de
rectilinitate (STR), reprezentand raportul dintre VSL si VAP; coeficientul de
liniaritate (LIN) reprezentand raportul dintre VSL si VCL; coeficientul de oscilatie
a traiectoriei (WOB) care inseamna raportul dintre VAP si VCL; amplitudinea de
deplasare laterala a capului (ALH) care reprezinta media distantei la care capul
spermatozoidului se indeparteaza de traiectoria sa medie; frecventa de bataie
a capului (BCF) care arata frecventa cu care capul spermatozoidului se
intersecteaza cu traiectoria medie. Pe baza celor enuntate mai sus, se poate
afirma ca deplasarea spermatozoidului este mai rectilinie, mai uniforma atunci
cand STR, LIN si WOB au valori mai mari, in timp ce valori mai mari pentru ALH
indica o traiectorie mai neregulata. Tn mod normal, cu cat ALH este mai ridicata,
cu atat BCF este mai redusa si invers, deoarece o distanta mai mare la care
spermatozoidul se indeparteaza de traiectoria sa medie va insemna un timp
mai indelungat necesar pentru a se intoarce la ea si asadar un numar mai mic
de intersectari pe unitatea de timp. Parametrii WOB si BCF au fost corelati
pozitiv cu rata parturitiilor de catre unii autori (Schulze si col., 2013).
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Figura 6.22. Variatia coeficientului
de rectilinitate in timpul conservarii,
in functie de recipientul folosit
Figure 6.22. The variation of
straightness during preservation,
according to the type of container
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Figura 6.23. Variatia coeficientului
de liniaritate in timpul conservarii, in
functie de recipientul folosit
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Figure 6.24. The variation of wobble during
preservation, according to the type of container
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Coeficientul de rectilinitate (STR) a prezentat valori semnificativ mai mari in
cazul recipientului de tip tub in zilele 1 si 2, nesemnificativ diferite in zilele 3 si
4 si semnificativ mai mari in cazul recipientului de tip flacon in ziua 5 de
conservare (figura 6.22).

Coeficientul de liniaritate (LIN) a prezentat in ziua 1 valori semnificativ mai
mari pentru materialul conservat in tuburi, in zilele 2, 3 si 4 diferente
nesemnificative, iar in ziua a 5 valori semnificativ mai mari pentru sperma
conservata n flacoane (figura 6.23).

Coeficientul de oscilatie a traiectoriei (WOB) nu a aratat diferente
semnificative in functie de recipientul utilizat in timpul primelor patru zile dupa
depunerea la 17°C. In schimb, in ziua 5 WOB a fost superior in cazul utilizarii
flacoanelor (figura 6.24).

Atat STR, cét si LIN si WOB au prezentat aceeasi crestere graduala
observata in cazul VAP si VSL (exceptie facand WOB in ziua 2). Acest aspect
denota o eficientizare a deplasarii spermatozoizilor odata cu trecerea timpului.
Viteza efectiva de deplasare (VCL) a ramas relativ constanta, insa traiectoria a
devenit mai putin neregulata.

ALH BCF
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Figura 6.25. Variatia amplitudinii de Figura 6.26. Variatia frecventei de

deplasare a capului in timpul intersectare cu traiectoria medie n
conservarii, in functie de recipientul timpul conservarii, in functie de
folosit recipientul folosit

Figure 6.25. The variation of amplitude Figure 6.26. The variation of beat
of lateral head displacement during  cross frequency during preservation,
preservation, according to the type of  according to the type of container
container
Amplitudinea de deplasare laterala a capului (ALH) a fost semnificativ mai
mare la spermatozoizii conservati in flacoane in ziua 2 si la cei conservati in
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tuburi in ziua 5. Tn celelalte trei zile nu au fost observate diferente semnificative
(figura 6.25).

ALH indica distanta medie pe care capul spermatozoidului o parcurge in
directie transversala de la traiectorie sa medie. Desi o valoare mai mare a
acestui parametru indica o distanta mai mare parcursa de spermatozoid intr-o
directie gresita, exista studii care au depistat corelatii pozitive intre ALH si rata
parturitiei (Vyt si col., 2008). Un nivel ridicat al ALH (peste 3,5 ym) este un semn
al hiperactivarii spermatozoidului, mai ales in asociatie cu o valoare ridicata a
VCL (Schmidt si Kamp, 2004). Hiperactivarea spermatozoizilor este un
fenomen necesar fertilizarii (Chang si Suarez, 2010), desfasurandu-se in mod
fiziologic Tn oviduct si aflandu-se in stransa legatura cu fenomenul capacitarii
(Armon si Eisenbach, 2011), insd daca apare prematur poate compromite
succesul fecundarii prin epuizarea spermatozoizilor.

Frecventa de intersectare a capului cu traiectoria medie a fost, cu exceptia
zilei 2, semnificativ mai mare in cazul spermatozoizilor conservati in tuburi
(figura 6.26). Conform unor autori (Schulze si col., 2013) BCF ar putea fi corelat
pozitiv cu fecunditatea, asadar o valoare mai mare a sa ar putea fi un semn al
calitatii superioare.

6.3.3. Concluzii partiale

Prin analiza rezultatelor obtinute, se pot nota urmatoarele concluzii:

1. Ambele tipuri de recipiente utilizate in acest studiu pentru conservarea
materialului seminal de vier s-au dovedit eficiente, mentinand principalii
parametrii cinetici intre valori acceptabile;

2. S-a observat o scadere graduala a procentului mobilitatii in timpul
conservarii. Astfel, asa cum era de asteptat, cele mai mici valori pentru
mobilitatea totald si progresiva au fost obtinute dupa cinci zile de conservare,
pentru ambele tipuri de recipiente. Acest aspect confirma ipoteza ca metoda
de conservare prin mentinere la temperatura camerei este eficienta doar pentru
intervale scurte de timp (de ordinul zilelor).

3. Tn mod surprinzator, a fost observata o eficientizare in timp a deplasarii
spermatozoizilor. Astfel, viteza curbilinie a ramas relativ constanta pe perioada
studiului, in timp ce viteza medie si cea in linie dreapta au crescut, inregistrand
cele mai mari valori dupa 5 zile de conservare. In acest mod, traiectoria urmata
de spermatozoizi a devenit mai liniara odata cu trecerea timpului.

4. Comparand cele doua tipuri de recipiente utilizate in acest studiu, se pare
ca tubul umplut si inchis automat protejeaza mai bine mobilitatea
spermatozoizilor. Pe toatd durata conservarii, mobilitatea totald si cea
progresiva au fost mai mari pentru spermatozoizii mentinuti n tuburi,
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comparativ cu cei mentinuti in flacoane. in conditiile in care procentul mobilitatii
reprezinta in continuare principalul criteriu de evaluare a calitatii spermei inainte
de insamantare, se poate afirma ca acest tip de recipient reprezinta nu doar o
solutie economica, dar si o solutie pentru mentinerea calitatii spermei pentru un
timp mai Tndelungat.

5. Nu trebuie omis nsa faptul ca dupa 5 zile de conservare spermatozoizii
conservati in flacoane au prezentat o miscare mai liniard decat cei conservati
in tuburi, cu valori superioare ale coeficientilor de liniaritate, rectilinitate si
wobble.

6. Viteza de deplasare a spermatozoizilor a fost dependenta de tipul
recipientului doar dupa cea de-a cincea zi de conservare, dupa primele patru
zile diferentele fiind nesemnificative.
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CAPITOLUL VII. CERCETARI PRIVIND INFLUENTA SEZONULUI ASUPRA
PARAMETRILOR CANTITATIVI SI CALITATIVI Al SPERMEI DE VIER
CHAPTER VII. THE INFLUENCE OF THE SEASON ON THE MAIN
SEMINAL PARAMETERS IN BOAR

Optimizarea reproductiei animale Tn general si a suinelor in special, implica
o cunoastere in detaliu a fenomenelor intime ce se desfasoara in cadrul
acesteia.

Conform cercetarilor anterioare, spermatogeneza la vier este influentata de
o serie de factori, cum ar fi rasa, varsta, alimentatia, factorii de mediu, starea
de sanatate si frecventa recoltarilor, care vor determina variatia parametrilor
spermatici. Din momentul implementarii biotehnologiilor de insamantare
artificiala la animale, a existat un interes continuu legat de aceste variatji, mai
ales la vierii de mare valoare genetica (Tardif si col., 1999).

De-a lungul timpului, numerosi autori au cercetat efectele sezonului asupra
functiei de reproductiei la suine, atat la masculi (Lawrence si col., 1970,
Ciereszko A si col., 2000, Cheon si col., 2002; Syring, 2008; Yeste si col., 2010)
cat si la femele (Tast si col., 2001; Peltoniemi si Kemp, 2009; Kraeling si Webel,
2015). La vieri, modificarile sezoniere ale spermei par sa fie influentate de
fotoperioada (Andersson H., 2000) si temperatura (Kunavongkrit A si col.,
2005). Aceasta din urma, in cazul valorilor ridicate din timpul verii, are un efect
daunator ce cauzeaza distructii ale liniei germinale, rezultand intr-o scadere
temporara a productiei de spermatozoizi si a capacitatii fecundante. Fenomenul
a dus la aparitia termenului de ,infertilitate de sezon” la suine, pentru a reflecta
rezultatele mai slabe obtinute dupa insamantarile artificiale din timpul verii.

Rezultatele studiilor pe aceasta tema au dus la concluzia ca vierii intretinuti
in conditii de temperatura ridicata produc sperma de calitate inferioara, cu o
concentratie scazuta si cu un nivel ridicat de spermatozoizi imaturi $i anormali.
Procentul mare de spermatozoizi imaturi ar putea fi cauzat de disfunctia
epididimala, ca o consecintd a temperaturii prea mari. Pe de alta parte,
temperaturile scazute nu afecteaza de obicei calitatea spermei sau fertilitatea.

Productia de sperma poate oscila cu pana la 25-30% in cursul uni an, fapt
ce forteaza centrele de insamantare artificiala sa detina vieri suplimentari pentru
a compensa aceste fluctuatii (Cheon si col., 2002). in aceste conditii, o
cunoastere mai buna a factorilor ce influenteaza atat cantitatea cat si calitatea
spermei poate ajuta la cresterea eficientei unitatilor de productie a materialului
seminal de vier.
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Scopul acestui studiu a fost de a observa mecanismele ce regleaza
fertilitatea la suine prin examinarea variatiilor sezoniere a spermei in doua ferme
ce ofera vierilor de reproductie conditii diferite de intretinere.

7.1. VARIATIILE SEZONIERE ALE PARAMETRILOR SEMINALI LA
VIERII CAZATI IN CONDITII OBISNUITE

7.1.1. Variatiile parametrilor materialului seminal brut

7.1.1.1. Material si metoda

Studiul a cuprins analiza unui numar total de 11 476 ejaculate recoltate pe
parcursul a 8 sezoane, incepand cu primavara anului 2013 si sfarsind cu iarna
dintre anii 2014-2015. Recoltarea si examinarea materialului seminal a fost
efectuata intr-o unitate din Germania, specializata in producerea de material
seminal de vier si taur. Pentru recoltare s-au folosit metoda manuala cu manusa
dubla (Bogdan, 1999; Ciornei, 2012) si metoda vaginului artificial, asemanator
celui descris de Barrabes Aneas si col. (2008), cu un interval de aproximativ 7
zile intre doua recoltari succesive de la acelasi vier. Doar ejaculatele cu cel putin
65% mobilitate totald au fost inregistrate si procesate, celelalte fiind eliminate.

Examinarea cantitativa si calitativa a materialului seminal a avut loc in
primele 10 minute dupa recoltare. Au fost determinati urmatorii parametri:
volumul ejaculatului, concentratia Tn spermatozoizi, mobilitatea totald, numarul
total de spermatozoizi/ejaculat (TS/Ej.), numarul total de spermatozoizi
mobili/ejaculat (TMS/E]j.), numarul total de spermatozoizi mobili/ml (TMS/ml),
procentajul spermatozoizilor morfologic normali (%Morph), numarul total de
spermatozoizi morfologic normali/ejaculat (TMorphNS/Ej.) si numarul total de
spermatozoizi mobili si morfologic normali/ejaculat (TMMorphNS/Ej.). Volumul
a fost determinat prin cantarire, o0 metoda folosita deseori in laboratoarele de
examinare (Lorton, 2014), in timp ce pentru ceilalti parametri a fost utilizat
dispozitivul SQA-Vp (A-Tech, Medical Electronic Systems Ltd, Los Angeles, CA,
USA).

Valorile obtinute au fost incluse intr-o bazad comuna de date si procesate cu
ajutorul programului IBM SPSS® Statistics versiunea 21 (IBM® Corporation,
Chicago, IL, USA). Astfel au putut fi calculate valoarea medie si deviatia
standard pentru fiecare parametru si pentru fiecare sezon in parte. Pentru a
semnala diferentele semnificative intre sezoane a fost aplicat testul de analiza
a variatiilor, One-Way ANOVA. Pragul de semnificatie statistica a fost setat la
p<0,05.

7.1.1.2. Rezultate si discutii

Pentru o mai buna intelegere a conditiilor de studiu, mai intai sunt prezentate
valorile sezoniere inregistrate pe perioada studiului pentru principalii factori
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climatici. Dupa cum era de asteptat, temperatura a inregistrat cele mai mari
valori in timpul verii, cele mai mici in timpul iernii si valori apropiate pentru
primavara si toamna (tabelul 7.1.). De asemenea, nu sunt surprinzatoare pentru
0 zona de climat temperat umiditatea relativa scazuta din timpul verii si ridicata
din timpul iernii. Se remarca insa umiditatea redusa din timpul primaverii,
dublata de cantitati medii de precipitatii si umiditatea ridicata din timpul toamnei,
dublata insa de cantitati mari de precipitatii.
Tabelul 7.1./Table 7.1.
Valorile medii sezoniere pentru principalii factori climatici inregistrati in
regiunea si pe durata studiului
Seasonal mean values for the main climate factors recorded in the region and
period of study
(http://www.daswetter.com/historische-daten
http://www.wetteronline.de/wetterdaten
http://www.wetterkontor.de/de/wetter/deutschland/monatswerte-station
http://umweltdaten.nuernberg.de/wetterdaten/messstation-nuernberg-

flugfeld/archiv)

Umiditatea Durgta ... .. Orede .
Temperatura . . medie a Precipitatii o Presiune
. relativa . * stralucire .
medie medie zilei- totale 2 soarelui atmosferica
(°C) 0 lumina (/m?) : (hPa)
(%) (ore) (ore/zi)
Primavara 9,27 73,25 13,68 49,00 5,04 ‘ 1013,70
Vara 18,37 70,03 15,38 66,93 7,86 1016,02
Toamna 10,35 87,80 10,82 63,70 3,30 ‘ 1016,45
larna 2,60 89,12 9,10 28,68 1,61 1017,45

Durata medie a zilei-lumina a fost cea specifica latitudinii in care s-a
desfasurat studiul, cu valori mai mari in timpul verii si primaverii si mai mici in
timpul toamnei si iernii. Un aspect asemanator se poate observa in ceea ce
priveste orele efective de stralucire a soarelui (tabelul 7.1.).

Nu au fost inregistrate diferente majore de la un sezonul la altul in cazul
presiunii atmosferice.

Pentru o apreciere completa, valorile medii si deviatiile standard pentru
fiecare parametru seminal analizat pe parcursul celor opt sezoane luate n
calcul sunt prezentate in tabelul 7.2.
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Tabelul 7.2./Table 7.2.
Valorile parametrilor materialului seminal brut pe parcursul celor opt sezoane luate in studiu
Mean values of raw semen parameters during the eight seasons considered for the study

TMs/mi Mobilitate o h.  TsE. TMms/g. | MOrPANS - TMMorphNS
Sezon Volum  Conc. (x108/ml) totala (%) (x10°) (x10°) [Ej. [Ej.
(ml)  (x10%/ml) (%) (x109) (x109)
Primavara Medie 160,50 364,77 321,19 | 87,16 8587 51,48 | 4489 4421 38.89
13 SD | 79,95 172,95 164,12 7,22 9,28 2508 | 22,36 22,21 20,55
Medie 206,33 32539 276,75 84,61 8212 59,40 50,15 48,57 41,55
varals ' oh 10177 15766 = 14348 7,98 11,44 3243 2845 28,38 26,15
Medie 213,62 323,87 279,10 8567 8371 61,10 5227 50,98 4411
Toamnal3 o 9688 15597 144,89 7.77 1070 27,29 | 2417 23,95 22,46
Medie 188,69 398,47 34937 86,67 8510 67,37 5850 57,50 50,30
lana i34 on  g192 | 17988 171,37 6,88 8,59 2026 | 26,36 26,47 24,65
Primavara Medie 182,01 339,09 294,74 86,17 8459 5588 | 4815 47,20 41,06
14 SD 79550 153,87 @ 143,90 7.23 9,52 26,17 23,01 22,79 21,05
Medie 199,51 314,83 26812 85,19 83,10 5645 = 4802 46,72 40,22
varald " oh gs535 | 14259 | 124,70 7.70 1076 = 26,18 @ 22,58 22,30 20,53
Medie 24197 31862 27436 8553 8364 6819 5811 56,74 48,85
Toamnald " on 10474 15066 139,51 7,66 1035 = 28,19 24,20 24,04 21,97
Medie 193,18 35512 308,80 86,59 8459 61,83 5357 52,28 45,71
larna 14-15 o 7538 167,00 154,49 7.11 9,67 2843 | 2553 25,30 23,58
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Se observa o variatie inter-sezoniera evidentd a tuturor indicatorilor
spermatici. Dintre acestia, volumul a prezentat cel mai mare interval de variatie
(de peste 30%), in timp ce mobilitatea spermatozoizilor pare sa fi fost mult mai
stabila (tabelul 7.2). La vier, principalii factori incriminati pentru modificarilor
sezoniere ale materialului seminal sunt temperatura si fotoperioada (Cheon si
col., 2002).

Efectul sezonului asupra parametrilor cantitativi

Sezonul de recoltare a avut o influentad clara asupra cantitatii de material
seminal ejaculata.

Volumul a Tnregistrat valori superioare in timpul toamnei si valori inferioare
in timpul primaverii cu diferente semnificative intre toate cele patru sezoane
(tabelul 7.3.). Pentru sezonul de iarna a fost obtinutd cea mai mica deviatie
standard, ceea ce reflecta un interval mai mic de variatie.

Tabelul 7.3./Table 7.3.
Valorile medii ale parametrilor cantitativi ai materialului seminal de vier Tn
functie de sezonul recoltarii
Mean values of quantitative seminal parameters in boar according to the
season of collection

Volumul

Sezon ciaculatului Conc. TS/Ej.
) (x10%/ml) (x109)
(ml)
- Medie 175,402 346,982 54,522
Primavara

SD 80,24 160,40 25,92
Medie 201,54P 317,98 57,33°

Vara
SD 90,58 147,28 28,21
Medie 228,41° 321,13b¢ 64,80°

Toamna

SD 102,03 153,22 27,98
Medie 192,764 359,234 62,35¢

larna
SD 78,72 168,79 28,55

In cadrul aceleasi coloane, exponenti diferiti indica o diferenta statistic semnificativa
a valorilor la p< 0.05

Rezultatele in ceea ce priveste volumul ejaculatului sunt in concordanta cu
cele ale altor studii. De exemplu, Wolf si Smital (2009) au observat prin analiza
ejaculatelor recoltate pe o perioada de 7 ani ca cel mai mare volum a fost obtinut
in lunile de toamna tarzie iar cel mai mic in primavara timpurie. De asemenea,
Janett si col., (2005) precum si Murase si col., (2007) au observat valori

139



Ibanescu lulian Andrei

semnificativ - mai mari Tn timpul toamnei. Volumul ejaculatului pare sa fie
influentat intr-o mésura apreciabila de temperatura ambientala si de regimul de
lumina (Yeste si col., 2010), ceea ce conduce spre concluzia ca temperaturile
mai scazute in combinatie cu fotoperioada descrescatoare stimuleaza glandele
sexuale anexe rezultand o cantitate mai mare de plasma seminala si implicit un
volum mai mare al ejaculatului. in acelasi context, prezenta temperaturilor mai
scazute insa cu o fotoperioada crescatoare nu a fost asociata in cadrul acestui
studiu cu valori mari ale volumului (tabelul 7.3.), intarind ipoteza unei actiuni
comune temperatura-fotoperioada, desi exista autori care sustin ca regimul de
lumina nu afecteaza cantitatea ejaculatului, mai importante fiind rolurile
temperaturii si umiditatii (Knecht si col., 2014).

Pe de alta parte, concentratia in spermatozoizi a fost superioara in timpul
iernii (p<0,05). Acest aspect ar putea sugera ca spermatogeneza este mai
intensa in timpul iernii, insa nu trebuie neglijata valorile relativ scazute obtinute
pentru volumul ejaculatului, Tn aceeasi perioada a anului. Concentratia mai
ridicata din timpul iernii ar putea fi pusa mai degraba pe seama volumului scazut
si nu a unei spermatogeneze mai intense. Cel mai bun indicator al ratei
spermatogenezei este numarul total de spermatozoizi/ejaculat, iar acesta a
prezentat valori superioare in timpul toamnei, nu iernii. De remarcat ca numarul
total de spermatozoizi/ejaculat a fost semnificativ mai mic pe perioada
primaverii si verii comparativ cu sezoanele de toamna si iarnd. Sezoanele de
primavara si vara se caracterizeaza printr-un regim de lumina in cea mai mare
parte cu un caracter crescator si prelungit, in timp ce sezoanele de toamna si
iarna se caracterizeaza printr-un regim de lumina in general redus si cu un
caracter descrescator. Conform unor autori spermatogeneza redusa din timpul
verii poate fi pusa pe seama temperaturilor ridicate, care au un efect daunator,
provocand destructii ale liniei germinale (Cheon si col., 2002). Din rezultatele
acestui studiu reiese insa ca rata spermatogenezei este mai degraba reglata
de fotoperioada decat de temperatura. Efectul mai mic al temperaturilor asupra
ratei spermatogenezei comparativ cu cel al fotoperioadei este relevat de analiza
concomitentd a celor douad anotimpuri cu temperaturi apropiate (primavara si
toamna) insa care au inregistrat valori semnificative pentru numarul total de
spermatozoizi (p<0,05), respectiv cele mai mari toamna si cele mai mici
primavara. Efectul pozitiv al caracterului descrescator al fotoperioadei asupra
productiei de material seminal la vieri a fost observat si de alti autori. De
exemplu, Knecht si col. (2013) a observat valori mai mari atat pentru volumul
ejaculatului si numarul total de spermatozoizi cat si pentru numarul de doze de
insamantare obtinute, in jumatatea anului in care fotoperioada are un caracter
descrescator.

140



Teza de doctorat - 2016

Efectul sezonului asupra parametrilor calitativi
Mobilitatea totala a spermatozoizilor a prezentat valori semnificativ mai mari
in timpul iernii si primaverii comparativ cu valorile din timpul verii si toamnei
(tabelul 7.4.). Cea mai mare medie a acestui parametru a fost inregistrata in
sezonul rece (86,59%), insa fara diferente semnificative fatd de sezonul de
primavara (86,48%). De asemenea, media cea mai mica a fost inregistrata in
timpul sezonului estival (85,02%), insa fara o diferentda semnificativa fata de
media din timpul toamnei (85,60%). Un aspect asemanator a fost semnalat si
intr-un studiu anterior (Barranco si col., 2013).
Tabelul 7.4./Table 7.4.
Valorile medii ale parametrilor calitativi ai materialului seminal de vier in
functie de sezonul recoltarii
Mean values of qualitative seminal parameters in boar according to the
season of collection

- Spermatozoizi
Mobilitate P

Tip Anotimp totala morfolog|c
(%) normali
i (%)
-y Medie 86,4824 84.9gad
Primavara
SD 7,24 9,46
v Medie 85’02bc 82,81b
ara
SD 7,79 10,98
Medie 85,60°° 83.67°
Toamna
SD 7,71 10,51
| Medie 86,593d 84,64ad
arna
SD 7,09 9,57

In cadrul aceleasi coloane, exponenti diferiti indica o diferenta statistic semnificativa
a valorilor la p< 0.05

Desi utilitatea sa in aprecierea capacitatii fecundante a unui ejaculat este
controversata dupa ce mai multe studii au indicat lipsa corelatiilor cu indicatorii
de fertilitate la scroafe (Quintero-Moreno si col., 2004; Sancho si col., 2006),
totusi mobilitatea totala reprezinta in continuare principalul parametru calitativ
evaluat in centrele de recoltare si procesare a spermei (Lenz si col, 2011). Bazat
pe acest aspect, cea mai buna calitate a materialului seminal a fost obtinuta in
timpul iernii, in timp ce calitatea cea mai slaba a fost inregistrata in timpul verii.
Rezultatele sunt in concordanta cu cele raportate de numerosi alti autori, care
au observat o scadere a calitatii spermatice in timpul sezonului estival. Drept
cauza principala a acestui fenomen este indicata adesea temperatura prea
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mare, iar masura Tn care se petrece este dependenta de anumiti factori, printre
care rasa vierilor (Park si Yi, 2002; Sonderman si Luebbe, 2008; Yeste si col.,
2010), linia genetica (Flowers, 2008) sau varsta (Huang si col., 2010). Conform
unor autori (Huang si col., 2010), performantele sexuale sunt superioare daca
vierii sunt mentinuti la temperaturi sub 22°C, iar alti autori recomanda
mentinerea vierilor in conditii de microclimat controlat, care sa pastreze
temperatura ntre limite confortabile (Suriyasomboon si col., 2004).

Procentul spermatozoizilor morfologic normali a fost de asemenea superior
in perioada iarna-primavara, cu diferente semnificative fatéd de perioada vara-
toamna (tabelul 7.4). Procentul cel mai mare s-a inregistrat primavara (84,98%),
dar fara diferente semnificative fatd de sezonul de iarna (84,64%) (p>0,05). La
polul opus s-a situat sezonul de vara (82,81%), cu diferente semnificative fata
de toate celelalte sezoane (p<0,05).

Integritatea morfologicda a spermatozoizilor este o conditie esentiala
fertilizarii (Runceanu si col., 2007) la fel ca si mobilitatea. insumarea datelor
conduce catre concluzia ca sezonul rece ofera ejaculate superioare din punct
de vedere calitativ comparativ cu sezonul cald, ceea ce se afla in concordanta
cu rezultatele altor studii (Murase si col., 2007; Barranco si col., 2013).

Se pare ca integritatea morfologica a spermatozoizilor ejaculati este afectata
de valori ridicate ale temperaturii ambientale si umiditatii relative. intr-un studiu
anterior, Suriyasomboon si col. (2005) au testat eficacitatea unui sistem de
cazare a vierilor cu reglarea temperaturii. Sistemul nu s-a dovedit eficient pentru
reducerea anomaliilor morfologice, insa studiul a demonstrat inca o data ca
variatiile sezoniere ale procentului de spermatozoizi morfologic normali sunt
dependente de variatiile temperaturii ambientale si umiditatii relative. Deoarece
studiul a fost realizat intr-o zona apropiata de ecuator, in care ziua este
aproximativ egala cu noaptea pe intreaga durata a anului, factorul fotoperioada
a putut fi eliminat, ramanand in discutie doar influenta celor doi factori amintiti
mai sus. De altfel, absenta influentei fotoperioadei asupra anomaliilor
morfologice a fost raportata si in alt studiu (Rivera si col., 2005). Regiunea in
care s-a realizat studiul lui Suriyasomboon si col. este caracterizatd de
succesiunea a trei sezoane: sezonul cald, cu temperaturi ridicate, sezonul
ploios, cu umiditatea ridicata si sezonul rece, in care nici temperatura nici
umiditatea nu ating temperaturi extreme. Procentul de spermatozoizi morfologic
normali a fost mai mic in sezonul si cald si in sezonul ploios comparativ cu
sezonul rece, conducand astfel catre concluzia ca atat temperatura ambientala
cat si umiditatea relativa ridicata au efect daunator asupra integritatii
morfologice a spermatozoizilor. Este dificil de precizat care dintre cei doi factori
prezinta o influentd mai puternica, deoarece procentul anomaliilor morfologice
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a fost aproximativ egal pentru conditii de temperatura ridicatd si umiditate
redusa si respectiv conditi de temperatura redusa si umiditate ridicata
(Suryiasonboon si col., 2005).

Mobilitatea redusa in combinatie cu procentul mai mare de anomalii
morfologice ar putea fi una dintre cauzele asa-numitei ,infertilitdti de sezon”
descrise la suine. Pe l1anga actiunea negativa a temperaturii si umiditatii ridicate,
unii autori acuza si deficientele de testosteron induse de variatiile regimului de
lumina (Murase si col., 2007).

Efectul sezonului asupra parametrilor micsti, cantitativi si calitativi

Prin parametri micsti sunt desemnati acei parametri seminali care ofera atat
informatii cantitative cét si calitative asupra unui ejaculat.

Numarul de spermatozoizi mobili/ml (TMS/ml) a prezentat cele mai mari
valori Tn timp iernii, iar cele mai mici in timpul verii si toamnei (tabelul 7.5). Acest
aspect sugereaza dependenta TMS/ml de parametrul concentratie.

Tabelul 7.5./Table 7.5.
Valorile medii ale parametrilor micsti, cantitativi si calitativi, in functie de
sezonul recoltarii
Mean values of mixed, quantitative and qualitative seminal parameters in
boar according to the season of collection

Tip Anotim TMS/ml TMS/E;. TMorphNS/Ej. TMMorphNS/E;j.
P P (x10°) (x10°) (x10°) (x10°)
o Medie 302,872 4715 46,28 40,397
Primavara
SD 150,87 22,86 22,65 20,92
Vara  Medie 27060%  4ges®  47,27% 40,6220
SD | 130,60 24,49 24,28 22,35
Medie 276,63 55,32¢d \ 53,98%d 46,59¢
Toamna
SD 142,10 24,36 24,16 22,33
g Medie 312,65 54049 52,78 46,14
SD 156,59 25,64 25,45 23,72

In cadrul aceleasi coloane, exponenti diferiti indica o diferenta statistic semnificativa
a valorilor la p< 0.05

Pe de alta parte, numarul total de spermatozoizi mobili din ejaculat a oferit
valori superioare in timpul toamnei (fara diferente semnificative fata de iarna) si
valori inferioare in timpul primaverii (fara diferente semnificative fata de vara)
(tabelul 7.4). Variatia a fost asemanatoare cu cea observata in cazul celorlalti
doi parametri micsti, respectiv numarul total de spermatozoizi morfologic
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normali/ejaculat si numarul total de spermatozoizi mobili si morfologic normali
din ejaculat.

TMS/E]. are o importanta practica deosebita, fiind parametrul pe baza caruia
se calculeaza de obicei in centrele de productie numarul de doze de
insaméntare produse. Bazat pe acest aspect, sezoanele cu cea mai buna
activitate sexuala a vierilor, prin prisma celor mai multe doze de
insamantare/ejaculat produse au fost toamna si iarna, fara diferente
semnificative intre ele. La polul opus s-au situat sezoanele de primavara si vara,
de asemenea fara diferente semnificative intre ele.

Desi nu sunt cunoscute inca pe deplin mecanismele genetice ale variatiilor
sezoniere in performantele sexuale la suine, unii autori indica si prezenta unui
sistem ancestral, mostenit de la mistret (Ciereszko si col, 2000). Porcul mistret
prezinta activitate sexuala sezoniera, cu imperecheri preponderent toamna-
tarziu si iarna, astfel incét parturitile sa aiba loc primavara. Astfel, nu este
exclus ca valorile mai mari inregistrate in timpul toamnei si iernii pentru
parametrii seminali micsti, cantitativi si calitativi, sa fie datorate mecanismului
amintit mai sus.

7.1.1.3. Concluzii partiale

1. In cazul cazarii in conditii uzuale de microclimat, s-a observat o variatie
sezoniera clara, pentru toti parametrii evaluati.

2. Volumul ejaculatului a fost superior in timpul toamnei, sugerénd ca
temperaturile mai scazute in combinatie cu fotoperioada descrescatoare
stimuleaza glandele sexuale anexe rezultdnd intr-o cantitate mai mare de
plasma seminala si implicit un volum mai mare al ejaculatului.

3. Concentratia in spermatozoizi a ejaculatului a fost superioara in timpul
iernii, Tnsa acest aspect a fost datorat in primul rdnd volumului relativ redus
inregistrat in acest sezon si nu unei spermatogeneze mai intense.

4. Numarul total de spermatozoizi/ejaculat a prezentat valori mai mari in
timpul toamnei, asemanator volumului si valori mai mici in timpul primaverii. Prin
analiza concomitenta a acestor doua sezoane cu temperaturi apropiate dar care
prezintd caractere diferite ale fotoperioadei (descrescator in timpul toamnei,
respectiv crescator in timpul primaverii), se poate concluziona ca fotoperioada
prezinta o influenta asupra spermatogenezei.

5. Mobilitatea spermatozoizilor si procentul de spermatozoizi morfologic
normali au fost superioare in timpul iernii si primaverii si inferioare Tn timpul verii,
confirmand rezultatele majoritatii studiilor precedente pe acest subiect.
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7.1.2. Variatiile parametrilor materialului seminal diluat si conservat

7.1.2.1. Material si metoda

Studiul a fost efectuat pe o perioada de 24 de luni, intre Martie 2013 si
Februarie 2015. Un numar total de 4814 ejaculate au fost obtinute de la 700 de
vieri maturi din punct de vedere sexual si clinic sanatosi, cazati in conditii
normale intr-o unitate specializatda in producerea dozelor de Tnsaméantare
artificiala din Germania. Recoltarea materialului seminal a fost efectuata prin
metoda manuala, cu manusa dubla (Bogdan, 1999; Ciornei, 2012) si cu ajutorul
vaginului artificial, asemanator celui descris de Barrabes Aneas si col. (2008),
cu un interval de aproximativ 7 zile intre doua recoltari succesive de la acelasi
vier. Dupa examenul general, sperma a fost diluatd cu BTS® (Minitube,
Tiefenbach, Germania) si supusa conservarii la 17°C, in doze de 100 ml (90 ml
sperma diluata + 10 ml aer).

Examinarea materialului seminal s-a realizat dupa trei zile de conservare,
utilizand sistemul CASA, programul SpermVision (Minitube of America -
MOFA®, Verona, WI, USA) versiunea 3.7, conectat la un microscop Zeiss Axio
Scope Al (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen , Germania) prevazut cu
placuta incalzita la 38°C. Setarile au fost ajustate dupa cum urmeaza: pentru
parametrul mobilitate totald au fost luati in considerare toti spermatozoizii
prezentadnd orice tip de miscare, in timp ce pentru parametrul mobilitate
progresiva au fost luati in considerare doar spermatozoizii cu o vitezad medie
(VAP) de cel putin 25 pm/s si un coeficient de rectilinitate (STR) de cel putin
0,3.

Urmatorii parametri seminali au fost determinati: mobilitatea totala (TMot),
mobilitatea progresiva (PMot), viteza medie a spermatozoizilor (VAP), viteza
curbilinie (VCL), viteza in linie dreapta (VSL), coeficientul de rectilinitate (STR),
coeficientul de liniaritate (LIN), coeficientul de oscilatie (WOB), amplitudinea de
deplasare laterald a capului (ALH) si frecventa de intersectare a capului cu
traiectoria medie (BCF).

Datele obtinute au fost procesate statistic cu ajutorul programului IBM
SPSS® Statistics versiunea 21 (IBM® Corporation, Chicago, IL, USA).
Rezultatele sunt prezentate ca valori medii si deviatia standard, iar pragul de
semnificatie statistica a fost setat la p<0,01. Pentru a semnala diferentele
semnificative, a fost aplicat testul de analiza a variatiilor, One-Way ANOVA.

7.1.2.2. Rezultate si discutii
Valorile medii si deviatile standard pentru fiecare parametru analizat pe
parcursul celor opt sezoane luate in calcul sunt prezentate in tabelul 7.6.

145



Ibanescu lulian Andrei

Tabelul 7.6./Table 7.6.
Valorile parametrilor cinetici ai materialului seminal de vier pe parcursul celor opt sezoane luate in studiu
The values of boar sperm kinetic parameters during the eight seasons taken into study
Sezon TMot PMot VAP VCL VSL STR LIN WOB ALH BCF
Medie 79,25 72,39 61,61 115,5 50,28 0,81 0,44 0,54 2,77 36,25

SD 10,47 13,46 11,63 25,73 9,44 0,06 0,07 0,05 0,56 3,26

Primavara 2013

Vara Medie 72,25 | 63,21 | 56,99 107,7 | 46,19 0,81 0,44 0,53 2,73 34,20
2013 SD 13,47 | 16,79 12,89 29,06 10,40 0,07 0,08 0,06 0,65 3,86
Toamna Medie 72,98 | 62,49 | 56,93 1135 | 44,48 0,78 0,40 0,51 2,96 33,18
2013 SD 14,68 | 18,79 14,76 33,13 11,27 0,07 0,08 0,06 0,74 4,85
larna Medie 80,73 | 75,82 | 73,41 1454 | 56,17 0,76 0,39 0,51 3,34 37,23
2013-2014 SD 10,28 | 12,18 9,55 25,44 7,88 0,08 0,08 0,05 0,61 2,88

Medie 81,11 76,14 72,20 140,6 55,71 0,77 0,40 0,52 3,25 37,10
SD 10,48 12,62 10,12 25,97 8,45 0,08 0,08 0,06 0,61 3,25
Medie 74,67 66,72 61,15 118,8 48,14 0,79 0,41 0,52 3,01 34,74

Primavara 2014

Vara 2014
SD 12,96 15,98 12,21 27,91 9,17 0,07 0,08 0,05 0,62 3,18
Toamna Medie 74,24 | 66,29 62,73 124,7 | 48,15 0,77 0,39 0,51 3,12 34,38
2014 SD 14,21 16,69 13,23 30,84 10,02 0,08 0,08 0,05 0,69 4,12
larna Medie 79,64 | 74,74 | 73,63 | 141,81 | 58,09 0,79 0,42 0,52 3,32 37,30
2014-2015 SD 10,52 12,50 10,05 25,69 8,94 0,08 0,08 0,06 0,60 2,99
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Efectul sezonului asupra mobilitatii totale si progresive

Dupa cum se poate observa in tabelul 7.6., mobilitatea totala a inregistrat
cele mai mari valori In timpul iernii (80,12% + 10,43), iar cele mai mici in timpul
verii (73,39% * 13,28). Valoarea medie inregistrata pentru sezonul de
primavara (80,08% + 10,51) a fost asemanatoare cu cea pentru sezonul de
iarna, in timp ce toamna a fost apropiata ca valoare medie (73.66 + 14.44) de
vara.

Mobilitatea progresiva a oferit de asemenea cele mai mari valori in timpul
iernii (75,22% + 12,36), iar cea mai mica in timpul toamnei (64,55% + 17,78).

Asadar, atat mobilitatea totala cat si cea progresiva au prezentat valori
superioare in sezonul de iarna, ceea ce ar putea sugera ca temperaturile
ambientale scazute au o influenta pozitiva sau cel putin nu au o influenta
negativa asupra calitatii spermei. Deoarece spermatozoizii dobandesc calitatea
de a fi mobili Tn timpul fazei de maturare Tn epididim (Berndtson, 2014) se poate
afirma ca activitatea epididimala poate fi stimulatd sau inhibata de variatiile
temperaturii.

Tabelul 7.7./Table 7.7.
Variatiile sezoniere ale mobilitatii totale si progresive la spermatozoizii de
vier din sperma diluata
Seasonal variations of total and progressive sperm motility in boar
extended semen

Tipul sezonului TMot PMot
P (%) (%)
- Medie 80.08 @ | 74.07 2
Primavara
SD 10.51 13.22
5 Medie 73.39 P | 64.86 "
Vara
SD 13.28 16.50
5 Medie 73.66 P | 64.55 b
Toamna
SD 14.44 17.78
) Medie 80.12 2 | 75.22 2
larna
SD 10.43 12.36

In cadrul aceleasi coloane, exponenti diferiti indica o diferenta statistic semnificativa
a valorilor la p< 0.01
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Figura 7.1. Influenta sezonului asupra mobilitatii totale si progresive a
spermatozoizilor
Figure 7.1. The influence of season on total and progressive motility

Analiza One-Way ANOVA indica diferente statistic semnificativ intre iarna si
primavara pe de o parte si respectiv toamna si iarna de cealaltd parte, atat
pentru mobilitatea totald cat si pentru cea progresiva (p<0,01). Tn mod
interesant, sezonul de primavara a oferit valori foarte apropiate de cele oferite
de sezonul de iarna, in timp ce sezonul de vara a prezentat o valoare medie
aproape identica celei din timpul toamnei (Figura 7.1). in general, iarna Si
primavara sunt caracterizate de o fotoperioada crescatoare, in tip ce vara si
toamna de o fotoperioada descrescatoare, ceea ce sugereaza ca mobilitatea
spermatozoizilor de vier conservati la 17°C este influentatd nu doar de
temperatura ambientala ci si de caracterul fotoperioadei. Rezultatele acestui
studiu sugereaza ca mobilitatea totala si progresiva sunt mai mari in lunile cu
fotoperioada crescatoare.

Efectul sezonului asupra vitezei de deplasare a spermatozoizilor

Toti cei trei parametri ce indica viteza spermatozoizilor au variat intre
sezoane, cu cele mai mari valori fiind observate Tn timpul iernii.

Viteza medie de deplasare (VAP) a prezentat valori superioare in timpul iernii
(73,53 pm/s +9,83) in timp ce valorile cele mai mici au fost observate n timpul
verii (58,95 um/s + 12,74) (Tabelul 7.7.). Testul ANOVA indica diferente
nesemnificative intre valorile din timpul verii in comparatie cu cele din timpul
toamnei (p>0.01).

Graficul indica un comportament al vitezei medii asemanator cu cel al
mobilitatii totale (figura 7.2.), sugerdnd o posibila corelatie intre acesti doi
parametri. Semnificatia vitezei de deplasare a spermatozoizilor este inca
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disputatd. Unii autori indica o corelatie pozitiva ale acestui indicator cu
fertilitatea (Budworth, 1988), in timp ce altii ce alti semnaleaza corelatii
negative cu rata parturitiei (Holt, 1997; Park, 2013). O deplasare mai rapida
ajuta la atingerea situsului de fertilizare intr-un timp mai scurt dar indica si un
metabolism mai intens, ce poate duce mai repede la epuizarea gametilor.

Tabelul 7.8./Table 7.8.
Efectul sezonului asupra vitezei de deplasare a spermatozoizilor
Seasonal mean values of boar sperm velocity

Tipul sezonului VAP VeL VSL
P (ums) (um/s) (um/s)
o Medie 66.36 2 126.76 2 \ 52.72 @
Primavara
SD 12.17 28.71 9.40
5 Medie 58.95 P 112.91 0 \ 47.11°
Vara
) 12.74 29.05 9.89
) Medie 60.08 P 119.56 ¢ \ 46.47°
Toamna
) 14.24 32.38 10.77
) Medie 73.53¢ 143409  57.23°
larna
SD 0.83 25.63 8.53

In cadrul aceleasi coloane, exponenti diferiti indica o diferentd statistic
semnificativa a valorilor la p< 0.01

Un model asemanator de variatii sezoniere au fost observat in cazul vitezei
curbilinii (figura 7.2.) desi in acest caz au fost observate diferente semnificative
ntre toate cele patru sezoane (p<0,01) (tabelul 7.8.).

Viteza in linie dreapta a fost singurul tip de viteza ce a prezentat valori mai
mici toamna, insa fara diferente semnificative fata de valorile din timpul verii
(tabelul 7.8.).
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Figura 7.2. Influenta sezonului asupra vitezei de deplasare a spermatozoizilor
de vier din sperma conservata
Figure 7.2. The influence of season on boar sperm velocity in stored semen

Efectul sezonului asupra directiei de deplasare a spermatozoizilor
Desi iarna pare sa influenteze in mod pozitiv procentul de spermatozoizi
mobili si viteza lor de deplasare, coeficientii de rectilinitate si liniaritate au
fnregistrat valori mai mari in timpul sezonului de vara (0,80 + 0,07 pentru STR
si 0,43 = 0,08 pentru LIN) (Tabelul 7.9.).
Tabelul 7.9./Table 7.9.
Efectul sezonului asupra parametrilor de traiectorie ai spermatozoizilor de vier
din sperma conservata
Seasonal mean values of boar sperm trajectory parameters in stored

semen
Tioul sezonului STR LIN WOB ALH BCF
P (VSLIVAP) (=VSL/VCL) (=VAP/VCL)  (um) (Hz)
. _ Medie 0792 0.422 05262 2982  36.632
Primavara
SD 0.08 0.08 0.06 0.63 3.28
Vary  Medie 0802 0.43 2 05262  2.86°  34.45°
ara
SD 0.07 0.08 0.06 0.65 3.57
. Medie 077" 0.40° 0.506 © \ 3052 | 3383°
Toamna
SD 0.08 0.08 0.06 0.72 4.51
2 Medie = 0.78 P 0.41°¢ 05159  333°  37.279
arna
SD 0.08 0.08 0.06 0.61 2.94

In cadrul aceleasi coloane, exponenti diferiti indica o diferenta statistic semnificativa
a valorilor la p< 0.01
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De asemenea, coeficientul wobble a aratat valori mai mari vara, cu diferente
nesemnificative (p>0,01) fata de sezonul de primavara. Valorile observate
toamna si iarna au fost apropiate ca valoare, insa diferite din punct de vedere
statistic (p<0,01).

Coeficientul wobble este definit prin raportul dintre viteza medie si viteza
curbilinie ceea ce indica faptul ca traiectoria spermatozoizilor este mai eficienta
cu cat valoarea acestui parametru este mai ridicata. Asadar, desi procentul de
spermatozoizi mobili si viteza lor de deplasare a fost mai mare n timpul iernii,
se pare ca traiectoria urmata de celulele seminale este mai putin neregulata in
timpul sezonului cald (figura 7.3.). Un traseu neregulat implica un efort
suplimentar si astfel consumul de energie pentru a atinge situsul fertilizarii este
mai ridicat.

0,90 3,40
38,00
0,80 3,30
0,70 3.20 37,00
0,60
0.50 3,10 36,00
0,40 3,00 35,00
0,30 2,90
34,00
g'zg 2,80
1
) 33,00
0,00 2,70
STR LIN WOB 2,60 32,00
ALH BCF
- (um) (Hz) orims
Primavara Vara . rimavara
T arna Primavara Vara
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, . Figura 7.4. Efectul Figura 7.5. Efectul
Figura 7.3. Efectul sezonului sezgnului asupra ALH sezgnului asupra BCF
asupra STR, LIN si WOB din ! P ! pra 5% -
T . din sperma din sperma conservata
sperma conservata de vier - . i
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Figure 7.3. The effect of
season on STR, LIN and
WOB in boar stored semen

Figure 7.4. The effect Figure 7.5. The effect of
of season on ALH in  season on BCF in boar
boar stored semen stored semen

Coeficientul ALH, care defineste distanta medie la care capul

spermatozoidului se indeparteaza de traiectoria sa principala, a prezentat valori
mai mari in timpul iernii (figura 7.4), in timp ce valorile mai cele mai mici au fost
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inregistrate in timpul verii. Rezultatele nu sunt surprinzatoare, tindnd cont ca
exista corelatii intre WOB si ALH.

Si pentru BCF valorile au fost mai mari iarna, iar One-Way ANOVA a
semnalat diferente statistic semnificative pentru toate cele patru tipuri de sezon.

7.1.2.3. Concluzii partiale

1. Studiul de fatd sugereaza ca sezonul de recoltare influenteaza parametrii
materialului seminal de vier examinat dupa trei zile de conservare la 17°C.
Aceasta influenta a fost evidenta pentru toti cei 10 parametri examinati.

2. Se pare ca in timpul iernii se inregistreaza valori mai mari pentru
mobilitatea totala si progresiva, pentru viteza de deplasare a spermatozoizilor
(curbilinie, medie sau in linie dreapta) dar si pentru amplitudinea de deplasare
laterala a capului si frecventa de intersectare a capului cu traiectoria medie. Pe
de alta parte, sezonul de vara ofera valori superioare pentru coeficientii de
rectilinitate, liniaritate si wobble.

3. Se poate afirma ca sezonul rece stimuleaza metabolismul
spermatozoizilor, sporind procentajul spermatozoizilor mobili si viteza lor. Pe de
alta parte, deplasarea celulelor spermatice este mai uniforma in sezonul cald,
puténd reflecta un consum mai eficient al resurselor energetice.

4. Similitudini majore au fost observate intre valorile din timpul iernii si
primaverii si de asemenea intre valorile din timpul verii si toamnei, sugerand o
dependenta a acestor parametri de caracterul fotoperioadei, respectiv
crescatoare sau descrescatoare.

7.2. VARIATIILE SEZONIERE ALE PARAMETRILOR SEMINALI LA
VIERII CAZATI IN CONDITII STANDARDIZATE

7.2.1.Material si metoda

Vierii

Materialul seminal a provenit de la 31 vieri din rasa Pietrain, clinic sanatosi
si maturi din punct de vedere sexual, cu varste cuprinse intre 8 luni si 2,5 ani,
dintr-o unitate moderna, construita recent, specializata in reproductie suina.

Pe parcursul studiului, vierii au fost cazati in conditii standardizate.
Temperatura a fost mentinuta pe perioada intregului an in jurul valorii de 18°C,
utilizénd sisteme de incalzire iarna si aspersiuni cu apa in timpul verii. Lumina
a fost asigurata artificial, timp de 11 ore zilnic, indiferent de sezon. Hrana a fost
preparata dupa aceeasi reteta pe tot parcursul studiului si administrata automat,
prin instalatii speciale. Apa a fost asigurata ad libitum.
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Recoltarea si examinarea materialului seminal

Materialul seminal a fost recoltat prin metoda manuald cu manusa dubla
(Bogdan, 1999; Ciornei, 2012), pe manechin, cu un interval de cel putin 7 zile
intre doua recoltari succesive de la acelasi vier.

Dupa recoltare au fost determinati principalii parametri seminali, dupa cum
urmeaza: volumul ejaculatului —folosind paharul gradat, concentratia in
spermatozoizi, numarul total de spermatozoizi/ejaculat, mobilitate totala, numar
total de spermatozoizi mobili/ejaculat, mobilitate progresiva, numar total de
spermatozoizi progresivi/ejaculat —utilizand sistemul CASA, modelul CEROS I
(IMV Technologies, L’Aigle, Franta).

Doar ejaculatele cu cel putin 60% mobilitate totald au fost inregistrate si
procesate, celelalte fiind eliminate.

Durata studiului a fost de 12 luni, intre 1 Decembrie 2012 si 30 Noiembrie
2013, incluzéand astfel toate cele patru sezoane specifice climatului temperat:
iarna (Decembrie, lanuarie, Februarie), primavara (Martie, Aprilie, Mai), vara
(lunie, lulie, August) si toamna (Septembrie, Octombrie, Noiembrie).

Analiza statisticé

Datele obtinute au fost procesate statistic utilizand programul IBM SPSS®
Statistics, versiunea 21 (IBM® Corporation, Chicago, IL, SUA). Rezultatele sunt
prezentate ca valori medii si deviatia standard (SD). Pentru a semnala
diferentele statistic semnificativ, a fost aplicat testul One-Way ANOVA, iar
pragul de semnificatie a fost setat la p<0,05.

7.2.2. Rezultate si discutii

Variatia sezoniera a volumului
Dupa cum se poate observa in tabelul 7.10. valorile medii au variat intre
155,74 in timpul toamnei si 218,75 in timpul verii.

Tabelul 7.10./Table 7.10.
Valorile medii ale volumului ejaculatului la vierii cazati in conditii
standardizate, in functie de sezon
Mean values of ejaculate volume in boars held in standardized conditions ,
according to the season

Volumul Sezon
ejaculatului larna Primavara Vara Toamna
Medie

() 166,012  19469P  218,75¢ 155,74

SD 47,45 45,06 54,92 55,68

In cadrul aceluiasi rand, exponenti diferiti indica o diferenta statistic semnificativa a
valorilor la p< 0.05

153



Ibanescu lulian Andrei

Volumul unui ejaculat este alcatuit in proportie de aproximativ 93% din
plasma seminala (Ciornei, 2012), care este produsa aproape in totalitate de
catre glandele sexuale anexe. Tn acest studiu, cele mai mari valori pentru volum
au fost inregistrate in perioada lunie-August, cu diferente semnificative fata de
celelalte perioade ale anului, ceea ce ar sugera ca activitatea glandelor anexe
a fost mai intensa in timpul verii. Aceste rezultate le contrazic Tnsa pe cele
obtinute de alti autori. De exemplu, Janett si col., (2005) au observat valori
semnificativ mai mari toamna, in timp ce Cheon si col. (2002) si Suriyasomboon
si col.(2004) au raportat cele mai mici valori pentru sezonul de vara. Lawrence
si col. (1970) au obtinut ejaculate cu volum mai ridicat in perioada Octombrie-
Decembrie, perioada in care temperaturile ambientale nu au depasit 76,8°F
(24,89°C).

Variatia sezoniera a concentratiei ejaculatelor in spermatozoizi

Concentratia materialului seminal a variat intre 454,89%10%/ml Tn timpul verii
si 571,62x108/ml in timpul toamnei (tabelul 7.11.).

Tabelul 7.11./Table 7.11.
Valorile medii ale concentratiei materialului seminal la vierii intretinuti in
conditii standardizate, in functie de sezonul de recoltare
Mean values of sperm concentration in boars held in standardized
conditions, according to the season

Concentratia in Sezon
spermatozoizi larna Primavara Vara Toamna
Media
o 467,493C 466,90 3C 454,89 3b° 571,62 ¢
(%x10°%ml)
SD 128,53 113,73 121,52 159,62

In cadrul aceluiasi rand, exponenti diferiti indica o diferenta statistic semnificativa a
valorilor la p< 0.05

Cu exceptia toamnei, nu au fost depistate diferente semnificative intre
sezoane. Se poate observa ca intre Septembrie si Noiembrie s-a inregistrat cea
mai mare valoare medie pentru parametrul Concentratie, dar si cea mai mare
deviatie standard, indicand o variabilitate mai ridicata a valorilor.

Concentratia mai ridicata din timpul toamnei poate fi explicata prin volumul
mai scazut al ejaculatelor din aceeasi perioada. Astfel, rezultatele ar putea
sugera ca rata spermatogenezei a ramas constanta, concentratia fiind modulata
indirect de catre volumul ejaculatului. Mai exact, glandele anexe au crescut
numarul de spermatozoizi pe unitatea de volum indirect, prin reducerea cantitatii
de plasma seminala.
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Rezultatele acestui studiu au fost intr-o maniera ridicata diferite de cele
obtinute in alte studii, in care pe perioada toamnei au fost observate valori
semnificativ mai mici (Syring, 2008; Petrocelli si col., 2015). In studiul lui Syring
(2008) autorul a observat o influenta clara a sezonului dar si a temperaturilor
ambientale asupra parametrilor seminali.

Variatia sezonierd a numarului total de spermatozoizi/ejaculat

Numarul total de spermatozoizi/ejaculat (TS/Ej.) este parametrul care
reflectd cel mai bine rata spermatogenezei. Acest parametru a prezentat valori
semnificativ mai ridicate in tipul sezonului de vara (Tabelul 7.12.). Astfel, se
pare ca activitatea sporita a glandelor anexe din perioada lunie-August a fost
acompaniata de o intensificare a spermatogenezei. La polul opus se afla
sezonul de iarna, in timp ce intre sezoanele de primavara si toamna nu au fost
observate diferente semnificative (p>0,05).

Tabelul 7.12./Table 7.12.
Valorile medii ale numarului total de spermatozoizi/ejaculat la vierii intretinuti
in conditii standardizate, in functie de sezonul de recoltare
Mean values of total number of sperm/ejaculate in boars held in standardized
conditions, according to the season

TS/E] Sezon
J: larna Primavara Vara Toamna
Media a bd c bd
(x10°) 74,30 87,66 95,91 84,71
SD 19,84 17,44 24,92 29,09

in cadrul aceluiasi rand, exponenti diferiti indica o diferenta statistic semnificativa a
valorilor la p< 0.05

Rezultatele le contrazic pe cele obtinute intr-un alt studiu, (Janett si col.,
2005), in care numarul total de spermatozoizi a fost semnificativ mai mic
primavara si vara comparativ cu toamna si iarna. De asemenea, autorii
respectivi au raportat si un procent mai mic de spermatozoizi morfologic normali
in timpul verii.

Un alt studiu a observat o productie mai ridicata de spermatozoizi toamna si
iarna si mai scazutd vara (Ciereszko si col., 2000). Autorii au afirmat ca
modificarile ar fi putut fi cauzate de tulburari ale spermatogenezei din cauza
temperaturilor ridicate din timpul verii si ca variatia acestui parametru s-a aflat
in legatura cu modificarile lunare ale activitatii acrozinei intre Noiembrie si
Martie.
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Variatii sezoniere ale mobilitatii totale si progresive

Unul dintre principalii indicatori ai calitatii ce trebuie luati in considerare in
cadrul examenului general al spermei este mobilitatea spermatozoizilor, care
reflecta abilitatea acestora de a atinge situsul fertilizarii. Daca valoarea
mobilitatii se afla sub o anumita valoare standard pre-stabilita, intreg ejaculatul
este eliminat. Tn acest studiu, pragul de acceptare a unui ejaculat a fost de 60%
mobilitate totala.

Mobilitatea totald (TMot) a variat intre 82,39% * 8,98 in timpul verii si 87,94%
+ 6,11 in timpul iernii (tabelul 7.13.). Desi in aparenta au fost inregistrate valori
mai mici vara, se poate observa ca diferentele intre valorile medii din timpul verii
si cele din timpul primaverii si toamnei sunt statistic nesemnificative (p>0,05),
ceea ce sugereaza ca standardizarea conditiilor de cazare a ajutat la evitarea
stresului caloric caracteristic verii, fiind demonstrat anterior ca temperaturile de
peste 30°C conduc la o scadere evidenta a calitatii spermei (Schnurrbusch si
col., 2002).

Sezonul recoltarii este unul dintre principalii factori care influenteaza
procentul de spermatozoizi mobili din ejaculatul de vier (Ibanescu si col., 2014),
insa n acest studiu aceasta influenta a fost minima, nefiind observate diferente
semnificative ntre trei din cele patru sezoane. Singurul anotimp ce a prezentat
diferente semnificative comparativ cu restul a fost iarna, pe parcursul careia au
fost inregistrate cea mai mare valoare medie si cea mai mica variabilitate a
valorilor (tabelul 7.13).

Tabelul 7.13./Table 7.13.

Valorile medii ale mobilitatii totale si progresive a spermatozoizilor la vierii

intretinuti Tn conditii standardizate, in functie de sezonul de recoltare
Mean values of total and progressive sperm motility in boars held in
standardized conditions, according to the season

Sezon
larna Primavara Vara Toamna
TMot Media 87,942  8505Pd  gp3ghbcd g3 35 bed
(%) SD 6,11 8,10 8,98 8,12
PMot Media 61,412 542504  5414bcd 53 37 bed
(%) SD 9,38 13,59 13,04 10,68

In cadrul aceluiasi rand, exponenti diferiti indica o diferenta statistic semnificativa a
valorilor la p< 0.05

Un comportament identic poate fi observat pentru mobilitatea progresiva
(PMot), care in cadrul analizei computerizate a materialului seminal indica
procentul de spermatozoizi cu miscari evidente de inaintare (tabelul 7.13.).

156



Teza de doctorat - 2016

Cele mai mari valori au fost obtinute in timpul iernii: 61,41 + 9,38. Totusi, se
poate observa lipsa diferentelor semnificative (tabelul 7.13) intre celelalte trei
sezoane, aspect ce se afla in dezacord cu rezultatele altor studii, care au
raportat valori semnificativ mai mari in timpul primaverii (Syring, 2008) sau iernii
si primaverii (Barranco si col., 2013). Barranco si col. (2013) au observat de
asemenea ca spermatozoizii din ejaculatele recoltate vara si, la un nivel mai
scazut toamna, sunt mai sensibili la congelare decéat cei din ejaculate recoltate
iarna si primavara. Murase si col. (2007) au raportat cel mai mic procentaj de
spermatozoizi mobili (p<0,05) in lunile de vara tarzie si toamna timpurie. In
studiul lor, aceasta perioada a coincis cu cele mai ridicate temperaturi
ambientale si cu o umiditate relativa ridicata si a oferit se asemenea cel mai
ridicat nivel al aglutinarii spermatozoizilor, cel mai scazut procentaj de
spermatozoizi cu acrozom intact si cel mai ridicat procentaj de spermatozoizi cu
anomalii morfologice.

Variatia sezonierd a numarului total de spermatozoizi mobili/ejaculat si a
numdrului total de spermatozoizi cu mobilitate progresivéa/ejaculat

Acesti doi parametri reflectd atat intensitatea procesului de formare a
spermatozoizilor, cat si eficienta maturarii lor.

Numarul total de spermatozoizi mobili (TMS/Ej.) a prezentat valori mai
ridicate in timpul verii, insa diferentele fatd de primavara si toamna nu au fost
semnificative (tabelul 7.14.).

Tabelul 7.14/Table 7.14
Valorile medii ale TMS/E]. si TPS/Ej., la vierii intretinuti in conditii
standardizate, in functie de sezonul de recoltare
Mean values of TMS/E]. si TPS/Ej., in boars held in standardized conditions,
according to the season

Sezon
larna Primavara Vara Toamna
TMS/Ej.  Media 65,422 74,68 bd 79,51 °d 71,46 2
(x10°) SD 18,11 16,61 24,17 27,11
TPSIEj. Media 45713 47,8260 52,74 © 44,20 bd
(x10°%) SD 14,14 16,09 21,56 17,68

in cadrul aceluiasi rand, exponenti diferiti indica o diferenta statistic semnificativa a
valorilor la p< 0.05

Tn mod interesant, iarna a oferit valori semnificativ mai mici pentru TMS/E].,
in comparatie cu celelalte sezoane, desi valoarea pentru TMot a fost cea mai
mare. Acest aspect poate fi explicat prin valoarea scazuta a TS/Ej. inregistrata
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in acest sezon si sugereaza ca TMS/Ej. este modulat mai degraba de catre
numarul total de spermatozoizi din ejaculat decat de catre procentajul
spermatozoizilor mobili.

Céat despre numarul total de spermatozoizi cu miscari progresive (TPS/Ej.),
au fost Tnregistrate valori semnificativ mai mari in timpul verii comparativ cu
celelalte sezoane, fapt ce poate fi corelat cu valorile mai mari ale TS/Ej. din
timpul acestei perioade. Toate celelalte sezoane au aratat intre ele diferente
minore, nesemnificative in ceea ce priveste valoarea TPS/E;].

7.2.3. Concluzii partiale

1. Influenta sezonului asupra principalilor parametri seminali de vier a fost
mai putin vizibila comparativ cu alte studii pe aceasta temda. Desi au putut fi
observate unele variatii ale valorilor de la un sezon la altul, acestea au fost mai
reduse, si ar fi putut fi cauzate de alti factori ce afecteaza spermatogeneza, cum
ar fi varsta vierilor sau infectiile subclinice. De asemenea, in timp ce majoritatea
autorilor afirma ca in timpul verii cantitatea spermei este redusa, in acest studiu
au fost obtinute valori mai mari pentru volum si numarul total de
spermatozoizi/ejaculat. Aceste aspecte sugereaza ca standardizarea si
optimizarea microclimatului in ferma poate reduce stresul caloric asupra
spermatogenezei din timpul verii, oferind astfel o solutie impotriva infertilitatii de
sezon la suine. Studii suplimentare sunt necesare pentru a observa daca acest
sistem de cazare este eficient si in ceea ce priveste parametrii speciali ai
materialului seminal.

2. Cea mai buna luna din punct de vedere reproductiv (prin prisma numarului
de spermatozoizi cu miscari progresive din ejaculat) a fost luna iunie iar cel mai
bun sezon a fost vara. La polul opus s-au situat luna septembrie si sezonul de
toamna;

3. Numarul de spermatozoizi mobili si numarul de spermatozoizi cu
mobilitate progresiva dintr-un ejaculat sunt influentate mai degraba de catre
numarul total de spermatozoizi din ejaculat decéat de procentele mobilitatii totale
si mobilitatii progresive.

4. Concentratia materialului seminal este moderatd mai mult de catre
activitatea glandelor anexe (prin cresterea sau scaderea volumului ejaculat)
decét de catre rata spermatogenezei;

5. Conditiile de intretinere influenteaza variatia sezoniera a principalilor
indicatori spermatici la vier.
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CAPITOLUL VIIl. SUBPOPULATIILE DE SPERMATOZOIZI DIN
MATERIALUL SEMINAL DE VIER SI VARIATIA SEZONIERA A ACESTORA
CHAPTER VIII. MOTILE SPERM SUBPOPULATIONS IN BOAR SPERM
AND THEIR SEASONAL VARIATION

Pe langa calcularea automata a procentului de spermatozoizi mobili din
proba analizata, sistemul CASA prezinta si avantajul analizEl individualE a
parametrilor cinetici (viteza curbilinie, viteza medie, coeficient de liniaritate, etc.)
pentru fiecare spermatozoid patruns in caémpul de analiza precum si
inregistrarea valorilor calculate, intr-o masura ce variaza in functie de sistemul
utilizat. De obicei, sistemele CASA analizeaza intre 7 si 15 campuri, calculand
valorile individuale pentru toti spermatozoizii observati, pe baza carora
determina valorile medii pentru fiecare camp. Ulterior, computerul utilizeaza
valorile medii pentru toate campurile pentru a calcula valoarea medie pentru
proba analizatd, pe care o stocheaza. in plus, acesta memoreaza si valorile
individuale ale spermatozoizilor din campul cu valorile cele mai apropiate de
media rezultatd pentru proba analizata. Valorile respective permit o analiza
ulterioara mai aprofundata a unei probe de material seminal, cu incadrarea
spermatozoizilor in anumite sub-grupuri pe baza parametrilor cinetici, asa
numitele sub-populatii mobile, ceea ce ofera posibilitatea crearii unui profil
pentru fiecare ejaculat.

Punctul de plecare pentru acest procedeu a fost observatia ca intr-o proba
de material seminal si respectiv intr-un ejaculat, spermatozoizii nu formeaza un
grup omogen. in afara de impartirea in spermatozoizi mobili/imobili sau vii/morti,
celulele seminale dintr-o proba pot fi impartite in subgrupuri morfometrice (Marti
si col., 2012; Vicente-Fiel si col., 2013), functionale (Pérez-Llano si col., 2003),
morfo-functionale (Pérez-Llano si col., 2009), biochimice (Calamera si col,
2003) si mai ales, cinetice (Quintero-Moreno si col., 2004; Ramio si col., 2008;
Muifio si col., 2009; Dorado si col., 2010; Ferraz si col., 2014).

Dupa ideea lansata de W.V. Holt (Holt, 1996) ca ejaculatele de vier sunt
formate din anumite sub-grupuri aproximativ omogene din punct de vedere
cinetic ce pot fi determinate pe baza rezultatelor oferite de CASA, a urmat un
val de studii asupra acestor asa-numite subpopulatii mobile, atat pe sperma de
vier (Ramio si col., 2008; Pérez-Llano si col., 2009, Henning si col., 2014 ), cat
si pe cea provenita de la alte specii: barbat (Calamera si col, 2003), taur (Muifio
si col., 2008; Ferraz si col., 2014), armasar (Quintero-Moreno si col., 2003),
magar (Mir6 si col., 2009; Dorado si col., 2013), berbec (Marti si col., 2012), tap
(Dorado si col., 2010; Vicente-Fiel, 2013), cerb (Martinez-Pastor si col., 2005)
sau caine (Pefia si col., 2012).
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Clasificarea spermatozoizilor dintr-o proba in aceste subpopulatii mobile
reprezinta un pas util, oferind informatii mai complete asupra valorii biologice a
unui ejaculat decéat simpla prezentare a mediilor pentru parametrii calculati
(Amann si Waberski, 2014). De exemplu, unii autori (Flores si col., 2009) au
observat ca subpopulatiile mobile din ejaculatul de vier rezista intr-o maniera
diferitd la procedura de congelare, in timp ce altii (Ramio si col. 2008) au
remarcat ca raspunsul unei probe de material seminal de vier la capacitarea si
reactia acrozomiald in vitro este corelatd cu anumite schimbari in proportia
subpopulatiilor din structura sa, aspecte ce se pot dovedi foarte utile in
selectarea ejaculatelor de calitate superioara.

Rolul si importanta subpopulatiilor de spermatozoizi in ejaculatul de vier nu
sunt pe deplin cunoscute, insa este cert ca prezinta importanta practica si
stiintifica, iar unii autori cu experienta in domeniu recomanda deja introducerea
acestui concept in cadrul evaluarii calitative a materialului seminal, pentru a
obtine informatii optimizate asupra unui ejaculat (Rodriguez-Gil, 2013).

Desi subpopulatiile de spermatozoizi dintr-un ejaculat reprezinta un subiect
studiat intens n ultimii ani, la momentul desfasurarii cercetarilor nu au putut fi
identificate studii cu privire la variatia lor sezoniera, la vieri.

Scopul acestui studiu a fost de a observa variatia sezoniera a subpopulatiilor
mobile din materialul seminal diluat de vier.

8.1. MATERIAL S| METODA

Materialul seminal

Studiul a cuprins analiza unui numar total de 4814 ejaculate obtinute de la
700 de vieri maturi din punct de vedere sexual si clinic sanatosi, cazati in conditii
normale intr-o unitate specializata in producerea dozelor de insaméantare
artificiala din Germania. Durata recoltarii a fost de 24 de luni, cuprinsa intre
Martie 2013 si Februarie 2015. Recoltarea materialului seminal a fost efectuata
prin metoda manuald, cu manusa dubla (Bogdan, 1999; Ciornei, 2012) si cu
ajutorul vaginului artificial, asemanator celui descris de Barrabes Aneas si col.
(2008), cu un interval de aproximativ 7 zile intre doua recoltari succesive de la
acelasi vier. Dupa ce au fost testate calitativ in cadrul examenului general,
ejaculatele au fost diluate cu BTS® (Minitube, Tiefenbach, Germania) si supuse
conservarii la 17°C, in doze de 100 ml (90 ml sperma diluata + 10 ml aer).

Analiza materialului seminal si identificarea subpopulatiilor

Examinarea materialului seminal s-a realizat dupa trei zile de conservare,
utilizand sistemul CASA, programul SpermVision (Minitube of America -
MOFA®, Verona, WI, USA) versiunea 3.7, conectat la un microscop Zeiss Axio
Scope A1 (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen , Germania) prevazut cu
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placuta incalzita la 38°C. Setarile au fost ajustate dupa cum urmeaza: pentru
parametrul mobilitate totald au fost luati in considerare toti spermatozoizii
prezentand orice tip de miscare, in timp ce pentru parametrul mobilitate
progresiva au fost luati in considerare doar spermatozoizii cu o vitezad medie
(VAP) de cel putin 25 pm/s si un coeficient de rectilinitate (STR) de cel putin
0,3.

Urmatorii parametri seminali au fost determinati: viteza medie a
spermatozoizilor (VAP), viteza curbilinie (VCL), viteza in linie dreapta (VSL),
coeficientul de rectilinitate (STR), coeficientul de liniaritate (LIN), coeficientul de
oscilatie (WOB), amplitudinea de deplasare laterala a capului (ALH) si frecventa
de intersectare a capului cu traiectoria medie (BCF).

Pentru fiecare proba analizata, au fost accesate datele individuale ale
spermatozoizilor aflati in cdmpul salvat de computer, obtinand astfel valorile
calculate pentru un numar total de 433 145 de spermatozoizi analizati pe
parcursul celor doi ani. Toate datele au fost ulterior incluse intr-o baza de date
comuna.

Pentru identificarea subpopulatiilor, valorile au trecut printr-o serie de analize
statistice, utilizand programul IBM SPSS® Statistics versiunea 21 (IBM®
Corporation, Chicago, IL, USA). Primul pas a fost reprezentat de efectuarea
analizei componentilor principali (Principal Component Analysis, cunoscuta si
sub abrevierea PCA) asupra celor 8 parametri cinetici amintiti mai sus, folosind
ca si criteriu de extractie valoarea ,Eigenvalue”, al carei minim a fost setat la 1.
PCA are drept scop reducerea numarului de variabile dintr-o baza de date,
pentru a o face mai usor de vizualizat si analizat. Analiza se bazeaza pe
identificarea corelatiilor dintre variabile si a tiparelor de variatie si extragerea
elementelor ce influenteazé in cea mai mare masura variatia valorilor. Dupa
aplicarea PCA, au fost identificati doar doi componenti cu Eigenvalue mai mare
de 1. In matricea componentilor au fost observate doua tipare de variatie, primul
caracterizand VCL, VAP, VSL, BCF si ALH iar al doilea caracterizdnd STR, LIN
si WOB. In consecinta, au fost selectate pentru analizele ulterioare cele doua
variabile cu cele mai mari valori Tn matricea componentilor, mai exact VAP
(0,973) si LIN (0,924). Urmatorul pas a fost reprezentat de standardizarea
valorilor pentru parametrii VAP si LIN, astfel incat valoarea medie sa fie O iar
deviatia standard sa fie 1. Rolul standardizarii valorilor este de a evita calcularea
eronata a centrelor subgrupurilor din cauza scalei diferite de valori pentru cei
doi parametri. Mai departe, incadrarea spermatozoizilor in subpopulatii a fost
realizatd cu ajutorul procedurii ,k-means cluster analysis” utilizadnd distantele
euclidiene. Numarul solicitat de subgrupuri (clustere) a fost de 4, pe baza
informatiilor din majoritatea studiilor anterioare pe aceasta tema. Dupa

161



Ibanescu lulian Andrei

aplicarea acestei analize, apartenenta fiecarui spermatozoid la unul dintre
subgrupuri a fost salvata, pentru a putea calcula procentul fiecarei subpopulatii
identificate.

8.2. REZULTATE $I DISCUTII

Determinarea subpopulatiilor de spermatozoizi dintr-un ejaculat reprezinta o
analiza moderna, recomandata de unii autori pentru in scopul de utiliza la
potential maxim sistemul CASA (Amann si Waberski, 2014). Desi nu s-a ajuns
inca la un consens in ce priveste rolul fiziologic al acestora, utilitatea analizei a
fost demonstrata prin unele studii care au evidentiat de exemplu legatura dintre
structura subpopulatiilor si fertilitate (Yaniz si col., 2015), activarea mobilitatii in
prezenta bicarbonatului (Satake si col., 2006; Henning si col., 2014) sau
rezistenta la congelare (Ortega-Ferrusola si col., 2009). Raspunsul diferit la
actiunea unor agenti precum bicarbonatul indica faptul ca subpopulatiile de
spermatozoizi dintr-un ejaculat sunt caracterizate de un potential diferit de a-si
schimba activitatea biologica si implicit de a suporta capacitarea. Acest aspect
prezinta o importanta majora, indicand ca posibilitatea unui ejaculat de a obtine
un procent corect de spermatozoizi capacitati depinde de o anumita distributie
a subpopulatiilor de spermatozoizi mobili (Ramié si col., 2008).

Interpretarea rezultatelor analizei computerizate a spermei doar pe baza
valorilor medii este considerata de unii autori incompleta (de Paz si col, 2011;
Amann si Waberski, 2014).

In urma analizei de clustering efectuate n cadrul acestui studiu,
heterogenitatea materialului seminal a fost evidenta, cu existenta unor
subgrupuri distincte de spermatozoizi caracterizate prin valori diferite pentru
viteza de deplasare si coeficientul de liniaritate. Valorile medii ale parametrilor
cinetici pentru cele patru subpopulatii sunt redati in tabelul 8.2. Pe scurt,
caracteristicile principale ale acestora sunt dupa cum urmeaza (figura 8.1.):

- subpopulatia 1 a cuprins spermatozoizi ce s-au deplasat cu o viteza ridicata
insa cu un coeficient de liniaritate relativ scazut (figura 8.2. A). Acest grup a
cuprins circa 28% din totalul spermatozoizilor analizati (tabelul 8.1.);

- subpopulatia 2 a cuprins spermatozoizi caracterizati de viteza si liniaritate
reduse (figura 8.2. B). Aproximativ 26% din totalul spermatozoizilor au facut
parte din acest grup.

- subpopulatia 3 a fost reprezentata de spermatozoizi cu viteza si coeficient
de liniaritate relativ ridicate (figura 8.2. C). In total, aproximativ 20%
spermatozoizi au facut parte din acest grup (tabelul 8.1.).

- subpopulatia 4 a inclus spermatozoizi ce s-au deplasat cu viteza redusa
insa cu un coeficient de liniaritate ridicat (figura 8.2. D). Acesti spermatozoizi au
reprezentat circa 26% din numarul total (tabelul 8.1.).
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Figura 8.1. Caracteristicile celor patru subpopulatii de spermatozoizi
identificate in sperma de vier, in ceea ce priveste viteza medie si coeficientul
de liniaritate (valori standardizate)

Figure 8.1. The characteristics of the four motile sperm subpopulations
identified in boar semen, in terms of average path velocity and linearity
(standardized values)

-.

Figura 8.2. Traseele reprezentative pentru cele patru subpopulatii de
spermatozoizi identificate in sperma de vier
(A-subpopulatia 1; B-subpopulatia 2; C-subpopulatia 3; D-subpopulatia 4)
Figure 8.2. Representative motility tracks for sperm within the four motile
spubpopulation identified in boar semen
(A-subpopulationl1; B-subpopulation 2; C-subpopulation 3; D-subpopulation 4)
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Prezenta a patru subpopulatii distincte de spermatozoizi in materialul
seminal a fost evidentiatd de mai multi autori, atat la vier (Montserrat Rivera Si
col, 2005; Ramio si col., 2008) cét si la alte specii (Quintero-Moreno si col.,
2003; Mir6 si col., 2005; Dorado si col., 2011; Maya-Soriano si col., 2015).
Aceasta structura a materialului seminal pare sa fie relativ constanta, ramanand
neschimbata de exemplu dupa expunerea masculilor la regimuri diferite de
lumina (Rivera si col., 2006) si capacitare (Ramio si col., 2008) in cazul spermei
de vier sau dupa crioconservare in cazul spermei de caine (Dorado si col.,
2011).

Tabelul 8.1./Table 8.1.
Dimensiunea fiecarei subpopulatii in totalul spermatozoizilor luati in calcul
The size of each motile sperm subpopulation identified in boar semen

Numar %
spermatozoizi
Subpopulatie 1 120 906 - 27,91
2 113 239 26,14
3 85 820 - 1981
4 113 180 26,13
Total 433 145 - 100

De remarcat ca ponderea subpopulatiilor a fost aproximativ egala, exceptia
fiind subgrupul spermatozoizilor cu viteza si coeficient de liniaritate ridicate, care
a inregistrat o valoare mai mica in comparatie cu celelalte trei (tabelul 8.1.). Intr-
un studiu anterior, Ramié si col. (2008) au obtinut o distributie asemanatoare,
cu subgrupul spermatozoizilor rapizi si liniari fiind cel mai slab reprezentat (19%)
pe cand celelalte trei subgrupuri au prezentat valori apropiate.

Valorile medii pentru parametrii cinetici ale subpopulatiile determinate in
cadrul acestui studiu sunt prezentate in tabelul 8.2..

Pe langa diferentele referitoare la viteza si liniaritatea deplasarii, se poate
observa ca subgrupurile identificate difera si prin prisma amplitudinii de
deplasare laterale a capului si a frecventei de intersectare cu traiectoria medie.
Se remarca valorile superioare pentru ALH aratate de subgrupurile 1 si 3.
Aceste subpopulatii au fost caracterizate si de valori mari pentru VAP si BCF
(tabelul 8.1.). Pe de alta parte, subgrupul 2, caracterizat de valori mici pentru
VAP, a prezentat in acelasi timp valori reduse si pentru ALH si BCF si cele
inferioare aratate de subgrupurile 2 si 4.
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Tabelul 8.2./Table 8.2.
Valorile medii si deviatiile standard caracteristice celor patru subpopulatii
de spermatozoizi identificate in sperma de vier, in ceea ce priveste parametrii
cinetici
Mean values and standard deviation showed by the four motile sperm
subpopulations in boar semen in terms of the kinetic parameters
Subpopulatia Subpopulatia Subpopulatia Subpopulatia
1 2 3 4

(medie £+ SD)  (medie + SD)  (medie + SD)  (medie + SD)

VEL 168,03+55,67  29,94+33,99 144,68+45,67  42,60+27,09
(um/sec)
VAP
74,80+£20,95 9,67+10,67 87,54+21 44 27,68+16,51
(um/sec)
VSL
49,03+15,96 5,4616,45 78,38+19,10 24,37415,26
(Um/sec)
ALH
(um) 3,95+1,51 1,13+1,29 3,16+1,31 1,43+1,07
BCF
(H2) 37,05+8,49 8,83+11,78 38,95+9,11 22,17+17,18
STR 0,68+0,19 0,41+0,34 0,90+0,07 0,87+0,09
(VSL/VAP) e UM IVEY, ,0/20,
WOB
(VAP/VCL) 0,46+0,07 0,24+0,19 0,62+0,10 0,69+0,15
LIN
+ + + +
(VSLVCL) 0,31+0,10 0,14+0,13 0,56+0,10 0,60+0,16

Analiza sezoniera a proportiei subpopulatiilor de spermatozoizi poate ajuta
la o mai buna definire a calitatii materialului seminal pe parcursul anului si poate
avea un impact economic semnificativ, deoarece o evaluare mai completa a
materialului seminal va conduce la imbunatatirea productiei de doze de
insamantare artificiala la animale (Marti si col., 2012).

Sezonul a aratat o influentd clara asupra distributiei subpopulatiilor de
spermatozoizi din materialul seminal de vier in cadrul acestui studiu (figura
8.3.).

Anotimpul de primavara a fost caracterizat printr-o distributie aproximativ
uniforma, cu ponderea cam mai mare oferita de subgrupul 1 (28,3%) si cea mai
mica de subgrupul 3 (22,2%). La limita superioara s-au remarcat subgrupurile
1 si 4, cu proportii aproximativ egale. Acest aspect este usor surprinzator, tinand
cont ca cele doua subgrupuri se situeaza la extreme opuse pentru aproape tofi
parametrii cinetici analizati.
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Figura 8.3. Ponderea sezoniera a subpopulatiilor de spermatozoizi in
sperma de vier
Figure 8.3. The share of each motile sperm subpopulation in boar semen
according to the season

In timpul verii s-a observat o reducere Tn ponderea subgrupului 3, care a
atins doar 16,5% si a subgrupului 1, care a ajuns la 23%, cu o diferenta in minus
de peste 5% fata de iarna (figura 8.3). In acelasi timp, ponderea subgrupurilor
2 si 4 a crescut considerabil. Astfel, a scazut procentul spermatozoizilor care s-
au deplasat cu viteza si liniaritate superioare precum si a celor ce s-au deplasat
cu o viteza mare si cu liniaritate inferioara, crescand procentul spermatozoizilor
caracterizati de o liniaritate si viteza reduse precum si a celor caracterizati de o
viteza mica dar liniaritate superioara. Cea mai mare pondere in sezonul estival
a fost oferita de spermatozoizii lenti, dar liniari (31,4%). Reducerea numerica a
spermatozoizilor din subgrupul 3 ar putea fi cauzata de temperaturile ridicate
specifice verii. Intr-un studiu anterior, s-a evidentiat c& stressul caloric reduce
proportia spermatozoizilor rapizi si liniari din sperma de iepuroi, crescand-o pe
cea a spermatozoizilor mai lenti si cu o traiectorie mai putin liniard (Maya-
Soriano si col. 2015).

Anotimpul de toamna nu a prezentat diferente majore referitoare la distributia
subpopulatiilor mobile de spermatozoizi in comparatie cu anotimpul precedent.
Spermatozoizii rapizi si liniari au fost din nou cei mai putini, cu doar 14,7%. Se
remarca o crestere a subgrupului 1, care tinde s& egaleze in dimensiuni
subgrupurile 2 si 4. Astfel, toamna s-a caracterizat printr-un procent redus de
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spermatozoizi rapizi si liniari si proportii aproximativ egale a tuturor celorlalte
categorii.

Sezonul rece a oferit o crestere substantiald a procentului de spermatozoizi
avand viteza de deplasare si coeficient de liniaritate ridicate (subgrupul 3)
precum si o scadere considerabila a procentului de spermatozoizi lenti si
neliniari (subgrupul 2). in acelasi timp a crescut numarul de spermatozoizi
incadrati in subgrupul 1 (rapizi, non-liniari), atingdnd ponderea maxima in cadrul
anotimpului (32,7%). Nu trebuie omisa reducerea subgrupului 4, care a
inregistrat cea mai mica proportie (19%). Intr-un alt studiu, cresterea proportiei
de spermatozoizi rapizi dar non-liniari a fost asociatd cu adaugarea de
progesteron in mediul de dilutie si cu declansarea reactiei acrozomiale (Ramio
si col., 2008).

La o analizd concomitentd a tuturor sezoanelor se poate observa ca
subpopulatia spermatozoizilor rapizi si liniari, care teoretic prezinta cele mai
mari sanse de a ajunge la locul fecundarii in timp util a fost cel mai bine
reprezentata in timpul iernii si cel mai slab in timpul toamnei si verii. Pe de alta
parte, subgrupul spermatozoizilor lenti si non-liniari, care teoretic au sanse
reduse de a ajunge in oviduct a fost mai numeros pe perioada toamnei si verii
si mai putin numeros n timpul primaverii si iernii. Reducerea proportiei de
spermatozoizi rapizi si liniari a fost asociata intr-un alt studiu cu tulburarile
provocate de crioconservare (Dorado si col., 2011).

Asadar, dincolo de efectul asupra indicatorilor clasici de calitate ai
materialului seminal, aspect deja acceptat pe larg, se pare ca sezonul de
recoltare influenteaza si distributia subpopulatiilor de spermatozoizi. Dinamica
sezoniera a subpopulatiilor de spermatozoizi a fost evidentiata si pentru sperma
de berbec (Marti si col., 2012), tap (Abdelwahab si col., 2006) sau caprior
(Martinez-Pastor si col., 2005). in literatura de specialitate nu au putut fi gasite
insa alte studii privind modificarile sezoniere ale subgrupurilor de spermatozoizi
mobili din sperma diluata de vier.

Faptul ca sezonul de recoltare modifica distributia spermatozoizilor in cadrul
subpopulatiilor mobile poate modifica perceptia asupra variatiilor sezoniere ale
parametrilor cinetici pentru sperma de vier. Intr-un capitol anterior (capitolul 7)
s-a aratat ca anotimpul are un impact semnificativ asupra valorilor medii ale
unor parametri precum viteza de deplasare sau liniaritatea/rectilinitatea
traiectoriei spermatozoizilor. Astfel, modificarile sezoniere ale parametrilor
amintiti ar putea fi cauzate de modificarea numarului de spermatozoizi care se
incadreaza intr-o subpopulatie sau intr-alta si nu de o scadere/crestere a
valorilor pentru toti spermatozoizii ejaculati.
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8.3. CONCLUZII PARTIALE

1. Materialul seminal analizat a fost caracterizat de prezenta a patru
subpopulatii distincte de spermatozoizi, definite prin viteze de deplasare si
uniformitate a traiectoriei diferite: subpopulatia 1, cu viteza mare si liniaritate
mica; subpopulatia 2, cu viteza si liniaritate reduse; subpopulatia 3, cu viteza si
liniaritate superioare; subpopulatia 4 cu viteza mica dar liniaritate ridicata.

2. Anotimpul de recoltare a avut o influenta clara asupra distributiei de
spermatozoizi in materialul seminal analizat.

3. Cu exceptia sezonului rece, subpopulatia spermatozoizilor rapizi si liniari
a fost cea mai slab reprezentata.

4. Cea mai mare variabilitate inter-sezoniera a fost oferita de subgrupul
spermatozoizilor lenti si cu traiectorie liniara.

5. Modificarile sezoniere ale parametrilor amintiti ar putea fi cauzate de
modificarea numarului de spermatozoizi care se incadreaza intr-o subpopulatie
sau intr-alta si nu de o scadere/crestere a valorilor pentru toti spermatozoizii
ejaculati.
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CAPITOLUL IX. FERTILITATEA SCROAFELOR IN RAPORT CU
VALOAREA BIOLOGICA A MATERIALULUI SEMINAL
CHAPTER IX. FERTILITY OF SOWS IN RELATION TO RAW SEMEN
PARAMETERS

Ins&mantarea artificiald la suine este utilizata in zilele noastre la scaré larga
de catre fermieri, deoarece procedurile de colectare a materialului seminal,
conservarea si transportul acestuia de la centrele de colectare la ferme s-au
imbunatatit semnificativ in ultimii 20 de ani, transformand insaméantarea
artificiala intr-un proces eficient din punct de vedere al timpului de lucru precum
si al utilizarii vierilor la reproductie. Biotehnologiile de insaméantare artificiala la
scroafe indeparteaza dezavantajele montei naturale, contribuind la distribuirea
mai eficace a resurselor genetice precum si la identificarea masculilor subfertili
sau infertili.

Succesul procedurilor de insamantare artificiala la animale si inclusiv la
scroafe depinde de o serie de factori, cum ar fi: calitatea materialului seminal,
abilitatea personalului din ferma de a detecta estrul si indeménarea in timpul
insamantarii propriu-zise (Holt si col, 1997). Puterea de fertilizare a
spermatozoizilor poate avea un impact economic major in cazul utilizarii
tehnicilor de insaméantare artificiala (Gadea, 2005), iar intelegerea corelatiilor
dintre unele caracteristici ale spermatozoizilor, mai ales cele cinetice, poate
ajuta la cresterea eficientei in ceea ce priveste productia de material seminal
(Didion, 2008).

in mod interesant, relatia dintre mobilitatea spermatozoizilor si fertilitate este
controversata, probabil din cauza conditjilor diferite in care s-au realizat diverse
studii. Mobilitatea reprezinta unul dintre cei mai importanti parametri in cadrul
examinarii materialului seminal si ajuta la eliminarea ejaculatelor de calitate
inferioara (Gadea si col., 1998), insa unii autori atrag atentia ca indicatorii
calitativi uzuali ai materialului seminal nu ofera suficiente informatii pentru a
prezice fertilitatea unui vier (Pinart si Pigmulé, 2013).

Conform lui Parkinson (2001), dar si lui Gadea (2005), evaluarea unor
parametri spermatici generali, cum ar fi volumul ejaculatului, concentratia,
mobilitatea progresiva, viabilitatea si morfologia acrozomului reprezinta un
instrument util in detectarea ejaculatelor cu o calitate necorespunzatoare pentru
folosirea la insamantarea artificiala.

Scopul acestui studiu a fost de a estima efectul unor parametri ai materialului
seminal de vier (volumul ejaculatului, concentratia la ejaculare, numarul total de
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spermatozoizi/ejaculat, mobilitatea totala, mobilitatea progresiva) asupra celor
mai importanti indicatori ai fertilitatii la scroafe: rata fatarilor si prolificitatea.

9.1. MATERIAL S| METODA

Unitatea si animalele

Cercetarile s-au efectuat intr-o unitate comerciala situatd in nord-estul
Romaniei, a céarei activitate o reprezinta cresterea si reproductia suinelor.

Perioada luata in calcul a fost de 12 de luni, cuprinsa intre 27 martie 2013
si 26 martie 2014, perioada ce corespunde fatarilor obtinute dupa insamantarea
artificiala cu material seminal recoltat intre 1 decembrie 2012 si 30 noiembrie
2013. Studiul a inclus recoltarea materialului seminal de vier si examinarea lui,
fnsamantarea scroafelor cu materialul seminal ce a indeplinit standardele de
calitate si a fost conservat la temperatura de 17°C timp de maximum 3 zile si
monitorizarea unor parametri ai fertilitatii: rata fatarilor, numarul total de
purcei/parturitie, numarul de purcei Vvii/parturitie si numarul de purcei
morti/parturitie. Deoarece in ferma in care s-a desfasurat studiul se practica
heterospermia, fapt ce face imposibila monitorizarea capacitatii de fertilizare a
fiecarui ejaculat in parte, evaluarea indicilor de fertilitate s-a efectuat global, la
nivelul intregii ferme, tindnd cont de faptul ca unitatea respectiva de reproductie
suina reprezinta un sistem inchis, in care scroafele sunt insdmantate doar cu
material seminal produs in centrul propriu de recoltare si procesare.

Ejaculatele au provenit de la un numar de 31 de vieri din rasa Pietrain, cu
varste cuprinse intre 8 luni si 2,5 ani.

Recoltarea, examinarea si procesarea materialului seminal

Recoltarea materialului seminal s-a realizat prin metoda masturbatiei, cu
manusa dubla (Bogdan, 1999, Ciornei, 2012), pe manechin, cu un interval de
cel putin 7 zile intre doua recoltari succesive de la acelasi vier.

Dupa recoltare, toate ejaculatele au fost preluate n laborator, pentru
examinare. Examinarea materialului seminal a cuprins determinarea urmatorilor
indicatori:

- Culoare, miros, aspect — prin examen organoleptic;

- Volum — cu ajutorul paharului gradat;

Mobilitate totala (etapa initiala) — Cu ajutorul microscopului optic;
Concentratie — cu ajutorul fotometrului ACCUCEL (IMV Technologies,
Franta) (figura 9.1);

- Mobilitate totala (a doua etapa), mobilitate progresiva, numar total de
spermatozoizi din ejaculat, numar total de spermatozoizi mobili din ejaculat,
numar total de spermatozoizi progresivi din ejaculat — cu ajutorul sistemului
CASA (modelul CEROS I, IMV Technologies, Franta) (figura 9.2.).
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Figura 9.1. Fotometrul ACCUCELL Figura 9.2. Sistemul CASA utilizat la
utilizat la determinarea concentratiei ~ examinarea calitativa a materialului

materialului seminal seminal
Figure 9.1. ACCUCELL photometer  Figure 9.2. CASA system used for
used for calculating sperm sperm examination during study

concentration during study

Mobilitatea totald s-a determinat in doua etape. in prima etapa s-a utilizat
metoda clasica, folosind microscopul optic, efectuata pentru a putea indeparta
imediat ejaculatele cu mobilitate totala mai mica de 60%. A doua etapa a utilizat
sistemul CASA si a fost efectuata pentru a determina valoarea exacta a
mobilitatii totale, precum si alti parametri seminali.

Ejaculatele ce au Indeplinit standardul de calitate au fost diluate cu diluantul
MR-A (Kubus SA, Las Rozas-Madrid, Spania), dupa care au fost ambalate
automat (figura 9.3.) in doze de insamantare artificiala (figura 9.4.), mentinute
la 17°C pana la utilizare.
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Figura 9.3. Ambalarea automata a Figura 9.4. Doza de IA pentru
dozelor de 1A scroafe
Figure 9.3. Automatic packing of Figure 9.4. Swine Al dose

swine Al doses

Doar ejaculatele cu cel putin 60% mobilitate totalad au fost inregistrate si
procesate, celelalte fiind eliminate.

Datele obtinute in urma examinarii au fost procesate cu ajutorul programul
Microsoft Office (Excel) si a programului de interpretare statistica IBM SPSS®
Statistics, versiunea 21 (IBM® Corporation, Chicago, IL, SUA).

insamantarea artificiala

Pentru operatiunea de insamantare artificiala a scroafelor s-a folosit metoda
endocervicala (clasica) care presupune depunerea materialului seminal la
nivelul cervixului (Ciornei, 2012) (fig. 9.5.)

' ) i B ‘ -~
Figura 9.5. Insdmantarea artificiala a scroafelor: introducerea cateterului de
insamantare (A) si depunerea materialului seminal (B)
Figure 9.5. Artificial insemination of sows: cathether intromission (A) and
semen inoculation (B)
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Insamantarea s-a efectuat prin utilizarea a doud sau trei doze de
insamantare (in functie de persistenta reflexului de imobilitate fata de om), la
interval de 12 ore.

9.2. REZULTATE $I DISCUTII

Tn cadrul acestui studiu, s-au luat in considerare rata fatarilor, numarul total
de purcei/parturitie, numarul de purcei vii/parturitie si numarul de purcei
morti/parturitie la scroafele ce au fatat in perioada 27 martie 2013 — 26 martie
2014, ceea ce corespunde Tnsamantarilor artificiale cu materialul seminal
recoltat in perioada decembrie 2012 — noiembrie 2013 (tabelul 9.1.).

Tabelul 9.1./Table 9.1.
Intervalul fatarilor la scroafe, in concordanta cu intervalul recoltarilor
materialului seminal si al insdmantarilor artificiale
The period of sow farrowing, according to the time of artificial insemination

Perioada insamantarii Perioada fatarii
Decembrie 2012 27 mar-25 apr 2013
lanuarie 2013 26 apr-26 mai 2013
Februarie 2013 27 mai-23 iun 2013
Martie 2013 24 iun-24 iul 2013
Aprilie 2013 25 iul-23 aug 2013
Mai. 2013 24 aug-23 sep 2013
lunie 2013 24 sep-23 oct 2013
lulie 2013 24 oct-23 nov 2013
August 2013 24 nov-24 dec 2013
Septembrie 2013 25 dec-24 ian 2014
Octombrie 2013 25 ian-24 feb 2014
Noiembrie 2013 25 feb-26 mar 2014

Din totalul celor 6 970 insamantari artificiale efectuate, au rezultat 5 981
parturitii, cu un numar total de 79 021 purcei, din care 73 762 purcei vii si 5 259
purcei morti.

9.2.1. Evolutia ratei parturitiilor si corelatiile cu parametrii seminali

Rata parturitiilor a variat intre 77,86% in perioada 24 octombrie 2013-23
noiembrie 2013 si respectiv 89,17% in perioada 25 decembrie 2013-24 ianuarie
2014 (figura 9.6.). Astfel, cea mai mica ratd a parturitilor a corespuns
insaméantarilor cu material seminal recoltat in luna iulie, n timp ce rata cea mai
mare a fost obtinutd dupa insamantari cu material seminal recoltat in luna
septembrie 2013.
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Figura 9.6. Evolutia lunara a ratei parturitiilor la scroafe
Figure 9.6. Monthly variation of farrowing rate in sows
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Cea mai mica rata a parturitiilor a fost obtinuta dupa insamantare cu material
seminal din luna in care s-au Tnregistrat cele mai mici valori pentru mobilitatea
totala a spermatozoizilor si valori apropiate de minim pentru mobilitatea
progresiva (tabelul 9.2.), ceea ce este in concordanta cu afirmatiile unor autori,
conform carora utilizarea unor ejaculate cu mobilitate redusa duce la obtinerea
unor indici redusi de fertilitate (Flowers, 1997). In mod surprinzétor ins&, cea
mai mare rata a parturitiilor a fost obtinuta de asemenea dupa insamantari cu
material seminal din ejaculate cu mobilitate redusa dar si cu un volum mai mic
(tabelul 9.2.).
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Tabelul 9.2./Table 9.2.
Mediile lunare pentru principalii parametri seminali ai ejaculatelor utilizate la
insaméantarea scroafelor
Monthly mean values for the main parameters of ejaculates used for Al in

SOwWsS
rZ?::)II(igfi?si Volum  Conc. TS/Ej. TMot TMS/Ej. PMot  TPS/E].
’ 6 9 0, 9 0 9
insdmantarii (ml)  (x10%ml) (x10°) (%) (x109) (%) (x10°)

dec.12 167,68 449,27 72,84 86,76 63,20 58,32 42,69
ian.13 170,69 488,25 77,91 89,50 69,80 63,58 49,54
feb.13 157,22 467,49 71,70 87,67 62,94 63,22 45,18
mar.13 177,58 491,65 85,29 86,26 73,36 61,32 52,02
apr.13 197,96 454,48 85,99 84,35 72,90 49,00 42,58
mai.13 205,91 462,10 92,36 84,97 78,57 55,39 51,66
iun.13 222,48 499,62 107,58 82,59 89,10 54,48 58,99
iul.13 222,24 419,59 89,49 80,66 72,76 49,24 44,79
aug.13 211,86 456,14 93,21 84,11 78,90 59,17 56,20
sept.13 149,50 537,61 75,12 80,90 61,86 52,40 40,36
oct.13 152,50 589,22 87,40 83,50 73,71 51,14 43,35
nov.13 167,50 600,40 95,08 86,55 82,29 53,36 50,29

Conc.: concentratie in spermatozoizi; TS/Ej.: numar total de spermatozoizi din
ejaculat; TMot: mobilitate totala; TMS/Ej.: numar total de spermatozoizi cu orice tip de
mobilitate din ejaculat; PMot: mobilitate progresiva; TPS/Ej.: numar total de
spermatozoizi cu mobilitate progresiva din ejaculat.

La o analiza sezoniera, se poate observa ca rata parturitiilor a inregistrat
valori mai mari dupad insamantarea cu sperma recoltata in timpul toamnei
(87,22%) (figura 9.7.), cu diferente semnificative fatd de valorile obtinute cu
ejaculate din timpul verii si iernii (p<0,05), dar nesemnificative fata de cele cu
ejaculate din timpul primaverii (p>0,05). Pe de alta parte, cea mai mica rata a
parturitiilor au oferit-o ejaculatele din timpul verii (84,58%), cu diferente
semnificative fata de toate celelalte sezoane (p<0,05).

Interesant este ca cea mai ridicata rata a parturitiilor a fost oferitad de sezonul
in care ejaculatele au avut in medie cel mai mic volum (tabelul 7.10 din cap 7.2),
cea mai mare concentratie (tabelul 7.11 din cap 7.2), cel mai mic procent al
mobilitatii progresive (tabelul 7.13 din cap 7.2) si cel mai mic numar de
spermatozoizi cu mobilitate progresiva (tabelul 7.14 din cap 7.2). Pe de alta
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parte, sezonul in care ejaculatele au avut in medie cea mai redusa mobilitate

totala (vara) a corespuns celei mai mici rate a parturitiilor.
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Figura 9.7. Rata parturitiilor in functie de sezonul recoltarii materialului

seminal si insdmantarii artificiale

Figure 9.7. Farrowing rate according to the season of semen collection and

Al

De asemenea, se remarca faptul ca la cele doua extreme in ceea ce priveste
rata parturitiilor se afla doua sezoane ce nu au inregistrat diferente semnificative
cu privire la principalul parametru calitativ al spermei, mai exact mobilitatea
spermatozoizilor (tabelul 7.13. din cap 7.2). Acest aspect reflecta corelatia slaba
intre mobilitatea totald a spermatozoizilor si rata fatarilor, fapt indicat de altfel si

de analiza Pearson (tabelul 9.3.).

Tabelul 9.3./Table 9.3.
Corelatii intre rata parturitiilor la scroafe si parametrii materialului seminal brut
Correlations between farrowing rate in sows and the main parameters of raw

semen
Volum Conc. TS/E]. TMot TMS/Ej. PMot TPSJ/E].
Rata 013" 016” 004 009 006 016" 013"
Parturitiilor

*. Corelatia este semnificativa la pragul 0.05 (2-tailed)
**. Corelatia este semnificativa la pragul 0.01 (2-tailed)
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Analiza Pearson a identificat trei corelatii semnificative intre rata parturitiilor
si parametrii ejaculatului, mai exact negativa cu volumul si pozitive cu
mobilitatea progresiva si concentratia. Rezultatele sugereaza ca un volum
ridicat al ejaculatului poate reflecta o calitate mai scazuta a acestuia, in timp ce
ejaculatele mai concentrate si cu o mobilitate progresiva superioara ajuta la
obtinerea unui numar mai mare de parturitii. Rezultatele sunt in concordanta cu
cele ale lui Park (2013) care a observat ca la valori mari ale volumului ejaculat,
rata fatarilor a scazut semnificativ. Nu trebuie neglijate totusi valorile efective
reduse ale corelatiilor (r = -0,13; r = 0,16 si r = 0,13) ceea ce indica valoarea
predictiva scazuta a parametrilor amintiti. De exemplu, in ceea ce priveste
mobilitatea, spermatozoizii pot fi lipsiti de capacitatea fecundanta desi sunt
mobili, aspect mentionat si de alti autori (Johnson si col., 2000). Desi mobilitatea
reprezinta in continuare principalul criteriu de evaluare calitativa in centrele de
productie a materialului seminal de vier, mai multe studii semnaleaza absenta
corelatiilor intre acest parametru si fertilitate la suine (Quintero-Moreno si col.,
2004; Sancho si col., 2006). in aceste conditii, mobilitatea spermatozoizilor
reprezintd mai degraba un parametru ce elimina ejaculatele cu potential redus
de fertilizare (daca se afla sub o anumita valoare), fara a putea insa asigura
selectarea doar a ejaculatelor de calitate foarte buna.

9.2.2. Evolutia prolificitatii si corelatiile cu parametrii seminali

Prolificitatea a variat intre 12,85 purcei/parturitie in perioada 27 mai-23 iunie
2013 si respectiv 13,69 purcei/parturitie Tn perioada 25 decembrie 2013-24
ianuarie 2014 (figura 9.8.). Astfel, cea mai mica prolificitate a corespuns
insamantarilor cu material seminal recoltat in luna februarie, in timp ce
prolificitatea cea mai mare a fost obtinuta dupa insamantari cu material seminal
recoltat in luna septembrie.

De remarcat ca cea mai buna prolificitate a coincis ca perioada cu cea mai
buna ratad a fatarilor si, ca si aceasta, a fost obtinuta dupa insaméantari cu
material seminal din ejaculate cu mobilitate redusa dar si cu un volum mai mic
(tabelul 9.2.). Pe de alté parte, cea mai mica prolificitate a fost obtinutd dupa
insaméantare cu material seminal din luna in care s-au inregistrat cele mai mici
valori pentru numarul total de spermatozoizi (tabelul 9.2.).
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Figura 9.8. Evolutia lunara a prolificitatii la scroafe
Figure 9.8. Monthly variation of litter size in sows

Analiza sezoniera releva faptul ca ejaculatele recoltate toamna au oferit cea

mai mare prolificitate (figura 9.9.), cu diferente semnificative fatd de celelalte
sezoane (p<0,05). La polul opus se afla ejaculatele recoltate iarna, cu diferente
semnificative fata de ejaculatele din timpul verii si toamnei (p<0,05), nu insa si
fata de cele din timpul primaverii.
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Figura 9.9. Prolificitatea in functie de sezonul recoltarii materialului seminal
si Insdmantarii artificiale
Figure 9.9. Litter size according to the season of semen collection and Al

Sezonul Tn care ejaculatele au avut in medie cel mai mic volum, cea mai

mare concentratie, cel mai redus procent al mobilitatii progresive si cel mai mic
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numar de spermatozoizi cu miscari progresive, a oferit din nou cea mai buna
fertilitate, de aceastd data prin prisma numarului de purcei/parturitie. Spre
deosebire de rata fatarilor insa, cea mai slaba prolificitate a fost obtinuta cu
ejaculatele din timpul iernii, sezon in care s-au inregistrat cel mai mic numar de
spermatozoizi/ejaculat si cel mai mic numar de spermatozoizi mobili din
ejaculat.

La o prima vedere s-ar putea afirma ca existd o corelatie negativa intre
volumul ejaculatului si prolificitatea pe care acesta o va produce, aspect sugerat
de altfel si de un alt studiu (Park, 2013), insa, conform analizei Pearson, aceasta
corelatie este nesemnificativa (tabelul 9.4.).

Tabelul 9.4./Table 9.4.
Corelatii intre prolificitatea la scroafe si parametrii materialului seminal brut

Correlations between litter size in sows and the main parameters of raw

semen

Volum Conc. TS/E]. TMot TMS/Ej. PMot TPS/E].
Prolificitate -0,02 0,06 -0,02 -0,07 -0,03 -0,12" -0,06

*. Corelatia este semnificativa la pragul 0.05 (2-tailed)

Analiza Pearson a depistat o singura corelatie semnificativa a prolificitatii cu
parametrii materialului seminal brut, mai exact una slab negativa cu procentul
mobilitatii progresive. Rezultatul este unul surprinzator, deoarece sugereaza ca
un numar mai mare de spermatozoizi cu miscari evidente de inaintare va duce
la fertilizarea unui numar mai mic de ovocite, ceea ce contrazice unul dintre
principiile de baza ale fertilitatii materialului seminal, conform caruia un numar
mare de spermatozoizi mobili este absolut necesar fecundarii (Runceanu si col.,
2007). Mobilitatea progresiva a spermatozoizilor este indicatorul unui
metabolism nealterat si a unei membrane integre, iar estimarea sa prezinta
astfel o importantd fundamentala in controlul calitativ al spermei (Johnson si
col., 2000). Pe de alta parte, nu trebuie omisa valoarea mica a corelatiei (r=0,12)
obtinute Tn acest studiu.

O explicatie posibila a lipsei corelatiilor pozitive intre procentele mobilitatii i
indicii de fertilitate ar fi ca efectele pozitive ale unui procent mai mare de
spermatozoizi mobili sunt vizibile numai pana la un anumit prag, peste care
acest parametru nu mai influenteaza indicii de fertilitate ai scroafelor. De
exemplu, Park (2013) demonstreaza ca o crestere a mobilitatii totale de la 30%
la 70% aduce cu sine imbunatatiri semnificative ale ratei fatarilor, insa pe de
alta parte unele studii arata ca daca procentul mobilitatii este mai mare de 60%,
nu mai exista corelatii intre acest parametru si rata de penetrare in-vitro, rata

179



Ibanescu lulian Andrei

parturitiilor si prolificitate (Flowers, 1997). In acelasi timp, unii autori
mentioneaza ca intreg examenul general al materialului seminal nu are
capacitatea de a prezice puterea acestuia de a fertiliza, fiind capabil doar sa
detecteze ejaculatele cu o calitate slaba evidenta (Gadea si col., 2004; Gadea,
2005). De asemenea, Didion (2008) sustine ca desi intelegerea corelatiilor intre
parametrii cinetici ai spermei si capacitatea de fecundare ar imbunatati eficienta
unitatilor de productie, totusi o perspectiva realistica vizeaza mai degraba
identificarea vierilor si ejaculatelor cu fertilitate foarte scazuta decét pe a celor
cu fertilitate foarte buna.

9.2.3. Evolutia numarului de purcei vii/parturitie si corelatiile cu
parametrii seminali

Numarul de purcei vii/parturitie a variat intre 11,95 in perioada 27 mai-23
iunie si respectiv 12,88 in perioada 25 februarie-26 martie (figura 9.10). Dupa
cum era de asteptat, perioadele cu prolificitate superioard/inferioard au
corespuns cu perioadele cu valori superioare/inferioare pentru numarul de
purcei vii/parturitie, cei doi parametri aflandu-se in stransa legatura. De
remarcat totusi ca cel mai mare numar de purcei vii/parturitie a fost obtinut dupa
insamantare cu sperma din ejaculate cu cea mai mare concentratie in
spermatozoizi (recoltate in noiembrie 2013).
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Figura 9.10 Evolutia lunara a numarului de purcei vii/parturitie la scroafe
Figure 9.10. Monthly variation of the number of live piglets/parturition in
SOWsS
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Analiza sezoniera a acestui parametru a relevat un comportament identic al
acestui parametru cu cel al prolificitatii: valori superioare oferite de ejaculatele
din timpul toamnei (figura 9.11.), cu diferente semnificativ p<0,05 fata de
celelalte sezoane, in timp ce la polul opus s-au situat ejaculatele obtinute in
timpul iernii si primaverii, fara diferente semnificative intre ele. Ejaculatele din
timpul verii s-au situat pe o pozitie intermediara.
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Figura 9.11. Numarul de purcei vii/parturitie in functie de sezonul recoltarii
materialului seminal si insamantarii artificiale
Figure 9.11. The number of live piglets/parturition in sows according to the
season of semen collection and Al

in ceea ce priveste corelatiile acestui indicator de fertilitate cu parametrii
seminali, analiza Pearson a detectat o corelatie pozitivd cu valoarea
concentratiei ejaculatului in spermatozoizi (r=0,16; p<0,01) (tabelul 9.5.).
Aceasta este in concordantd cu aspectul remarcat mai sus, si anume ca
ejaculatele recoltate Tn luna noiembrie 2013, luna in care s-a inregistrat cea mai
mare valoare medie a concentratiei, au dus la obtinerea celui mai mare numar
de purcei vii/fatare. O concentratie mai ridicata intr-un ejaculat indica o cantitate
mai mica de plasma seminala ce revine fiecarui spermatozoid si efectuarea unei
dilutii la un raport mai ridicat in cadrul prelucrarii. Astfel, corelatia detectata ar
putea sugera ca mediul sintetic de dilutie utilizat la prelucrarea materialului
seminal protejeaza capacitatea de fertilizare a spermatozoizilor mai bine decét
o face mediul natural, in speta plasma seminala. Acest aspect este surprinzator,
fiind bine cunoscut ca plasma seminala contine o serie de proteine implicate in
unele etape esentiale ce preceda fertilizarea, printre care capacitarea,
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constituirea de rezervei de spermatozoizi in oviduct, transportul
spermatozoizilor in tractusul genital femel, interactiunea si fuziunea gametilor
(Setchell, 2014). De asemenea, unii autori au aratat ca incubarea
spermatozoizilor dupa congelare in 50% plasma seminala le imbunatateste
capacitatea fecundanta (Garcia si col.,, 2010). Pe de altd parte, efectele
negative ale prezentei plasmei seminale in cantitate ridicata in doza de IA
asupra fertilitatii au fost mentionate si in alte studii (Johnson si col., 2000), iar
alti autori au aratat ca spermatozoizii rezista mai bine conservarii prin congelare
daca se recolteaza doar fractiunea bogata in spermatozoizi, asadar mai
concentrata, decat daca se recolteaza intreg ejaculatul (Alkmin si col., 2014).
Din plasma seminala, se pare ca secretia glandelor veziculare prezinta efecte
adverse asupra spermatozoizilor, afectandu-le mobilitatea si viabilitatea (Gorog
si col., 2013).

Tabelul 9.5./Table 9.5.
Corelatii intre numarul de purcei vii/parturitie la scroafe si parametrii
materialului seminal brut
Correlations between the number of live piglets/parturition in sows and the
main parameters of raw semen

Volum Conc. TS/E]. TMot TMS/E;]. PMot TPS/E].

Numar de purcei
vii/parturitie

*. Corelatia este semnificativa la pragul 0.05 (2-tailed)

**. Corelatia este semnificativa la pragul 0.01 (2-tailed)

-0,07 0,16" 0,03 -0,12" 0,00 -0,14"  -0,05

Sunt dificil de explicat corelatiile negative detectate intre numarul de purcei
vii/parturitie si mobilitatea spermatozoizilor, atat cea totala cat si cea progresiva
(tabelul 9.5.), aspect ce contrazice rezultatele altor studii (Gorog si col., 2013).
Teoretic, un procent mai mare de spermatozoizi mobili reflecta o calitate mai
buna a ejaculatului, cu un numar mai mare de spermatozoizi ce pot atinge
situsul fecundarii. In literatura de specialitate mai exista raportari ale unor
corelatii ciudate oferite de procentul mobilitatii, de exemplu pozitive cu numarul
de purcei morti/parturitie (Park, 2013), insa nu au mai fost depistate mentiuni
ale unei corelatii negative cu numarul de purcei vii/parturitie. Nu trebuie neglijate
valorile mici ale corelatiilor (r= -0,12 pentru TMot si respectiv r= -0,14 pentru
PMot), insa rezultatul ramane unul surprinzator si dificil de explicat.
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9.2.4. Evolutia numarului de purcei morti/parturitie si corelatiile cu
parametrii seminali

Desi nedorita, fatarea de produsi de conceptie morti reprezintd un aspect
obisnuit la suine, mai ales in conditiile cresterii intensive. Parametru ce reflecta
incapacitatea unor produsi de conceptie de a supravietui in timpul gestatiei,
numarul de purcei morti/parturitie a cunoscut in acest studiu valori maxime in
perioada 26 aprilie-26 mai 2013 (1,1) si valori minime in perioada 25 februarie-
26 martie 2014 (0,7) (figura 9.12.). Interesant este ca perioada de minim a
acestui parametru a coincis cu perioada de maxim a numarului de purcei
vii/parturitie, insa perioada sa de maxim nu a coincis cu perioada de minim a
numarului de purcei vii/parturitie, semn ca intre cei doi parametri nu exista o
corelatie stricta.
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Figura 9.12. Evolutia lunara a numarului de purcei morti/parturitie la scroafe
Figure 9.12. Monthly variation of the number of stillborn/parturition in sows

Din punct de vedere sezonier, cele mai mari valori au fost obtinute dupa
utilizarea ejaculatelor recoltate iarna si primavara (figura 9.13.), fara diferente
semnificative intre cele doua sezoane (p>0,05), iar la polul opus s-au situat
ejaculatele recoltate in timpul toamnei, cu diferente semnificative fata de
celelalte sezoane (p<0.05).
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Figura 9.13. Numarul de purcei vii/parturitie la scroafe in functie de sezonul
recoltarii materialului seminal si Tnsamantarii artificiale
Figure 9.13. The number of stillborn/parturition in sows according to the
season of semen collection and Al

Se remarca un comportament invers fata de cel al numarului de purcei
vii/parturitie, ceea ce ar putea sugera o corelatie negativa intre cei doi
parametri. Intr-adevar, analiza Pearson a detectat o corelatie moderata,
negativa (tabelul 9.7.). in mod logic, cu cat numérul purceilor care mor creste,
cu atat numarul purceilor care raman in viata scade. Nu trebuie omis insa ca
ambii parametri sunt reglati de catre prolificitate, care prin variatiile sale poate
face ca uneori atat numarul de purcei vii cat si cel de purcei morti sa aiba valori
mari (sau mici) in acelasi timp. Asa se explica de ce corelatia este moderata si
nu puternica.

In ceea ce priveste corelatiile cu parametrii seminali, s-au detectat una slab
pozitiva cu volumul ejaculatului si una slab negativa cu valoarea concentratiei
(tabelul 9.6.).

Tabelul 9.6./Table 9.6.
Corelatii intre numarul de purcei morti/parturitie la scroafe si parametrii
materialului seminal brut
Correlations between the number of stillborn/parturition in sows and the main
parameters of raw semen

Volum Conc. TSIE]. TMot  TMS/Ej. PMot  TPSJ/E].

Numar de purcei

. i, 0,11° -0,22" -0,10 0,10 -0,07 0,06 -0,03
morti/parturitie

*. Corelatia este semnificativa la pragul 0.05 (2-tailed)
**. Corelatia este semnificativa la pragul 0.01 (2-tailed)

184



Teza de doctorat - 2016

Acest studiu a evidentiat si o serie de corelatii intre principalii indicatori ai
fertilitatii la scroafe. Pe langa cea discutata putin mai sus, analiza Pearson a
detectat si o corelatie puternica, pozitiva, intre numarul de purcei vii/parturitie si
prolificitate (tabelul 9.7.), aspect care era de altfel de asteptat. Se mai observa
si o corelatie pozitiva, dar slaba a prolificitati cu numarul de purcei morti pe
parturitie. De asemenea, rata parturitiilor a corelat pozitiv cu numarul de purcei
vii/parturitie si negativ cu numarul de purcei morti pe parturitie. Nu a fost
depistata o corelatie intre rata parturitiilor si prolificitate, ceea ce sugereaza ca
un ejaculat cu o capacitate foarte buna de fecundare, ce are sanse foarte mari
de a fertiliza, nu asigurd neapdarat si un numar mai mare de produsi de
conceptie. Acest aspect este de altfel usor de explicat, tindnd cont ca
prolificitatea este dependenta n primul rand de numarul de ovocite eliberate de
femela.

Tabelul 9.7./Table 9.7.
Corelatii intre principalii indicatori ai fertilitatii la scroafe
Correlations among the main indicators of sow fertility

Rata Purcei Purcei
Parturitiilor Prolificitate vii/parturitie  morti/parturitie
Rata Parturitiilor 1 0,10 0,17 -0,17"
Prolificitate 0,10 1 ,89” 0,17"
Purcei vii/parturitie 0,17" 0,89" 1 -0,31"
moﬂ;l;;C:l:ritie 017" 0.17" 0,317 1

*. Corelatia este semnificativa la pragul 0.05 (2-tailed)
**. Corelatia este semnificativa la pragul 0.01 (2-tailed)

9.3. CONCLUZII PARTIALE

Prin analiza rezultatelor obtinute, se pot nota urmatoarele concluzii:

1. In acest studiu s-au obtinut, procentual, mai multe fatari dupa
insamantarile din timpul toamnei si primaverii, fara diferente semnificative intre
cele doua sezoane.

2. Au fost observate doar unele corelatii slabe intre parametrii materialului
seminal brut si principalii indicatori de fertilitate ai scroafei.

3. Rezultatele intaresc concluziile unor alte studii recente, conform carora
examenul general al spermei nu poate fi folosit ca un instrument pentru a
prezice capacitatea de fecundare a unui ejaculat. El ajuta la eliminarea unor
ejaculate de o calitate in mod cert scazuta, insa nu poate garanta selectarea
doar a ejaculatelor de calitate superioara. Astfel, succesul insamantarii
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artificiale depinde ntr-o mare masura si de alti parametri seminali, ce nu sunt
determinati uzual precum si de unii factori de fertilitate ai femelelor.

4. Dintre corelatile detectate, se remarca cele ale concentratiei
ejaculatului, mai exact corelatie slab pozitiva cu rata parturitiilor, slab pozitiva
cu numarul de purcei vii/parturitie si slab negativda cu numarul de purcei
morti/parturitie. Acestea sugereaza ca o concentratie mai mica a ejaculatului,
respectiv o cantitate mai mare de plasma seminald ce revine fiecarui
spermatozoid poate avea urmari nefavorabile asupra capacitatii sale
fecundante.

5. Mobilitatea spermatozoizilor are un impact major asupra fecundarii, insa
selectarea pentru IA doar a ejaculatelor cu mobilitate ridicata a redus
variabilitatea rezultatelor si impactul acestui parametru asupra indicilor de
fertilitate, in conditiile date. In acest studiu, ejaculatele au avut minim 60%
mobilitate totala. Studiul nu exclude corelatiile intre indicatorii de fertilitate la
scroafe si mobilitatea spermatozoizilor sub aceasta valoare.

6. Valoarea prolificitatii si numarul mediu de purcei vii/parturitie se afla in
stransa legatura, fiind corelate puternic pozitiv. Pe de alta parte, numarul de
purcei morti/parturitie este corelat doar slab pozitiv cu prolificitatea. Astfel,
fatarea unui numar total de purcei mai mare creste foarte mult probabilitatea
obtinerii unui numar mai mare de purcei vii, dar nu neaparat si riscul de a obtine
mai multi purcei morti.

7. Ejaculatele cu o capacitate fecundanta foarte buna, cu o probabilitate
mare de a induce gestatia nu asigura si obtinerea unui numar mai mare de
produsi de conceptie, aspect sugerat de lipsa corelatiilor intre rata parturitiilor si
prolificitate.

8. Desi ejaculatele recoltate in timpul verii au oferit o rata a fatarilor mai
scazuta, diferentele fata de ejaculatele din timpul iernii nu au fost semnificative.
De asemenea, materialul seminal recoltat vara a determinat o prolificitate foarte
buna, superioara prolificitatii determinate de materialul seminal din timpul iernii
si primaverii. Aceste aspecte conduc catre concluzia ca standardizarea
conditiilor de intretinere reprezintda o posibila solutie pentru combaterea
Hinfertilitatii de sezon” descrisa anterior la suine.
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CAPITOLUL X. CONCLUZII GENERALE S| RECOMANDARI

1. Rezultatele oferite de sistemul CASA la examinarea materialului seminal
diluat de vier sunt influentate intr-o masura apreciabila de tipul de camera folosit
la analiza.

2. Inacest studiu camerele Leja si Minitube au oferit valori foarte apropiate,
n timp ce camera MofA a oferit valori semnificativ mai mici. Sunt necesare studii
suplimentare asupra camerei de analiza MofA, pentru a confirma sau infirma
efectul negativ exercitat asupra parametrilor cinetici ai materialului seminal si
pentru a determina daca acesta se datoreaza unor factori chimici sau mecanici.
De asemenea, se recomanda efectuarea unui studiu si pe material seminal
provenit de la alte specii, fiind cunoscuta sensibilitatea mai mare a
spermatozoizilor de vier.

3. A fost observata o subestimare semnificativa intre concentratia
determinata cu ajutorul CASA si cea obtinuta cu metodele de referinta.

4. Diluantul pe termen lung folosit in cadrul acestor cercetari (Sinus
DiluPorc™) pare sa furnizeze rezultate putin mai bune in cazul depozitarii
materialului seminal pentru o perioada mai indelungata comparativ cu diluantul
pe termen scurt (BTS®); totusi se pare ca ambii diluanti studiati sunt eficienti in
vederea conservarii in stare lichida pana la sapte zile, la 17°C, fara diferente
majore in ceea ce priveste parametrii cinetici.

5. Din pacate parametrii determinati in cadrul examenului general al
spermei brute prezinta o valoare de predictie redusa asupra parametrilor
spermei prelucrate si conservate timp de trei zile la 17°C. Doar corelatii slabe
sau moderate au fost identificare, care au insa o valoare prea mica pentru a sta
la baza unei concluzii certe. Cele mai multe dintre corelatiile observate ar putea
sugera ca o densitate mai mare a materialului seminal brut si o rata mai intensa
a productiei de spermatozoizi vor determina spermatozoizii sa se deplaseze mai
repede dar si mai neregulat dupa conservare.

6. Desi ambele tipuri de recipiente utilizate in acest studiu pentru
conservarea materialului seminal de vier s-au dovedit eficiente, mentinand
principalii parametrii cinetici intre valori acceptabile, se pare ca tubul umplut si
inchis automat protejeaza mai bine mobilitatea spermatozoizilor.

7. In cazul cazarii in conditii uzuale de microclimat, s-a observat o variatie
sezoniera clara, pentru toti parametrii evaluati. Volumul ejaculatului a fost
superior in timpul toamnei, concentratia in spermatozoizi a ejaculatului a fost
superioara in timpul iernii, numarul total de spermatozoizi/ejaculat a prezentat
valori mai mari in timpul toamnei, iar mobilitatea spermatozoizilor si procentul
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de spermatozoizi morfologic normali au fost mai bune in timpul iernii si
primaverii si mai slabe n timpul verii, confirmand rezultatele majoritatii studiilor
precedente pe acest subiect.

8. De asemenea, in cazul in care conditiile de microclimat sufera oscilatii
in timpul anului, sezonul de recoltare influenteaza si parametrii materialului
seminal de vier examinat dupa trei zile de conservare la 17°C. Aceasta influenta
a fost evidenta pentru toti cei 10 parametri examinati. Tn timpul iernii s-au
nregistrat valori mai mari pentru mobilitatea totala si progresiva, pentru viteza
de deplasare a spermatozoizilor dar si pentru amplitudinea de deplasare
laterala a capului si frecventa de intersectare a capului cu traiectoria medie.
Similitudini majore au fost observate intre valorile din timpul iernii si primaverii
si de asemenea intre valorile din timpul verii si toamnei, sugerand o dependenta
a acestor parametri de caracterul fotoperioadei, respectiv crescatoare sau
descrescatoare.

9. La vierii cazati in conditii standardizate, influenta sezonului asupra
principalilor parametri seminali de vier a fost mai putin vizibila comparativ cu
alte studii pe aceasta tema. Desi au putut fi observate unele variatii ale valorilor
de la un sezon la altul, acestea au fost mai reduse, si ar fi putut fi cauzate de
alti factori ce afecteaza spermatogeneza, cum ar fi varsta vierilor sau infectiile
subclinice. De asemenea, in timp ce majoritatea autorilor afirma ca in timpul
verii cantitatea spermei este redusa, in acest studiu au fost obtinute valori mai
mari pentru volum si numarul total de spermatozoizi/ejaculat. Aceste aspecte
sugereazad ca standardizarea si optimizarea microclimatului in ferma poate
reduce stresul caloric asupra spermatogenezei din timpul verii, oferind astfel o
solutie Tmpotriva infertilitati de sezon la suine. Studii suplimentare sunt
necesare pentru a observa daca acest sistem de cazare este eficient si in ceea
ce priveste parametrii speciali ai materialului seminal.

10. Materialul seminal analizat a fost caracterizat de prezenta a patru
subpopulatii distincte de spermatozoizi, definite prin viteze de deplasare si
uniformitate a traiectoriei diferite: subpopulatia 1, cu vitezd mare si liniaritate
mica; subpopulatia 2, cu viteza si liniaritate reduse; subpopulatia 3, cu viteza si
liniaritate superioare; subpopulatia 4 cu viteza mica dar liniaritate ridicata.

11. Anotimpul de recoltare a avut o influenta clara asupra distributiei de
spermatozoizi in materialul seminal analizat.

12. Modificarile sezoniere ale parametrilor amintiti ar putea fi cauzate de
modificarea numarului de spermatozoizi care se incadreaza intr-o subpopulatie
sau intr-alta si nu de o scadere/crestere a valorilor pentru toti spermatozoizii
ejaculati.
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13. Au fost observate doar unele corelatii slabe intre parametrii materialului
seminal brut si principalii indicatori de fertilitate ai scroafei.

14. Rezultatele intaresc concluziile unor alte studii recente, conform carora
examenul general al spermei nu poate fi folosit ca un instrument pentru a
prezice capacitatea de fecundare a unui ejaculat. El ajuta la eliminarea unor
ejaculate de o calitate in mod cert scazuta, insa nu poate garanta selectarea
doar a ejaculatelor de calitate superioara.

15. Dintre corelatile detectate, se remarca cele ale concentratiei
ejaculatului, mai exact corelatie slab pozitiva cu rata parturitiilor, slab pozitiva
cu numarul de purcei vii/parturitie si slab negativda cu numarul de purcei
morti/parturitie. Acestea sugereaza ca o concentratie mai mica a ejaculatului,
respectiv. o cantitate mai mare de plasma seminalda ce revine fiecarui
spermatozoid poate avea urmari nefavorabile asupra capacitatii sale
fecundante.

16. Mobilitatea spermatozoizilor are un impact major asupra fecundarii, insa
selectarea pentru IA doar a ejaculatelor cu mobilitate ridicata a redus
variabilitatea rezultatelor si impactul acestui parametru asupra indicilor de
fertilitate, in conditiile date. In acest studiu, ejaculatele au avut minim 60%
mobilitate totala. Studiul nu exclude corelatiile intre indicatorii de fertilitate la
scroafe si mobilitatea spermatozoizilor sub aceasta valoare.

17. Desi ejaculatele recoltate in timpul verii au oferit o rata a fatarilor mai
scazuta, diferentele fata de ejaculatele din timpul iernii nu au fost semnificative.
De asemenea, materialul seminal recoltat vara a determinat o prolificitate foarte
buna, superioara prolificitatii determinate de materialul seminal din timpul iernii
si primaverii. Aceste aspecte conduc catre concluzia ca standardizarea
conditilor de fintretinere reprezintd o posibila solutie pentru combaterea
Hinfertilitatii de sezon” descrisa anterior la suine.
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CHAPTER X. GENERAL CONCLUSIONS AND RECOMMENDATIONS

1. The results offered by CASA are greatly influenced by the type of
chamber used when analyzing extended boar sperm.

2. Within this study, the Leja and Minitube chambers offered close values,
while the MofA chamber showed significant lower results in terms of kinetic
parameters. Additional studies are recommended on this type of analyzing
chamber in order to confirm or refute this negative effect on boar sperm and if
confirmed, to determine if the cause is of chemical or mechanical nature. A
study on sperm from other species is also recommended.

3. A significant underestimation of sperm concentration calculated by
CASA in extended boar semen was observed, regardless of the analyzing
chamber type.

4. The long-term extender used within this study (Sinus DiluPorc™) offered
slightly better results compared to the short-term extender (BTS®) when boar
semen was stored for a longer period; however, both extenders maintained the
semen quality within acceptable values for seven days in terms of kinetic
parameters, without significant differences;

5. Unfortunately, the seminal parameters evaluated within general
examination of raw semen have a low predictive value on the capacity of the
ejaculate to maintain its quality during storage. Only weak and moderate
correlations were detected, which is not enough to draw a certain conclusion.
Most of the detected correlations suggest however that the higher sperm
concentration in raw semen and a higher spermatogenesis rate would result in
a faster but also less linear sperm movement after storage.

6. Both types of containers used within the study showed efficiency in
maintaining semen quality during storage; however, the automatically filled tube
showed better protection for sperm motility compared to manually filled bottle.

7. In case of housing in normal conditions, the boars showed a clear
seasonal effect for all the selected seminal parameters. The ejaculate volume
was superior during autumn, sperm concentration was higher during winter,
total number of sperm showed higher values during autumn while sperm motility
and the percentage of sperm with normal morphology were better during winter
and spring, and poor during summer thus confirming the results of the most
previous studies on the subject.

8. Also, when the microclimate shows great fluctuations along the year, the
season influences the kinetic parameters of extended and stored semen as well.
During winter, higher values for total and progressive motility as well as for
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sperm velocity, amplitude of lateral head displacement and beat cross
frequency were recorded. Great similarities were observed between the values
recorded during winter and those during spring but also between the values
obtained during summer and those during autumn, thus suggesting a
dependence of the kinetic parameters on the type of photoperiod.

9. Inboars housed in standardized conditions, the influence of the season
on the main seminal parameters was less visible. Although some variations form
a season to another could be observed, they were to a lesser extent and could
be caused by other factors affecting the spermatogenesis such as boar age or
subclinical infections. Also, while the majority of authors state that summer
offers lower quantity of semen, during this study it showed the highest values
for ejaculate volume and total nhumber of sperm. This suggests that the
standardization and optimization of microclimate in the farm reduces the heat
stress specific to summer thus offering a solution against the seasonal infertility
in boars. Additional studies are recommended in order to observe if this housing
system is efficient in terms of some special semen parameters as well.

10. The examined semen was characterized by the presence of four distinct
motile sperm subpopulations, defined by specific sperm velocity and linearity:
subpopulation 1, with high velocity but low linearity; subpopulation 2, with low
velocity and linearity; subpopulation 3, with high velocity and linearity;
subpopulation 4 with low velocity but high linearity.

11. The season of semen collection showed a clear influence on the
distribution of motile sperm subpopulation within boar extended semen.

12. The seasonal changes in the seminal parameters could be caused by
the changes in the number of sperm included within specific subpopulations and
not by increases/decreases in values of all ejaculated sperm.

13. Only weak correlations were observed between the parameters of raw
semen and the fertility in sows.

14. The results are consistent with the conclusions of previous studies,
according to which the general exam of boar semen can not be used as a tool
to predict the fertilizing capacity of an ejaculate. It is helpful in eliminating the
ejaculates with clear low quality, but can not guarantee the selection of only high
quality ejaculates.

15. Of the detected correlations, we noticed those of sperm concentration,
more exactly weak positive with farrowing rate, weak positive with live
piglets/parturition and weak negative with dead piglets/parturition; this could
suggest that a lower sperm concentration of the ejaculate and thus a higher
quantity of seminal plasma per spermatozoon could have negative
consequences for its fertilizing capacity.
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16. Sperm motility has a major impact on the fertilization, but the selection
for artificial insemination only of ejaculates with high motility reduced the
variability of results and the effect of this parameter on the fertility. Within this
study, the ejaculates showed at least 60% total motility. The results do not deny
the correlations between the fertility indicators in sows and sperm motility below
60%.

17. Although the ejaculates collected during summer offered a lower
farrowing rate, the differences when compared to the values offered by the
winter were not significant. Also, the semen collected during summer offered a
higher litter size when compared to that obtained with ejaculates from winter
and spring. All these lead to the conclusion that the standardization of the
microclimate represents a possible solution against the ,seasonal infertility” in
swine.
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concentration, according to the method used for determination. In case of
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computer-assisted sperm analysis, three different counting chambers were
used: Leja, MofA and Minitube

9. Tabelul 5.5./Table 5.5. Corelatii intre cele trei tipuri de lame utilizate, in
ceea ce priveste calcularea concentratiei In spermatozoizi a materialului
seminal / Correlations among the three types of analyzing chambers used within
the study as regards the calculated sperm concentration

10. Tabelul 6.1/Table 6.1. Valorile parametrilor seminali oferite de diluantul
pe termen scurt si diluantul pe termen lung, dupa sapte zile de conservare / The
values of seminal parameters for short-term and long-term extenders, as
determined after seven days of storage

11. Tabelul 6.2/Table 6.2. Analiza Independent t-test a rezultatelor oferite
de cei doi diluanti, dupa sapte zile de conservare (prezumtia de variatii egale) /
Independent t-test analysis of the results offered by the two extenders, after
seven days of storage (presumption of equal variations)

12. Tabelul 6.3./Table 6.3. Corelatii intre volumul ejaculatului si parametrii
seminali dupa prelucrare si conservare / Correlations between volume of
ejaculate and seminal parameters after preservation

13. Tabelul 6.4./Table 6.4. Corelatii intre concentratia ejaculatului si
parametrii seminali dupa prelucrare si conservare / Correlations between
concentration of raw semen and seminal parameters after preservation

14. Tabelul 6.5./Table 6.5. Corelatii intre mobilitatea totala a ejaculatului si
parametrii seminali dupa prelucrare si conservare / Correlations between total
motility in raw semen and seminal parameters after preservation

15. Tabelul 6.6./Table 6.6. Corelatii intre numarul de spermatozoizi
mobili/ml in sperma bruta si parametrii seminali dupa prelucrare si conservare /
Correlations between the number of motile sperm/ml in raw semen and seminal
parameters after preservation

16. Tabelul 6.7./Table 6.7. Corelatii intre proportia spermatozoizilor
morfologic normali din ejaculat si parametrii seminali dupa prelucrare si
conservare / Correlations between the percentage of morphologically normal
spermatozoa in raw semen and seminal parameters after preservation

17. Tabelul 6.8./Table 6.8. Corelatii intre numarul total de spermatozoizi din
intregul ejaculat si parametrii seminali dupa prelucrare si conservare /
Correlations between the total number of spermatozoa within the entire
ejaculate and seminal parameters after preservation

18. Tabelul 6.9./Table 6.9. Corelatii intre numarul total de spermatozoizi
mobili din intregul ejaculat si parametrii seminali dupa prelucrare si conservare
/ Correlations between the total number of motile spermatozoa within the entire
ejaculate and seminal parameters after preservation
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19. Tabelul 6.10./Table 6.10. Corelatii intre numarul total de spermatozoizi
morfologic normali din intregul ejaculat si parametrii seminali dupa prelucrare si
conservare / Correlations between the total number of morphologically normal
spermatozoa within the entire ejaculate and seminal parameters after
preservation

20. Tabelul 6.11./Table 6.12. Corelatii intre numarul total de spermatozoizi
mobili si morfologic normali din intregul ejaculat si parametrii seminali dupa
prelucrare si conservare / Correlations between the total number of motile and
morphologically normal spermatozoa within the entire ejaculate and seminal
parameters after preservation

21. Tabelul 6.12./Table 6.12. Valorile parametrilor seminali in functie de
recipientul folosit, dupa cinci zile de conservare / The values of seminal
parameters after five days of preservation, according to the type of container
that was used

22. Tabelul 6.13./Table 6.13. Analiza Independent t-test a rezultatelor
oferite de cele doua tipuri de recipiente, dupa cinci zile de conservare
(prezumtia de variatii egale) / The output of Independent t-test analyzing the
values offered by the two types of containers, after five days of storage (equal
variances assumed)

23. Tabelul 7.1./Table 7.1. Valorile medii sezoniere pentru principalii factori
climatici inregistrati in regiunea si pe durata studiului / Seasonal mean values
for the main climate factors recorded in the region and period of study

24. Tabelul 7.2./Table 7.2. Valorile parametrilor materialului seminal brut pe
parcursul celor opt sezoane luate in studio / Mean values of raw semen
parameters during the eight seasons considered for the study

25. Tabelul 7.3./Table 7.3. Valorile medii ale parametrilor cantitativi ai
materialului seminal de vier in functie de sezonul recoltarii / Mean values of
guantitative seminal parameters in boar according to the season of collection

26. Tabelul 7.4./Table 7.4. Valorile medii ale parametrilor calitativi ali
materialului seminal de vier in functie de sezonul recoltarii / Mean values of
gualitative seminal parameters in boar according to the season of collection

27. Tabelul 7.5./Table 7.5. Valorile medii ale parametrilor micsti, cantitativi
si calitativi, in functie de sezonul recoltarii / Mean values of mixed, quantitative
and qualitative seminal parameters in boar according to the season of collection

28. Tabelul 7.6./Table 7.6. Valorile parametrilor cinetici ai materialului
seminal de vier pe parcursul celor opt sezoane luate in studio / The values of
boar sperm kinetic parameters during the eight seasons taken into study
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29. Tabelul 7.7./Table 7.7. Variatiile sezoniere ale mobilita{ii totale si
progresive la spermatozoizii de vier din sperma diluata / Seasonal variations of
total and progressive sperm motility in boar extended semen

30. Tabelul 7.8./Table 7.8. Efectul sezonului asupra vitezei de deplasare a
spermatozoizilor / Seasonal mean values of boar sperm velocity

31. Tabelul 7.9./Table 7.9. Efectul sezonului asupra parametrilor de
traiectorie ai spermatozoizilor de vier din sperma conservata / Seasonal mean
values of boar sperm trajectory parameters in stored semen

32. Tabelul 7.10./Table 7.10. Valorile medii ale volumului ejaculatului la vierii
cazati in conditii standardizate, Tn functie de sezon / Mean values of ejaculate
volume in boars held in standardized conditions , according to the season

33. Tabelul 7.11./Table 7.11. Valorile medii ale concentratiei materialului
seminal la vierii intretinuti in conditii standardizate, in functie de sezonul de
recoltare / Mean values of sperm concentration in boars held in standardized
conditions, according to the season

34. Tabelul 7.12./Table 7.12. Valorile medii ale numarului total de
spermatozoizi/ejaculat la vierii intretinuti in conditii standardizate, in functie de
sezonul de recoltare / Mean values of total number of sperm/ejaculate in boars
held in standardized conditions, according to the season

35. Tabelul 7.13./Table 7.13. Valorile medii ale mobilitatii totale si progresive
a spermatozoizilor la vierii ntretinuti in conditii standardizate, in functie de
sezonul de recoltare / Mean values of total and progressive sperm motility in
boars held in standardized conditions, according to the season

36. Tabelul 7.14/Table 7.14. Valorile medii ale TMS/Ej. si TPS/E]., la vierii
intretinuti in conditii standardizate, in functie de sezonul de recoltare / Mean
values of TMS/E]. si TPS/E]., in boars held in standardized conditions, according
to the season

37. Tabelul 8.1./Table 8.1. Dimensiunea fiecarei subpopulatii in totalul
spermatozoizilor luati in calcul / The size of each motile sperm subpopulation
identified in boar semen

38. Tabelul 8.2./Table 8.2. Valorile medii si deviatiile standard caracteristice
celor patru subpopulatii de spermatozoizi identificate in sperma de vier, in ceea
ce priveste parametrii cinetici / Mean values and standard deviation showed by
the four motile sperm subpopulations in boar semen in terms of the kinetic
parameters

39. Tabelul 9.1./Table 9.1. Intervalul fatarilor la scroafe, in concordanta cu
intervalul recoltarilor materialului seminal si al Tnsamantarilor artificiale / The
period of sow farrowing, according to the time of artificial insemination
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40. Tabelul 9.2./Table 9.2. Mediile lunare pentru principalii parametri
seminali ai ejaculatelor utilizate la Tnsamantarea scroafelor / Monthly mean
values for the main parameters of ejaculates used for Al in sows

41. Tabelul 9.3./Table 9.3. Corelatii intre rata parturitilor la scroafe si
parametrii materialului seminal brut / Correlations between farrowing rate in
sows and the main parameters of raw semen

42. Tabelul 9.4./Table 9.4. Corelatii intre prolificitatea la scroafe si parametrii
materialului seminal brut / Correlations between litter size in sows and the main
parameters of raw semen

43. Tabelul 9.5./Table 9.5. Corelatii intre numarul de purcei vii/parturitie la
scroafe si parametrii materialului seminal brut / Correlations between the
number of live piglets/parturition in sows and the main parameters of raw semen

44. Tabelul 9.6./Table 9.6. Corelatii intre numarul de purcei morti/parturitie
la scroafe si parametrii materialului seminal brut / Correlations between the
number of stillborn/parturition in sows and the main parameters of raw semen

45. Tabelul 9.7./Table 9.7. Corelatii intre principalii indicatori ai fertilitatii la
scroafe / Correlations among the main indicators of sow fertility
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