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Resumo

A cinética espermatica é importante por estar correlacionada positivamente
com a fertilidade do sémen. Estudos de cinética utilizam ferramentas
estatisticas multivariadas para incrementar a acuracia na identificacao

de subpopulacdes espermaticas em ovinos; assim o tamanho amostral é
importante na variabilidade do agrupamento de células. Objetivou-se estudar

a influéncia do n amostral aleatério na identificacdo de subpopulacoes
espermaticas. Foi utilizado o banco de informacdes digitais da andlise

seminal feita em 35 carneiros adultos no Laboratério de Biotecnologia da
Reproducdo Animal — Embrapa Tabuleiros Costeiros; constituindo um total de
77070 observacdes espermaticas contendo dados de velocidades curvilinea
(VCL), em linha reta (VSL) e do percurso médio (VAP), linearidade (LIN),
retilinearidade (STR), indice de oscilacdo (WOB), deslocamento lateral da
cabeca (ALH) e batimento flagelar Cruzado (BCF) dos espermatozoides. Foi
utilizada a metodologia estatistica de anélise dos componentes principais sendo
testados diferentes n amostrais: 10, 50, 100, 250, 5600, 750, 1000, 1500,
2000, 3000, 5000 e 15000. A influéncia do n amostral na identificacado de
subpopulacbes espermaticas em carneiros Santa Inés, considerando cinco
parametros cinéticos espermaticos foi significativa (p <0,05), onde o n amostral
abaixo de 50 espermatozoides avaliados mostrou uma maior variabilidade
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numérica comparada aos outros tamanhos amostrais. Conclui-se que para
identificar subpopulacdes espermaticas homogéneas, pode ser simulado o n
amostral igual ou maior de 50 espermatozoides selecionados aleatoriamente e
com pelo menos 10 repeticdes.
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Introducéo

O tamanho amostral é importante para identificar subpopulacdes espermaticas.
Um processo estatistico importante é a amostragem (PATTEN, 2004) que
depende de cinco componentes essenciais para ser robusta e para obterem-

se resultados confidveis: 1) desenho experimental aplicado; 2) modelo do
cendrio; 3) efeitos e variabilidade das caracteristicas a serem amostradas;

4) método estatistico a ser utilizado e; 5) objetivo do estudo (CASTELLOE;
O’BRIEN, 2011). Assim, existem diversas ferramentas estatisticas para estimar
o n amostral e sua magnitude aplicada na estatistica univariada (KADAM;
BHALERAO, 2010) ou para a estatistica multivariada (BEN-HUR; GUYON.
2003).

O estudo da cinética espermatica é importante por ter correlacédo positiva

com a fertilidade seminal (ROBAYO et al., 2008). Em estudos realizados com
sémen de ovinos, tém sido utilizadas ferramentas estatisticas multivariadas na
identificacdo de subpopulaces espermaticas (GARCIA-ALVAREZ et al., 2014;
RAMON et al., 2013). Agrupamentos hierarquicos (QUINTERO-MORENO et al.,
2003, MARTINEZ-PASTOR et al., 2005); andlise de componentes principais
(DORADO et al., 2010; NUNEZ et al., 2008) e agrupamentos em duas etapas
(MARTINEZ et al., 2006; BEIRAO et al., 2011) sdo estratégias estatisticas que
permitem a identificacdo de subpopulacdes espermaticas, que utilizam vérios
critérios. Visando aperfeicoar os procedimentos estatisticos multivariados,

o objetivo deste trabalho foi verificar se o tamanho amostral tem influéncia
sobre a identificacdo do nimero de subpopulacdes espermaticas no sémen de
carneiros Santa Inés.
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Material e Métodos

Banco de dados

Foi utilizado o banco de informacdes digitais de andlise da cinética espermética
de amostras de sémen de 35 carneiros reprodutivamente ativos, de fertilidade
comprovada e de diferentes grupos de contemporaneos (5 + 2,3 anos de
idade) que foram analisadas no Laboratério de Biotecnologia da Reproducao
Animal da Embrapa Tabuleiros Costeiros, constituindo um total de 77070
observacdes registradas pelo sistema computacional de analise seminal (CASA)
(Sperm Class Analyzer, SCA2002, Microptic S.L.: Barcelona, Espanha),
contendo dados de velocidades curvilinea (VCL), em linha reta (VSL) e do
percurso médio (VAP), linearidade (LIN), retilinearidade (STR), indice de
oscilacdo (WOB), deslocamento lateral da cabeca (ALH) e batimento flagelar
Cruzado (BCF) dos espermatozoides.

Desenho Experimental

Cada n amostral estudado foi composto por uma amostra aleatdria obtida

do universo de 77070 observagdes. A amostragem aleatéria paraon = 10,
50, 100, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 3000, 5000 e 15000 teve dez

repeticdes por n amostral.

Simulac6es e Andlise Estatistica

A andlise de componentes principais (PEARSON, 1901) foi realizada utilizando-
se o pacote FactoMineR (HUSSON et al., 2015) do software R (DEVELOPMENT
CORE R, 2014) para a identificacdo de subpopulacdes espermaticas colocando
como critérios de agrupamento os parametros cinéticos dos espermatozoides.
Para comparar o nimero de subpopulacdes obtidas em cada n amostral, foi
utilizado o modelo linear geral misto onde o n amostral foi considerado o

efeito fixo e as repeticdes o efeito aleatério e; o Teste de Tukey (0,05) para
comparacado multipla de médias. Para estimar a influéncia da variancia oferecida
pelo n amostral, foi realizada uma regressao linear simples do Erro Padréo
Amostral em funcdo do n amostral. Os procedimentos estatisticos PROC
GLMMIX e PROC REG do software SAS 9.1 (SAS Institute Inc., SAS Campus
Drive, Cary, North Carolina, US) foram aplicados para executar o modelo linear
geral misto e a regresséao linear simples, respectivamente.
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Resultados e Discussao

Foi observada influéncia significativa (p <0,05) do n amostral na identificacao
de subpopulacdes espermaticas, considerando os parametros cinéticos dos
espermatozoides; onde unicamente o valor mais baixo (n = 10) mostrou uma
maior variabilidade comparada com o resto dos n amostrais (Tabela 1).

Tabela 1. Influéncia do n amostral sobre o nimero de subpopulacdes
espermaticas (r> = 0,7809; CV = 0,1809). O nimero de subpopulacdes é
apresentado em forma de Média + Erro Padrao.

10 8 + 0,4 (b)
50 3 + 0,2 (a)
100 3 + 0,2 (a)
250 3 £ 0,3 (a)
500 3 + 0,2 (a)
750 3 £ 0,3 (a)
1000 3 + 0,3 (a)
1500 3 +0,1(a)
2000 3 £+ 0,3 (a)
3000 3 + 0,2 (a)
5000 3 £ 0,3 (a)
15000 3 + 0,1 (a)

p < 0,05 foi considerado para admitir significancia estatistica com o Test de Tukey.

Letras minusculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa.

A alta quantidade de subpopulacdes espermaticas identificadas no n amostral
10 indica que as simulacdes apresentaram uma variacao elevada e ndo poderia
ser utilizada como ferramenta na identificacdo de agrupamentos espermaticos
no sémen de carneiros Santa Inés.

Essa variancia é encarregada de informar a eficiéncia do n amostral sob estudo.
Cada um dos parametros estatisticos utilizados em avaliacdo experimental

tem sua propria importancia; tais como o objetivo de estudo, o desenho
experimental, o método da andlise de dados e a variabilidade populacional
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que formam parte de um complexo estatistico desenhado para trabalhar em
conjunto (CASTELLOE, 2004).

A variabilidade depende muito do n amostral e vice-versa e, mensurada
mediante o erro-padrdo, atua como indicador de proporcdo da variancia de
subpopulacdes identificadas. Biau (2011) descreve o erro-padrdo como uma
medida estatistica com fins inferenciais, para estimar a variancia total de uma
ou vdrias caracteristicas dentro de uma populacdo; sendo que quando o n
amostral se incrementa, essa variabilidade cai (BRAIN; WEBB, 1999).

Contudo, para as simulacdes estudadas foi verificado que a variancia de
subpopulacdes identificadas tende a diminuir quando o n amostral incrementa
(Figura 1), enquanto que o poder para identificar novas e diferentes
subpopulacdes espermaticas é menor.
a Erro_Padrao = 0.248 - T9E-7 n_amostral + e
~ R'=0.15
{i = 0.2289

0.4

250

o 6750

Numero de SubPopulacdes

0.0

0 2500 5000 7500 10000 12500 15000
n Amostral

Figura 1. Disperséo do Erro Padrdo em funcdo do aumento do n amostral, com o ajuste da

regressao linear (linha azul).
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Conclusoes

A identificacdo de subpopulaces esperméticas em ovinos Santa Inés,
utilizando a metodologia estatistica de andlise dos componentes principais,

é influenciada pelo n amostral. Para identificar subpopulacdes espermaticas
homogéneas, pode ser simulado o n amostral igual ou maior de 50
espermatozoides selecionados aleatoriamente e com pelo menos dez repeticoes.
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