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Gaggini, Thais Schwarz, 2017. Presença da gota citoplasmática e seus efeitos 
na morfometria, cromatina e motilidade espermática e identificação de genes 
candidatos à seleção de parâmetros seminais de suínos. Tese de doutorado em 
Ciências Veterinárias. UFU. Uberlândia, MG.

RESUMO

O principal desafio do desempenho reprodutivo de machos suínos está 

relacionado a duas grandes frentes de estudo que englobam a qualidade do 

ejaculado/doses inseminantes e fertilidade dos reprodutores. A fim de elucidar 

alguns pontos relacionados a estas frentes de estudo, foram realizadas três 

pesquisas com o objetivo de a) verificar se a presença de gota citoplasmática está 

associada a características morfométricas e a cromatina espermática; b) verificar 

se a reprovação de ejaculados devido à alta ocorrência de gota citoplasmática 

distal interfere em parâmetros relacionados ao movimento espermático e; c) 

averiguar se há correlação entre parâmetros seminais com marcadores genéticos 

específicos em reprodutores. No primeiro estudo, foram avaliados 1 207 

espermatozoides normais e 725 com presença de gota citoplasmática em relação 

à morfometria da cabeça e a estabilidade da cromatina espermática. As cabeças 

dos espermatozoides do grupo com gota citoplasmática apresentaram-se mais 

alongadas, simétricas lateralmente, com maior porcentagem de descompactação 

e maior heterogeneidade da cromatina do que células sem alteração morfológica. 

Isto indica que alterações morfológicas que não ocorrem diretamente na cabeça 

do espermatozoide estão associadas com características da conformação da 

cabeça e da estrutura do material genético da célula. No segundo estudo, foi 

realizada a comparação de parâmetros relacionados ao movimento espermático 

em ejaculados considerados aprovados (n=144) e reprovados (n=25) 

exclusivamente por terem alta ocorrência de gota citoplasmática distal no exame 

morfológico. O grupo reprovado apresentou espermatozoides com menor 

velocidade em linha reta, menor motilidade total e progressiva quando comparado 

ao grupo aprovado no exame morfológico. A reprovação por gota citoplasmática 

distal, que para diversos autores é considerada sem significado patológico, 

influenciou negativamente os parâmetros relacionados ao movimento espermático,



o que sugere que a reprovação, por esta causa, passe a ser considerada nas 

avaliações de morfologia espermática. Na terceira pesquisa, foi realizado um 

estudo de associação de regiões genômicas com os parâmetros volume do 

ejaculado, concentração espermática, motilidade total e progressiva do 

espermatozoide, utilizando 113 reprodutores suínos da raça Duroc genotipados 

pelo Illumina PorcineSNP60 BeadChip. Um total de 57 janelas de SNPs 

(polimorfismo de nucleotídeos únicos) que explicaram mais de 1% de variância 

genética aditiva foram identificadas para volume (22), concentração (14), 

motilidade total (10) e progressiva (11). Treze genes de oito janelas de SNPs 

foram considerados candidatos para as características estudadas. O gene ABCC3 

foi relacionado ao volume do ejaculado, os genes KCNA3, RBM15 e ITGB1 à 

concentração espermática, o gene WRNIP1 à motilidade total, os genes 

FAM189A2, C9orf135, FXN e FAM83D à motilidade progressiva e os genes 

HSD17B11 e HSD17B13 à motilidade total e progressiva. A identificação de 

possíveis genes candidatos para as diferentes características seminais de 

reprodutores pode contribuir para a evolução do conhecimento da base genética 

de suínos e ainda aperfeiçoar o processo de seleção de animais a serem 

utilizados em Centrais de Inseminação Artificial.

Palavras-chave: avaliações seminais, cromatina, GWAS, macho suíno, 

morfometria espermática.



Gaggini, Thais Schwarz, 2017. Presence of cytoplasmic droplet and its effects on 

sperm morphometry, chromatin and motility and identification of candidate genes 

for selection of boars’ seminal parameters. Doctoral thesis in Veterinary Sciences. 

UFU. Uberlândia, MG.

ABSTRACT

The main challenge of boars’ reproductive performance is related with two 

major lines of study that include the quality of the ejaculate/inseminating doses and 

boars fertility. In order to elucidate some points related to these lines, three studies 

were carried out with the aim of a) verify if the cytoplasmic droplet presence in 

sperm is associated with morphometric and chromatin characteristics; b) verify if 

reprobation of ejaculates due to high occurrence of distal cytoplasmic droplets 

interferes in spermatic movement parameters; c) investigate if there is a correlation 

among seminal parameters with specific genetic markers in boars. In the first 

study, 1,207 normal sperm and 725 sperm with cytoplasmic droplet were evaluated 

in relation to head morphometry and chromatin stability. Heads of sperm with 

cytoplasmic droplets were more elongated, laterally symmetrical, had higher 

percentage of decondensed chromatin and more heterogeneous chromatin than 

heads of normal sperm. These results indicate that morphological changes that do 

not occur directly on sperm head are associated with the conformation of the head 

and the structure of cell genetic material. In the second study it was compared 

parameters related to sperm movement in ejaculates considered approved (n=144) 

and rejected (n=25) exclusively due the high occurrence of distal cytoplasmic 

droplets on morphological exam. Sperm of rejected group presented lower velocity 

straight line, lower total and progressive motility than sperm of approved group. 

The reprobation due distal cytoplasmic droplet, which by several authors is 

considered without pathological significance, had a negative influence on sperm 

motion parameters. It suggests that reprobation for this cause should be 

considered in sperm morphology assessments. In the third research, a genome­

wide association study was performed with ejaculate volume, sperm concentration



and total and progressive sperm motility, using 113 Duroc boars genotyped by 

Illumina PorcineSNP60 BeadChip. A total of 57 SNPs (single nucleotide 

polymorphism) windows that explained more than 1% of genetic variance were 

identified for ejaculate volume (22), sperm concentration (14), total (10) and 

progressive (11) motility. Thirteen genes of eight SNPs windows were considered 

candidates for those characteristics. Gene ABCC3 was related to volume, genes 

KCNA3, RBM15 and ITGB1 to sperm concentration, gene WRNIP1 to total motility, 

genes FAM189A2, C9orf135, FXN and FAM83D to progressive motility and genes 

HSD17B11 and HSD17B13 to total and progressive motility. The identification of 

possible candidate genes for the different seminal characteristics of boars can 

contribute to knowledge of the genetic background of swine production and also to 

improve the selection process of boars to be used in boar studs.

Key-words: boar, chromatin, GWAS, sperm evaluations, sperm morphometry.
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CAPÍTULO 1 -  CONSIDERAÇÕES GERAIS
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1. Introdução

Ao longo dos anos a suinocultura tecnificada vem se aprimorando por 

meio de novas tecnologias e métodos de manejo dos animais. Esse 

aprimoramento visa obter melhores resultados produtivos e alcançar as exigências 

que o mercado impõe, sendo estas mais complexas a cada dia. A inseminação 

artificial (IA) é uma das tecnologias que se consagraram e vem sendo utilizada há 

décadas na produção (BORTOLOZZO et al. 2005a; ROCA et al. 2006; FÁVERO & 

FIGUEIREDO, 2009).

Diversas vantagens são observadas após introduzir a IA no rebanho, 

estando entre elas à redução nos custos por fêmea inseminada e o melhor 

aproveitamento das instalações (BORTOLOZZO et al. 2005a). No entanto, além 

de contribuir na redução de gastos, o maior benefício da IA está relacionado à 

aceleração do melhoramento genético (FOXCROFT et al. 2010), devido à 

possibilidade de expressão do melhor potencial genético dos machos utilizados 

(ROCA et al. 2011), acarretando com isso, melhorias nas características de 

produtivas dos seus descendentes (FÁVERO & FIGUEIREDO, 2009).

Com a utilização da IA, a proporção do número de machos utilizados em 

relação ao plantel de fêmeas atendidas diminuiu significativamente quando 

comparado à monta natural (BORTOLOZZO et al. 2005a). Na monta natural, um 

macho tem capacidade de cobrir uma a três fêmeas por semana. Já, quando se 

utiliza a IA tradicional (cervical) - considerando um animal que produza uma média 

de 75 bilhões de espermatozoides por ejaculado - pode-se inseminar 

aproximadamente 25 a 60 fêmeas por semana, dependendo da quantidade de 

espermatozoides utilizada na dose inseminante (DI) e do número de coletas por 

semana que o macho tolera.

A diminuição do número de machos no plantel possibilitou a criação de 

centrais de inseminação artificial (CIAs), que têm como o principal propósito 

promover a distribuição de genética de alta qualidade, tornando os programas de 

melhoramento genético mais eficientes (BROEKHUIJSE et al. 2012). No entanto,
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isto só se torna possível com o uso de DIs de qualidade, produzidas a partir do 

sêmen de reprodutores suínos férteis e geneticamente superiores.

Atualmente, o principal desafio do desempenho reprodutivo de machos 

suínos está relacionado a duas grandes linhas de estudo que englobam a 

qualidade do ejaculado/DIs e a característica genética dos reprodutores ligada à 

fertilidade. Na primeira linha de estudo, tem-se discutido a influência dos 

componentes do plasma seminal sobre a qualidade espermática e fertilidade 

(HENAULT & KILLIAN, 1996; BELIBASAKI et al. 2000; DICK et al. 2011), a 

realização de diferentes análises dos espermatozoides na rotina das CIAs 

(GADEA, 2005; BOE-HANSEN et al. 2008; OH et al. 2010; WABERSKI et al. 2011; 

CORCINI et al. 2011), o aprimoramento de técnicas já estabelecidas na realização 

de testes com o ejaculado (BROEKHUIJSE et al. 2011; FEITSMA et al. 2011) e o 

efeito da diluição, do processamento, do armazenamento e da criopreservação do 

ejaculado sobre a fertilidade (FLOWERS, 1996; BOE-HANSEN et al. 2008; 

MARTÍN-HIDALGO et al. 2011; YESTE, 2015). Na segunda linha de estudo, 

busca-se correlacionar características fenotípicas relacionadas à qualidade 

espermática com marcadores genéticos específicos (XING et al. 2009; GUNAWAN 

et al. 2012; DINIZ et al. 2014; ZHAO et al. 2016).

2. Objetivo

2.1. Objetivo Geral

A fim de elucidar alguns pontos relacionados às linhas de estudo citadas 

anteriormente, o presente estudo buscou relacionar as avaliações morfológicas do 

sêmen com as avaliações morfométricas da cabeça dos espermatozoides, de 

cromatina espermática e de parâmetros relacionados ao movimento espermático. 

Além de identificar genes candidatos que possam influenciar os parâmetros 

seminais de reprodutores suínos.
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2.2 Objetivos Específicos

2.2.1 Verificar se a presença das gotas citoplasmáticas distal e 

proximal altera parâmetros morfométricos da cabeça do 

espermatozóide e a estabilidade da cromatina espermática;

2.2.2 Verificar se a alta ocorrência de gota citoplasmática distal no 

ejaculado altera parâmetros relacionados ao movimento da 

célula espermática;

2.2.3 Verificar possíveis genes candidatos que possam influenciar 

no volume e concentração do ejaculado e na motilidade total 

e progressiva dos espermatozoides.

3. Revisão de literatura

3.1 Qualidade do ejaculado, dos espermatozoides e das doses 

inseminantes

As CIAs têm como objetivo principal garantir a qualidade das DIs 

utilizadas, de forma que apenas ejaculados considerados aprovados em testes 

específicos sejam utilizados no processamento. Essa ação impacta diretamente 

nos índices zootécnicos da granja, pois a qualidade do ejaculado e das DIs está 

relacionada à variação dos índices relacionados à fertilidade de suínos 

(FLOWERS, 1996; FLOWERS, 1997). Nesse sentido, a discussão a respeito dos 

componentes do ejaculado, seus métodos de avaliação e sua forma de 

processamento é necessária para que sejam entendidas quais as atividades e 

qual a influência das ações da CIA dentro de um sistema de produção.
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3.1.1 Influência dos componentes do plasma seminal na qualidade 

espermática e fertilidade

Na espécie suína, o ejaculado é caracterizado por conter pequena 

densidade de células espermáticas e grandes volumes de secreções provenientes 

dos epidídimos e glândulas acessórias, que formam o plasma seminal (DAVIES et 

al. 1975). Este é composto basicamente por proteínas, enzimas, carboidratos, 

ácidos, íons, minerais, hormônios e fatores imunológicos (MATOUSjEK, 1985; 

BEDWAL & BAHUGUNA, 1995; SOUZA et al. 1999; CHIA et al. 2000) e, o arranjo 

dessas substâncias pode variar entre espécies, entre indivíduos da mesma 

espécie e inclusive entre ejaculados do mesmo animal (RODRIGUEZ-MARTINEZ 

et al. 2011).

Por muito tempo pesquisas relacionadas ao plasma seminal eram pouco 

realizadas, pois este era considerado apenas um veículo de transporte dos 

espermatozoides, sendo em algumas situações, considerado deletério para a 

longevidade das células espermáticas (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al. 2008). No 

entanto, nos últimos anos, resultados de diversos estudos demonstraram que o 

plasma seminal possui outras funções de importância para a reprodução 

(O’LEARY et al. 2004; SELIGMAN et al. 2005; TROEDSSON et al, 2005; 

RODRIGUEZ-MARTINEZ et al. 2008; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al. 2010; 

BJORNDAHL & KVIST, 2010; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al. 2011) e este passou 

a ser objeto de trabalho de diferentes grupos de pesquisa.

Em sua grande maioria, os estudos relacionados ao efeito do plasma 

seminal na fertilidade buscam explicações voltadas às proteínas que o compõe. 

Uma das proteínas mais estudadas é a família das espermadesinas (TOPFER- 

PETERSEN et al. 1998), que engloba a proteína alanina-glutamina-asparagina 1 e 

3 (AQN-1 e AQN-3), a proteína alanina-triptofano-asparagina (AWN), que juntas 

são conhecidas como proteínas de ligação à heparina (HBP), além das proteínas 

do plasma seminal suíno I e II (PSP-I e PSP-II) (CABALLERO et al. 2008; 

RODRIGUEZ-MARTINEZ et al. 2011). De forma geral, as HBP estão 

principalmente relacionadas com a estabilização de membrana, à capacitação
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espermática e à ação entre o espermatozóide e o tuba uterina/zona pelúcida 

(CALVETE et al. 1997), sendo a AWN mais relacionada com a inibição da 

capacitação espermática (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al. 1998; DAPINO et al. 

2009; VADNAIS & ROBERTS, 2010) e a AQN-3 com a ligação entre o 

espermatozoide e a zona pelúcida (VAN GESTEL et al. 2007). As PSP atuam 

prevenindo a capacitação precoce do espermatozoide, permitindo que este 

alcance a tuba uterina estando funcionalmente competente (CABALLERO et al. 

2009).

Outras proteínas do plasma seminal também foram identificadas como 

tendo importante papel na reprodução de suínos, como a pB1 (CALVETE & SANZ, 

2007) e as proteínas secretória ricas em cisteína tipo 1, 2 e 3 (CRISP1, 2 e 3) 

(VADNAIS et al. 2008; KOPPERS et al. 2011). A pB1 foi relacionada à 

capacitação do espermatozoide (LUSIGNAN et al. 2007) e as CRISPs foram 

identificadas desde os estágios iniciais da espermatogênese até o processo de 

fertilização, porém, não sendo clara a função exata destas (GIESE et al. 2002; 

BUSSO et al. 2005; KOPPERS et al. 2011 ).

Apesar de serem escassos, os resultados de pesquisas a respeito de 

minerais e íons no plasma seminal têm demonstrado a relevância destes 

componentes na manutenção da viabilidade e função das células espermáticas. O 

zinco e o selênio, que possuem ação antioxidante, foram associados à qualidade 

seminal em humanos (BEDWAL & BAHUGUNA 1994; CHIA et al. 2000; GAVELLA 

et al. 2000; POWELL, 2000; BJORNDAHL & KVIST 2010;) e a baixa quantidade 

de zinco no ejaculado foi correlacionada à infertilidade (CHIA et al. 2000; 

COLAGAR et al. 2009). O fornecimento de dietas com diferentes níveis de 

minerais mostrou ter efeito sobre a concentração de íons no plasma seminal 

(CEVIK et al. 2007). Quando inadequada, a concentração de íons interfere no 

metabolismo celular, alterando a motilidade espermática (KAYA et al. 2002; 

MASSÁNYI et al. 2003; JOBIM et al. 2005), aumentando a ocorrência de 

alterações morfológicas (ASSUMPÇÃO et al. 2005) e interferindo na composição 

de enzimas (CEVIK et al. 2007). Dessa forma, mesmo indiretamente, a alteração 

na concentração e proporção de íons interfere na qualidade seminal, pois
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diferentes enzimas participam dos processos metabólicos durante a maturação da 

célula espermática e influenciam na qualidade do ejaculado (KING & 

MACPHERSON 1966; KOHDAIRA et al. 1986; CHIKHI et al. 1999; SELIGMAN et 

al. 2005).

Diversos hormônios e citoquinas compõem o plasma seminal e esta 

composição varia entre espécies (JUYENA & STELLETTA, 2012) e, em alguns 

casos, entre frações do ejaculado (SESHADRI et al. 2009; JIWAKANON & DALIN, 

2012). As funções específicas destes não são claras, mas alguns estudos com 

outras espécies indicam que estes componentes exercem um efeito 

imunorregulatório que auxilia na manutenção e sobrevivência do espermatozoide 

no trato reprodutivo feminino (QIAN et al. 2011; JUYENA & STELLETTA, 2012; 

SHARKEY et al. 2012). Estudos com suínos são pouco comuns e não se sabe ao 

certo quais são os hormônios componentes do plasma seminal. Dentre as 

citoquinas, apenas algumas foram identificadas (Fator de Crescimento 

Transformador B 1 e 2, Interferon C e Interleucinas 6 e 10). Porém, nos estudos foi 

observada uma variação entre ejaculados, não permitindo saber ao certo qual o 

padrão para a espécie (O’LEARY et al. 2011; JIWAKANON & DALIN, 2012).

3.1.2 Métodos de avaliação do ejaculado e dos espermatozoides

Apesar de serem de extrema importância para a avaliação do ejaculado, 

e, consequentemente, para a manutenção de índices produtivos nas granjas 

(FLOWERS, 1996; FLOWERS, 1997), estas continuam sendo as mesmas 

utilizadas há décadas. Mesmo havendo evolução da avaliação do ejaculado e de 

reprodutores nos últimos tempos, ainda existe um gap entre o desenvolvimento de 

tecnologia para CIAs, quando comparado ao que se desenvolveu no manejo com 

fêmeas (SUTOVISKY, 2015). Nesse sentido, estudos vêm sendo realizados, 

buscando novos métodos de avaliação do ejaculado e dos machos, de forma que 

novas técnicas de avaliação possam gerar a detecção de DIs com maior qualidade 

seminal e, com isso, melhores resultados produtivos na cadeia suinícola sejam 

obtidos.
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Métodos de avaliação do ejaculado utilizado na rotina de CIAs

Para que seja utilizado no processamento de DIs, os ejaculados precisam 

ser aprovados em diversas análises realizadas na rotina da CIA. As análises 

básicas comumente realizadas são as macroscópicas, que consistem na 

mensuração do volume, temperatura, avaliação de cor, odor, aspecto e; as 

microscópicas, que englobam as avaliações de motilidade, concentração e 

morfologia espermática (RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ, 2003; FOXCROFT et al. 

2008).

Avaliações macroscópicas

Os primeiros procedimentos a serem realizados após a coleta são a 

mensuração da temperatura e do volume do ejaculado. Considerando o efeito 

deletério da ocorrência de choque térmico no ejaculado (WEITZE, 2012), a 

mensuração da temperatura é de grande importância para que os materiais e o 

diluente a ser misturado sejam mantidos na mesma temperatura (32° C) ou com 

variação mínima (±1° C) em relação ao ejaculado (BORTOLOZZO et al. 2005b).

O volume do ejaculado é estimado utilizando balança calibrada, 

considerando que cada grama de sêmen corresponde a 1 mL (BORTOLOZZO et 

al. 2005b). A determinação do volume do ejaculado é necessária para a realização 

do cálculo do número de DIs, após a aprovação em todos os testes e obtenção da 

concentração e motilidade espermática. A média de volume do ejaculado pode 

variar de acordo com linhagem genética, com a idade do animal, ou ainda com a 

frequência de coleta semanal praticada na CIA, porém a média de volume de um 

ejaculado suíno é de aproximadamente 200 a 250 mL (SENGER, 2003).

As avaliações de cor e odor têm importância relacionada com a 

identificação da contaminação do ejaculado. A cor natural do ejaculado suíno pode 

ter variações individuais, apresentando-se entre o branco, branco-acinzentado e o 

amarelo claro. No entanto, no caso de contaminação com urina ou sangue, a
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coloração pode variar entre amarelo escuro ou rosada, respectivamente 

(STRZEZEK et al. 1995; AGARWAL et al. 2003). Da mesma forma, o odor do 

ejaculado é sui generis e, quando contaminado, apresenta odor alterado, podendo 

ser fétido ou característico de urina. Nos casos de alteração de cor e odor, o 

ejaculado deve ser descartado sem necessidade de realização de avaliações 

microscópicas.

Nas espécies de ejaculação vaginal, como os ruminantes, pode-se 

mensurar a concentração espermática por meio da avaliação do aspecto do 

ejaculado. Porém, esse não é o caso dos suínos, que possuem ejaculação 

cervical e, por este motivo, apresentam grande quantidade de plasma seminal e 

menor concentração espermática (DAVIES et al. 1975; BORTOLOZZO et al. 

2005b). Dessa forma, a avaliação do aspecto tem como função apenas a 

verificação subjetiva da diluição do ejaculado, podendo os ejaculados serem 

classificados como aquosos, soro-leitosos ou leitosos (SCHEID, 1993). Ejaculados 

muito diluídos não são considerados adequados para o processamento, porém, 

deve-se associar os resultados desta avaliação com a determinação da 

concentração espermática.

Avaliações microscópicas

Por estimar a viabilidade e o percentual de células móveis, a motilidade 

espermática é uma avaliação de extrema importância para a aprovação do 

ejaculado (BERNARDI, 2008; FOXCROFT et al. 2008; BROEKHUIJSE et al.

2011). Dentre as avaliações microscópicas, esta deve ser a primeira a ser 

realizada no ejaculado in natura (FLOWERS, 1997) e, se aprovada, deve ser 

repetida após a diluição, como forma de confirmação de que o processamento não 

alterou a viabilidade dos espermatozoides. Esta análise também pode ser utilizada 

como ferramenta para monitoramento das DIs, ao longo dos dias de 

armazenamento em conservadora de sêmen (BORTOLOZZO et al. 2005b).

Quando desenvolvida, a metodologia de avaliação da motilidade 
espermática tinha como característica ser estimada de forma subjetiva,
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dependendo exclusivamente da observação de células móveis por campo, pelos 

técnicos de laboratório das CIAs (BROEKHUIJSE, 2012). No entanto, nas 

décadas de 1970 - 1980, sistemas computadorizados de análise do sêmen (do 

inglês Computer assisted sperm analysis - CASA) passaram a ser comercializados 

e, a partir de 1993, estudos utilizando este sistema para diferentes espécies 

passaram a ser desenvolvidos e publicados (DAVIS & KATIS, 1993; 

BROEKHUIJSE, 2012; AMANN & WABERSKI, 2014). No Brasil, o CASA passou a 

ser comercializado a partir de 2010, visando CIAs de suínos (DADOS PESSOAIS), 

porém, por ter alto custo (BROEKHUIJSE, 2012), é utilizado apenas em CIAs que 

produzem grande quantidade de doses.

Basicamente, o sistema CASA visualiza e digitaliza a imagem do 

espermatozoide em movimento e determina a trajetória exata de cada célula. As 

informações coletadas são gravadas e cálculos são realizados, resultando em 

diferentes parâmetros disponibilizados pelo software, sendo esta uma análise 

considerada objetiva. Além da porcentagem de células móveis totais, o sistema 

CASA fornece a porcentagem de células que se deslocam progressivamente, a 

velocidade curvilínea (VCL), que corresponde à trajetória real da célula, a 

amplitude do deslocamento lateral da cabeça do espermatozoide (ALH), a 

amplitude do deslocamento lateral da cabeça em relação à trajetória média (BCF), 

a distância da trajetória média percorrida (DAP), a distância curvilinear (DCL), a 

distância em linha reta (DSL), retilinearidade (LIN), a linearidade da trajetória 

(STR), a velocidade média percorrida (VAP), a velocidade em linha reta (VSL) e o 

coeficiente de oscilação (WOB).

Apesar da grande quantidade de variáveis obtidas pelo sistema CASA, 

ainda não se sabe ao certo qual é a influência destas na fecundação (DIDION, 

2008) e, por este motivo, o parâmetro de motilidade total ainda é o considerado 

para a avaliação do ejaculado, tanto em testes subjetivos quanto objetivos. Para 

ambos os métodos de avaliação, o ponto de corte para a aprovação do ejaculado 

in natura e pós-diluído é de 70% de células móveis (FLOWERS, 1997), não 

devendo haver diferença maior do que 10% entre avaliações pré e pós-diluição 

(FLOWERS, 1997; RUIZ-SÁNCHEZ et al. 2006).
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Após a aprovação no exame de motilidade, o ejaculado é submetido à 

determinação da concentração espermática, que visa quantificar o número de 

espermatozoides existentes. Quanto maior a acurácia e a precisão da técnica 

utilizada, mais confiável será a determinação do número de DIs possíveis de 

serem produzidas e o número de células presente em cada DI (HANSEN et al. 

2002; CHRISTENSEN et al. 2004).

O número de células de um ejaculado pode ser estimado pelo uso de 

espermodensímetro, por meio da técnica de contagem de células em câmara 

hemocitométrica, pelo uso de espectofotômetro ou, ainda, utilizando o sistema 

CASA (BORTOLOZZO et al. 2005a; BROEKHUIJSE, 2012). A determinação da 

concentração utilizando espermodensímetro é indicada apenas para CIAs com 

baixa produção e que possuem mão-de-obra limitada, pois, apesar de rápido, o 

resultado obtido tem baixa confiabilidade e é baseado na leitura da turbidez do 

sêmen diluído em solução salina (BORTOLOZZO et al. 2008). O método utilizando 

câmara hemocitométrica fornece resultados confiáveis, porém demanda maior 

tempo e requer maior cuidado para a sua realização, necessitando de mão-de- 

obra qualificada e habilidosa (BORTOLOZZO et al. 2008). Por estes motivos, a 

maioria das CIAs opta por utilizar o espectofotômetro, que estima a quantidade de 

células da amostra por técnica indireta, por meio do grau de absorbância de luz 

pelo ejaculado (BORTOLOZZO et al. 2008). Ainda assim, o espectofotômetro 

pode não fornecer dados reais quando as amostras forem submetidas a aparelhos 

não calibrados ou, quando os ejaculados apresentarem alto grau de contaminação 

e aglutinação das células (BORCHARDT NETO et al. 1995). O sistema CASA 

apresenta resultados rápidos e precisos quanto à determinação do número de 

células, pois as contabiliza utilizando a contagem eletrônica de partículas 

(DIDION, 2008). No entanto, para que os resultados sejam confiáveis é necessário 

que os técnicos das CIAs sejam treinados e realizem a técnica de pipetagem e de 

preenchimento da câmara de forma correta (AMANN & WABERSKI, 2014).

A avaliação da morfologia espermática não é realizada em todas as 

coletas, pois tem como objetivo avaliar o reprodutor e não o ejaculado, sendo 

realizada com certa periodicidade, preferencialmente a cada 35-60 dias
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(RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ, 2003; BORTOLOZZO et al. 2005b; FOXCROFT et al. 

2008), e por isso é considerada uma avaliação de rotina em CIAs. Esse intervalo 

entre análises é justificado pela duração de aproximadamente 39 dias do ciclo 

espermático de machos suínos (SENGER, 2003), sendo que, a cada novo ciclo 

deve-se realizar uma nova avaliação. O exame morfológico também deve ser 

realizado no ejaculado de todos os reprodutores jovens introduzidos na CIA, após 

o período de aclimatação dos animais, que varia entre as primeiras 4 a 6 semanas 

de coleta (BORTOLOZZO et al. 2005b).

Para o exame morfológico deve-se coletar uma alíquota do ejaculado e 

fixar os espermatozoides em formol citrato previamente aquecido à mesma 

temperatura do ejaculado, sendo, em geral, uma gota de sêmen para 1 mL de 

solução fixadora. Para a análise do material, deve-se preparar uma lâmina com 5 

a 10 microlitros do ejaculado fixado, coberto por lamínula, e observar os campos 

em microscópio óptico com contraste de fase, utilizando aumento de 1000x e óleo 

de imersão (FOXCROFT et al. 2008). Na avaliação são contados 200 

espermatozoides por amostra, e são consideradas anormais as células que 

apresentam defeito de cabeça, colo, peça intermediária, cauda, acrossoma e 

presença de gota citoplasmática distal e proximal (CBRA, 1998). Considera-se 

aprovado o ejaculado que apresentar, de forma cumulativa, menos de 20% de 

células anormais, menos de 5% de defeitos de cabeça, acrossoma, colo e peça 

intermediária e menos de 10% de alterações de cauda e presença de gota 

citoplasmática proximal (CBRA, 1998). O defeito de gota citoplasmática distal não 

é considerado com significado patológico por alguns autores e por isso não é 

considerado como causa de reprovação de reprodutores em muitas CIAs 

(FONSECA et al. 1992; CBRA 1998; CORRÊA et al. 2001; BORTOLOZZO et al. 

2005; BONET et al. 2013). No entanto, publicações internacionais consideram as 

gotas citoplasmáticas proximal e distal de forma conjunta, como por exemplo, a 

Indústria de Inseminação Artificial Alemã que estabeleceu o máximo requerido 

para essas alterações de 15% (WEITZE, 2012).

Como uma avaliação qualitativa, o exame de morfologia indica se o 
ejaculado está ou não dentro dos índices aceitáveis de células anormais. Porém,
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quando os ejaculados são considerados dentro do limite aceitável de 

anormalidade, o teste não estabelece o nível real de fertilidade (RODRÍGUEZ- 

MARTÍNEZ & ERIKSSON, 2000). Feitsma et al. (2006) avaliaram 512 000 

ejaculados e observaram que quanto maior a quantidade de células com 

anormalidades, menor a fertilidade das fêmeas inseminadas, o que comprova que 

a realização desta monitoria tem grande efeito nos resultados a campo, evitando 

que ejaculados descartados causem impacto na produção de suínos.

Ainda com relação à morfologia espermática, existem técnicas 

computadorizadas e softwares que fazem a mensuração da quantidade de células 

anormais no ejaculado (HIRAI et al. 2001; BUTTS et al. 2011; ANTONCZYK et al.

2012), porém, estas são tecnologias ainda pouco utilizadas na rotina de CIAs. Um 

dos pontos relacionados à predileção por técnicas manuais para o exame de 

morfologia espermática está relacionado ao custo por análise e ao fato de que 

técnicas computadorizadas muitas vezes não são capazes de identificar todos os 

tipos de alterações morfológicas que as técnicas manuais identificam (BUTTS et 

al. 2011; ANTONCZYK et al. 2012).

Métodos alternativos de avaliação do ejaculado

Pesquisadores da área de andrologia buscam desenvolver novas 

metodologias de avaliação dos espermatozoides. O objetivo destes estudos é 

simplificar as análises realizadas rotineiramente nas CIAs e tornar os resultados 

mais confiáveis e preditivos quanto à fertilidade do reprodutor (RUIZ-SÁNCHEZ et 

al. 2006; BROEKHUIJSE, 2012). O motivo pelo qual os novos métodos 

desenvolvidos não são utilizados na rotina deve-se a diversos fatores, tais como, 

difícil aplicabilidade, alto custo, demora na execução, baixa repetibilidade e não 

identificação de machos com fertilidade subótima (GADEA et al. 1998; BERNARDI 

et al. 2008; TSAKMAKIDIS et al. 2010; WABERSKI et al. 2011). No entanto, 

busca-se aprimoramento e investimento nas técnicas para que estas possam ser 

colocadas em prática de forma satisfatória.
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Teste de integridade de membrana

Para que o metabolismo celular ocorra de forma adequada e o 

espermatozóide possa desenvolver suas funções corretamente, a membrana 

plasmática precisa estar íntegra. Por este motivo, o teste de integridade de 

membrana é considerado um teste interessante para determinar a viabilidade 

espermática, embora os resultados obtidos em diferentes estudos mostraram 

variabilidade na resposta in vivo. Gadea et al. (1998) utilizaram a metodologia para 

avaliação de ejaculados e observaram diferença entre ejaculados de alta e baixa 

fertilidade, porém não conseguiram diferenciar reprodutores com fertilidade 

intermediária. Já no estudo de Juonala et al. (1998) e Sutkeviciene et al. (2005), a 

integridade da membrana plasmática foi correlacionada com a taxa de prenhez e 

com o tamanho de leitegada, demonstrando que o teste tem poder preditivo para 

alguns parâmetros de interesse na produção.

O teste de integridade de membrana consiste na avaliação das células por 

meio de corantes, que podem ser o eosina-nigrosina ou ainda, corantes 

fluorescentes, como o Hoechst ou diacetato de carboxifluoresceína (BERGER et 

al. 1996; GADEA et al. 1998; GADEA et al. 2004). As células podem ser avaliadas 

utilizando citômetro de fluxo (PENÃ et al. 2003) e sistemas computadorizados 

(CASA) que possibilitam a avaliação de maior número de células do que métodos 

tradicionais. A metodologia da técnica indica contabilizar entre 100 (DZIEKONSKA 

et al. 2013) e 200 células em microscópio com aumento mínimo de 400x. Estudos 

recentes têm utilizado a técnica associada a outros testes para avaliação de 

sêmen in natura (SAMARDZIJA et al. 2008), resfriado (REIS, 2002; DZIEKONSKA 

et al. 2013; LANGE-CONSIGLIO et al. 2013; G¥CZARZEWICZ et al. 2015) e 

sêmen criopreservado (G¥CZARZEWICZ et al. 2015).

Teste de resistência osmótica ou hiposmótico

O teste de resistência osmótica tem como objetivo verificar a 
funcionalidade da membrana plasmática quando o espermatozoide é submetido a
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uma solução hiposmótica (BERNARDI, 2008). Para a produção desta solução, 

pode-se misturar diluente, que é isosmótico, com água tipo II, transformando em 

uma solução de menor osmolaridade quando comparado ao ejaculado (SCHEID, 

1993). Após a exposição das células por curto espaço de tempo nesta solução 

(PÉREZ-LLANO et al. 2003), é feita a contagem de espermatozoides com cauda 

enrolada, em microscópio de contraste de fase com aumento de 1000x e em óleo 

de imersão. A ocorrência de cauda enrolada indica que a membrana plasmática 

está funcional (PÉREZ-LLANO et al. 2003; BORTOLOZZO et al. 2005b).

Este é um teste considerado simples, de fácil execução e de baixo custo 

(GADEA, 2005), mas tem como inconveniente não ter a capacidade de identificar 

reprodutores que apresentam fertilidade subótima (GADEA et al. 1998) e os 

resultados nem sempre são relacionados à fertilidade in vivo (RODRÍGUEZ- 

MARTÍNEZ & ERIKSSON, 2000). Testes a campo mostraram correlação positiva 

entre parâmetros reprodutivos e resultados do teste hiposmótico. Druart et al. 

(2009) observaram aumento da taxa de parto, conforme houve aumento na 

resistência hipotônica dos ejaculados (p < 0,05) e Pérez-Llano et al. (2001) e 

Gadea et al. (1998) observaram correlação positiva entre o teste hiposmótico e 

fertilidade in vivo (r = 0,43 , p < 0,01) e nascidos totais (r = 0,35, p < 0,01), 

respectivamente.

Teste de integridade de cromatina

A cabeça do espermatozoide é constituída pelo acrossoma, por estruturas 

ctioesqueléticas, citoplasma e pelo núcleo (BELETTI, 2013). Esse é haploide, 

contendo um membro de cada par cromossômico e a cromatina, que se apresenta 

altamente condensada durante a última fase da espermatogênese (EDDY, 2006). 

O distúrbio da condensação da cromatina pode influenciar na fertilidade de 

reprodutores (GADEA, 2005), pois, por estar incompleto, o processo de 

condensação do DNA causa menor estabilidade nuclear e maior susceptibilidade à 

desnaturação do complexo DNA-proteína (TWIGG et al. 1998).
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Existem diversas metodologias que podem ser utilizadas para avaliar a 

estabilidade da cromatina, sendo a análise da estrutura da cromatina espermática 

(do inglês sperm chromatin structure assay -  SCSA) a mais utilizada (BELETTI,

2013). Esta técnica consiste no tratamento ácido dos espermatozoides, que são 

posteriormente corados com laranja de acridina e avaliados em citômetro de fluxo, 

com o objetivo de avaliar a susceptibilidade do DNA à desnaturação (EVENSON 

et al. 1980). Outros métodos menos utilizados na avaliação da cromatina 

espermática são o teste de Feulgen, TUNEL (terminal deoxinucleotidyl transferase 

mediated dUTP nick end labeling assay), teste de laranja de acridina, Comet, teste 

de dispersão da cromatina espermática (sperm chromatin dispersion - SCD), teste 

de azul de anilina e teste de azul de toluidina (ERENPREISS et al. 2001; 

BUNGUN, 2012; BELETTI, 2013; EVENSON, 2016).

Apesar de apresentarem metodologias diferentes, estudos relatam uma 

moderada à alta correlação positiva entre os resultados obtidos utilizando 

diferentes técnicas. Erenpreiss et al. (2001) observaram correlação de 0,63 a 0,70 

(p<0,01) quando compararam os resultados das técnicas de coloração de laranja 

de acridina, coloração de azul de anilina e de coloração de azul de toluidina. 

Bungum (2012) encontrou correlação entre 0,4 a 0,7 quando comparou os 

resultados dos testes SCSA, TUNEL, Comet e SCD.

Estudos in vivo mostram que a análise da integridade da cromatina é 

capaz de predizer falha na fecundação, mas não é capaz de prever a fertilidade do 

reprodutor (EVENSON et al. 1994). O que se nota nos estudos realizados é que 

existe dificuldade em estipular um valor máximo aceitável para o índice de 

fragmentação do DNA, já que muitos dos valores encontrados são considerados 

baixos, estando entre 0 e 9% (SARAVIA et al. 2007; WABERSKY et al. 2002, 

VOLKER, 2004 e MARTÍNEZ, 2005).

Morfometria da cabeça do espermatozoide

Por haver evolução conjunta no que se refere à arquitetura das células 

espermáticas durante a fase de espermatogênese, as características do flagelo,
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da peça intermediária e da cabeça dos espermatozóides são correlacionadas 

positivamente (GIL et al. 2009). Desta forma, alterações na conformação da célula 

como um todo pode ser um indicativo de problemas no ejaculado e, 

consequentemente, de problemas reprodutivos do reprodutor. Gaggini et al. (2015) 

mostraram que ejaculados de suínos que apresentaram maior porcentagem de 

alterações morfológicas, não necessariamente relacionadas à cabeça, 

apresentaram diferente conformação de cabeça do que ejaculados com maior 

quantidade de células consideradas normais. Estudos com outras espécies 

mostraram que a variação na morfologia da cabeça do espermatozoide é um 

marcador sensível para anormalidade na cromatina e para a fertilidade do animal 

(HINGST et al. 1995; KARABINUS et al. 1997).

Apesar dos poucos estudos realizados nessa linha de pesquisa, quando 

se compara os dados de morfometria espermática ,obtidos na literatura, observa- 

se uma diferença considerável nos parâmetros analisados. Hirai et al. (2001) - que 

estudaram células de animais Pietran -, Saravia et al. (2007) -  que mensuraram 

espermatozoides de animais das linhagens Duroc, Large White, Landrace e 

híbridas- e, Gaggini et al. (2015) -  que avaliaram células de animais híbridos - 

encontraram médias de área de cabeça variando entre 34,4 pm e 45,55 pm, 

perímetro variando entre 17,94 pm e 26 pm e largura variando entre 4,23 pm e 4,5 

pm. Esta variação pode ser justificada pela diferença entre linhagens/raças dos 

animais utilizados (SARAVIA et al. 2007; KONDRACKI et al. 2012), ou ainda, pela 

diferença na metodologia empregada para mensuração das cabeças (BOERSMA 

et al. 1999). Dessa forma, caso opte-se por utilizar esse teste em CIAs, deve-se 

manter um padrão de metodologia e de análise, para que os resultados façam 

sentido e possam ser utilizados de forma adequada.

Capacitação e reação acrossômica

O teste de capacitação e reação acrossômica tem como objetivo identificar 

alterações no acrossoma de espermatozoides, utilizando corantes fluorescentes, 

como a clortetraciclina ou lectinas conjugadas a corantes (BERNARDI, 2008). A



29

reação acrossômica pode ocorrer espontaneamente ou de forma induzida, por 

meio do contato com proteínas da zona pelúcida ou com cálcio ionóforo (HOLT et 

al. 1997). Apesar dos resultados obtidos em diferentes estudos apresentarem-se 

contraditórios, quanto à determinação da fertilidade de reprodutores 

(PETRUNKINA et al. 2005, OH et al. 2010), a menor ocorrência de reação 

acrossômica precoce foi associada a maior número de nascidos totais (HOLT et 

al. 1997) e maior taxa de parto (OH et al. 2010).

Segundo Harkema et al. (1998), deve-se também levar em consideração a 

velocidade em que a capacitação ocorre. Dessa forma, provavelmente, 

espermatozoides que respondem mais lentamente ao processo de capacitação 

apresentam maior potencial fecundante in vivo do que espermatozoides que 

respondem rapidamente (PETRUNKINA et al. 2007).

Fecundação in vitro (FIV)

O objetivo da FIV é mimetizar acontecimentos bastante complexos que 

ocorrem durante o processo de fecundação in vivo e, com isso, predizer a 

fertilidade das amostras de ejaculados e de reprodutores (BERNARDI, 2008). 

Apesar de apresentar resultados interessantes quando há variação de fertilidade 

entre reprodutores (CORCINI et al. 2011), no geral, este é um teste que apresenta 

uma grande divergência entre os resultados, não sendo sempre correlacionados 

com características de importância na produção (XU et al. 1998; POPWELL; 

FLOWERS, 2004). Além disso, outros motivos que inviabilizam o teste em CIAs 

estão relacionados ao custo elevado e a demora na execução da metodologia 

(GADEA, 2005). A dificuldade em comparar resultados deve-se aos divergentes 

protocolos de FIV realizados.

Número de espermatozoides acessórios

A contagem de espermatozoides acessórios é uma técnica que tem como 
objetivo quantificar espermatozoides com características necessárias para se
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deslocar no trato reprodutivo da fêmea e se ligar e penetrar de forma parcial na 

zona pelúcida (GADEA, 2005). Estudos apresentam resultados controversos 

quanto à utilização desta técnica para predizer a fertilidade de reprodutores. 

Enquanto Stahlberg et al. (2000) obtiveram correlação entre o número de 

espermatozoides acessórios e número de nascidos totais, Harkema et al. (2004) 

não observaram diferença entre reprodutores com espermatozoides com maior ou 

menor capacidade de ligação à zona pelúcida.

3.1.3 Efeito da diluição e do processamento do ejaculado e do 

armazenamento das doses inseminantes

Depois de ejaculada, a célula espermática sofre manipulações que podem 

influenciar na qualidade das DIs a serem utilizadas na IA. O desafio de estudos e 

pesquisas é de minimizar o efeito das manipulações sobre o espermatozoide e 

seu poder fecundante, e de aumentar a durabilidade e viabilidade das células 

utilizando diluentes e técnicas de diluição, envase, resfriamento e criopreservação 

das DIs.

Diluição do ejaculado, envase e estabilização das DIs

Devido o uso da técnica de IA em rebanhos suínos, nos últimos anos 

houve um aumento significativo no número de DIs produzidas por hora nas CIAs 

(WABERSKI, 2009). Inicialmente, com a utilização da técnica tradicional de IA, 

com deposição intracervical profunda da DI, utilizava-se em média 3 bilhões de 

espermatozoides por DI (BORTOLOZZO et al. 2002). No entanto, a introdução de 

novas técnicas, como a IA intra-uterina (IAIU) e IA intra-uterina profunda (IAIUP), 

possibilitaram alteração na quantidade de células por DI (GARCIA et al., 2007), 

alterando o padrão de produção. Estima-se que com essa redução do número de 

células espermáticas, pode-se obter um ganho de até 300% no número de DIs 

produzidas por reprodutor, por ejaculado (BENNEMANN, 2005).
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Concomitantemente ao desenvolvimento de novas técnicas de IA, ocorreu 

a evolução no desenvolvimento de diluentes responsáveis pela manutenção das 

células espermáticas por um determinado período de tempo (BUSSALLEU; 

TORNER, 2013). Inicialmente, foram desenvolvidos diluentes de sêmen 

padronizados com duração de três dias (BORTOLOZZO et al. 2005) e, 

posteriormente, diluentes de sêmen de média (quatro a cinco dias) e longa ação 

(sete a dez dias) (GADEA, 2003), possibilitando maior durabilidade às DIs.

A diferença na composição dos diluentes é o fator que vai determinar o 

tempo de conservação dos espermatozoides. Basicamente, os diluentes têm como 

composição a glicose, responsável pela manutenção do metabolismo espermático, 

agentes tamponantes, sais reguladores da pressão osmótica, além de 

antimicrobianos, que atuam inibindo o crescimento de agentes patogênicos 

(GADEA, 2003). Outras substâncias também podem ser adicionadas, como o 

ácido etileno diamino tetra-acético, a albumina sérica bovina e antioxidantes, que 

atuam, de forma geral, como protetores de membrana (BUHR, 1990; JOHNSON et 

al. 2000; PETRUSKA et al. 2014; ZHANG et al. 2015).

O protocolo de diluição realizado em CIAs consiste na preparação do 

diluente (mistura do diluente em pó com a água tipo II), na realização do cálculo 

de doses (baseado nos dados de volume e concentração espermática obtidos 

durante a avaliação do ejaculado in natura), na mistura da quantidade exata de 

diluente estabilizado no ejaculado, podendo esta etapa ser realizada em um ou 

dois passos (com pré-diluição 1:1), e na avaliação da motilidade espermática do 

ejaculado pós-diluição. Se aprovado com mais de 70% de células móveis e 

diferença menor do que 10% do ejaculado in natura, o ejaculado diluído deve ser 

submetido ao envase, seguindo como critério o resultado obtido no cálculo de DIs 

(FLOWERS, 1997; RUIZ-SÁNCHEZ et al. 2006).

O envase pode ser realizado utilizando envasadoras manuais, em CIAs de 

pequeno a médio porte, e/ou utilizando envasadoras automáticas, para CIAs de 

porte médio a grande. O formato e material utilizado como invólucro dependem do 

volume das DIs e do tipo de envasadora utilizada. Após envasadas, as DIs ficam
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entre 60 a 90 minutos em temperatura ambiente, para realização da estabilização 

da temperatura.

Os estudos que envolvem esse tópico englobam a criação de novos 

diluentes, sistemas de diluição diferenciados, como diluidores automáticos, que já 

são comercializados, técnicas de envase que minimizem a manipulação do 

ejaculado e o risco de contaminação das DIs.

Resfriamento das DIs

Quando ejaculado, o sêmen suíno se encontra próximo da temperatura 

corporal do reprodutor, estando entre 33 e 36 oC. Ao final do período de 

estabilização das DIs, o ideal é que a temperatura esteja próxima da temperatura 

ambiente do laboratório, que, em geral, fica entre 20 a 24 oC. Uma preocupação 

frequente quanto a esse processo é que a diminuição da temperatura das DIs seja 
de forma lenta e progressiva. Com o propósito de reduzir os riscos de choque 
térmico, a diluição usualmente é realizada utilizando diluente aquecido, mantido a 
temperatura próxima a do ejaculado (LÓPEZ RODRIGUEZ et al. 2012). No 
entanto, estudos recentes comprovaram que os espermatozoides não são tão 
sensíveis a ponto de sofrerem choque térmico quando o diluente foi mantido em 
temperatura ambiente (PETRUNKINA et al. 2005; ALMEIDA et al. 2015). Sendo 
assim, ainda há uma discussão nesse sentido e, provavelmente, novos estudos 
serão realizados buscando elucidar a real necessidade do pré-aquecimento de 
diluentes.

O resfriamento das DIs tem como objetivo reduzir a atividade metabólica 

das células espermáticas e, com isso, prolongar sua vida útil (BUSSALLEU; 

TORNER, 2013). Na suinocultura, as DIs são resfriadas e não congeladas, devido 

à composição da membrana plasmática dos espermatozoides, que apresenta 

sensibilidade frente ao choque térmico pelo congelamento (HOLT, 2000). Após a 

diluição, envase e estabilização das DIs, estas são resfriadas em temperatura

variando entre 15 a 18 oC (BORTOLOZZO et al. 2005b). Muitos estudos buscam 
técnicas e diluentes que permitam que as células espermáticas continuem viáveis
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quando submetidas a diferentes temperaturas (CORRÊA et al. 2006; HU et al. 

2006; JULIANO et al. 2009; SEVERO et al. 2011; ALMEIDA et al. 2015; 

G¥CZARZEWICZ et al. 2015). Ainda assim, essa é uma área que apresenta 

diversos pontos a serem trabalhados a fim de otimizar a produção de DIs em 

CIAs.

Homogeneização e técnica de envase na qualidade das doses 

inseminantes

O efeito e a importância da diluição do ejaculado já foram discutidas 

anteriormente, porém, a partir de avaliações da qualidade das DIs ao longo do 

tempo surgiram novos questionamentos a respeito da durabilidade destas durante 

seu armazenamento. A partir de então, paradigmas que sempre foram 

estabelecidos na produção de DIs passaram a ser questionados e testados a fim 

de elucidar a real necessidade de processamentos específicos na rotina de CIAs.

Um dos manejos bem estabelecidos em CIAs e em granjas após o 

recebimento das DIs é o de homogeneizar as DIs pelo menos uma vez ao dia 

durante o seu armazenamento. O efeito benéfico deste processo estaria 

relacionado à ressuspensão das células espermáticas e redistribuição uniforme 

dos componentes do diluente (RODRIGUEZ-GIL & RIGAU, 1995), além de 

possibilitar a conferência do funcionamento da conservadora de DIs e estabelecer 

o número de doses disponíveis a serem utilizadas na IA (BELSTRA, 2007). No 

entanto, nem todos os estudos realizados nessa área constataram resultados 

benéficos provenientes da homogeneização de doses (SIMMET et al. 1998; 

SCHULZE et al. 2015; MENEGAT et al. 2017) e esta prática vem sendo 

desencorajada por pesquisadores. Relatos de campo ainda questionam o efeito 

negativo da homogeneização e indicam que, para algumas linhagens e raças 

puras, a falta de homogeneização das DIs acaba acarretando em aumento de 

aglutinação e redução da motilidade espermática. Ainda assim, esta é uma área 

bastante promissora e que deve ser estudada a fim de que se estabeleçam 

critérios que levem ao aumento da durabilidade das DIs.
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A possibilidade de redução da quantidade de ar no interior da dose 

envasada é um tema bastante discutido, porém poucos estudos buscaram elucidar 

se a presença de ar realmente causa um efeito negativo na qualidade da DI. Ao 

realizar o envase manual, muitos técnicos sugerem apertar o frasco no momento 

de rosquear a tampa, a fim de minimizar a quantidade de ar no interior da DI, 

porém, nunca se soube ao certo qual o aspecto positivo desse manejo na 

qualidade da dose. Em um estudo recente, Ribeiro et al. (2016) avaliaram o efeito 

do ar no interior das doses inseminantes e comprovaram que a presença de ar 

afeta negativamente a qualidade das DIs, ao longo dos dias de armazenamento. 

Dessa forma, novas técnicas de manejo e de envase da dose devem ser 

estudadas futuramente a fim de garantir que o sêmen diluído tenha menos contato 

possível com o ar, quando armazenado.

3.1.4 Criopreservação do ejaculado suíno

O congelamento do ejaculado suíno é um tema que vem sendo bastante 

estudado e obteve importantes avanços nos últimos anos (YESTE, 2015). Esta 

tecnologia, apesar de ser a mais adequada para manter o ejaculado suíno viável 

por longos períodos de tempo, ainda é pouco disseminada, sendo utilizada em 

menos de 1% das IAs realizadas em todo o mundo (RODRIGUEZ-GIL & 

ESTRADA, 2013).

Um dos motivos pelo o qual esta tecnologia é pouco utilizada está 

relacionado ao fato de que os procedimentos de criopreservação podem reduzir o 

potencial de fertilização do reprodutor, sendo este efeito negativo variável de 

acordo com a sensibilidade dos espermatozoides de cada animal. O 

congelamento provoca uma desestabilização na membrana plasmática dos 

espermatozoides, que afeta o metabolismo celular e funções vitais para a 

manutenção da célula espermática (MAXWELL & JOHNSON, 1997; LEAHY & 

GADELLA, 2011; VADNAIS & ALTHOUSE, 2011). Além da alteração na 

membrana, são descritos danos à cromatina espermática após o 

descongelamento (ALKMIN et al. 2013; YESTE et al. 2013), danos na interação
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entre a teca perinuclear e rede de actina (GUTIÉRREZ-PÉREZ et al. 2011) e à 

atividade mitocondrial da célula (FLORES et al. 2010; KUMARESAN et al. 2011).

Os estudos na área de criopreservação do ejaculado suíno buscam, na 

sua maioria, metodologias e suplementos que neutralizem ou diminuam o efeito 

negativo do processo sobre as células espermáticas (RODRIGUEZ-MARTINES & 

WALLGREN, 2011). Os possíveis benefícios do congelamento, na rotina da 

produção de suínos, geram demanda por pesquisas nessa área, e, certamente, no 

futuro novas técnicas e produtos surgirão visando esse nicho de mercado.

3.2 Fatores genéticos relacionados ao desempenho reprodutivo do 

macho suíno

A genética de machos suínos afeta diretamente o número de nascidos 

totais e a taxa de parto, além de ser determinante na definição de características 

de carcaça, ganho de peso e conversão alimentar da progênie. Por influenciar 

apenas nos resultados reprodutivos das fêmeas inseminadas, as análises 

seminais não são considerados importantes critérios de seleção na suinocultura, e 

é comum a utilização de dados de característica de carcaça, ganho de peso e 

conversão alimentar como prioridades na seleção de reprodutores (LOPES et al. 

2001; ROBINSON & QUINTON, 2002; FLOWERS, 2008).

A não inclusão de características reprodutivas em projetos de 

melhoramento justifica-se devido as suas baixas herdabilidades e sua expressão 

limitada (LOPES et al. 2001; ROBINSON & QUINTON, 2002). No entanto, com a 

utilização de novas metodologias de análise de dados tornou-se possível à 

inclusão de características reprodutivas em modelos criados para a seleção e 

melhoramento dessa espécie (LOPES et al. 2001).

A inclusão dos marcadores moleculares relacionados a características 

seminais desejáveis possibilitam a seleção de animais pré-púberes, mesmo antes 

de se realizar a primeira coleta do ejaculado.
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3.2.1 Identificação de genes por meio de marcadores moleculares

Os marcadores moleculares são variações, denominadas de polimorfismo, 

que ocorrem na molécula de Ácido Desoxirribonucleico (DNA, do inglês 

deoxyribonucleic acid) e que tornam possível fazer a distinção de dois indivíduos 

(PEREIRA, 2008). Os polimorfismos acontecem devido à ocorrência de mutações, 

originadas principalmente de substituições de bases, deleções (remoção de 

nucleotídeo(s) de um gene ou de um segmento de um cromossomo) e inserções 

(inserção de pares de bases extras no DNA).

Por estarem localizados na molécula de DNA, os marcadores moleculares 

são herdáveis e por isso podem ser transmitidos de geração para geração. 

Existem diversos marcadores moleculares possíveis de serem caracterizados no 

melhoramento genético, sendo que, basicamente, o que difere entre eles é a 

forma pelo qual o polimorfismo é detectado (PEREIRA, 2008; CAETANO, 2009). 

Dentre os marcadores existentes, os marcadores SNPs (do inglês Single 

Nucleotide Polymorphism) vêm sendo bastante utilizados nos últimos anos 

(CAETANO, 2009).

3.2.2 Polimorfismo de Nucleotídeo Único (SNP)

Os SNPs são uma forma bastante comum de variação da sequência do 

DNA que ocorre em uma porção significativa da população, estabelecida em mais 

de 1% (BROOKES, 1999). Os marcadores SNPs são caracterizados por serem 

alterações de uma única base da cadeia (adenina, citosina, timina e guanina) e 

podem ser encontrados em regiões codificadoras ou em espaços intergênicos do 

DNA (CAETANO, 2009).

Um indivíduo pode possuir milhões de SNPs em seu DNA (LI et al. 2009) 

e a correlação dos SNPs com variáveis fenotípicas de interesse pode auxiliar na 

identificação de genes que interferem em uma determinada característica.
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Basicamente, a detecção de SNPs ocorre por meio da identificação de um 

fragmento com alteração de bases em comparação com uma sequência de 

referência (CAETANO, 2009).

Atualmente, chips de genotipagem contendo mais de 50 mil SNPs são 

utilizados para diversas espécies de animais (CAETANO, 2009), sendo mais 

utilizado em suínos o Illumina PorcineSNP60 Beadchip (ZHANG et al. 2012; 

DINIZ, 2013).

3.2.3 Estudo Amplo de Associação Genômica (GWAS)

O GWAS (do inglês genome-wide association study) tem como objetivo 

associar SNPs com características mensuráveis de interesse para diferentes 

espécies (PEARSON & MANOLIO, 2008). Além de utilizar os SNPs, o GWAS 

também utiliza informações fenotípicas e de pedigree para fazer a análise de 

associação e, então, identificar genes ou elementos regulatórios que influenciam 

na característica de interesse (ZHANG et al. 2012).

Inicialmente, o GWAS foi utilizado visando esclarecer dúvidas 

relacionadas a doenças em humanos (VISSCHER et al. 2012; ZHANG et al. 

2012), e, posteriormente, passou a ser utilizado em outras espécies, inclusive a 

suína. A realização do GWAS em animais domésticos e de produção tornou-se 

possível devido ao desenvolvimento de chips com grandes quantidades de SNPs 

(CAETANO, 2009; ZHANG et al. 2012).

3.2.4 Resultados obtidos com GWAS em suínos

Em suínos, o GWAS já foi realizado em alguns estudos que envolveram a 

avaliação do efeito macho/odor do macho, composição corporal e de carcaça, 

consumo de ração, parâmetros reprodutivos em matrizes e leitoas e em machos 

(Tabela 1).
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Tabela 1. Compilado de estudos amplos de associação genômica (GWAS) 

realizados com suínos.

Autores
Característica

fenotípica
SNPs e 

genes
Linhagem

DUIJVESTEIJN Níveis de androstenona 37 SNPs do Duroc

et al. 2010 C1 e C6

RAMOS et al. Níveis de escatol 16 SNPs do Duroc

2011 C6

GRINDFLEK et Boar taint 28 regiões do Landrace e Duroc

al. 2011 C11

FAN et al. 2011 Composição corporal 5 GC Fêmeas comerciais

PONSUKSILI et Área de gordura 663 GC Híbridos

al. 2011

DO et al. 2013 Consumo de ração 76 SNPs Duroc

ONTERU et al. NT, NV, NAT, MUM e 13 GC de 9 C Large White x

2012 duração da gestação Landrace

NONNEMAN et Idade à puberdade 2 GC Híbridas

al. 2016

DINIZ et al. 2014 Motilidade espermática 1 GC Large White

ZHAO et al. 2016 Características 10 regiões de White Duroc x

reprodutivas de machos diferentes C Erhualian F2

NT -  nascidos totais, NV -  nascidos vivos, NAT - natimortos, MUM -

mumificados, SNP -  nucleotídeo de polimorfismo único, GC -  gene candidato, C -

cromossomo

Apesar das publicações previamente citadas, ainda existem muitas 

lacunas no que se refere à associação de genes com características reprodutivas. 

Novos estudos que tem como objetivo a utilização desta metodologia para a 

seleção de reprodutores, visando não somente características de carcaça, mas
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também aspectos reprodutivos, provavelmente serão realizados, buscando 

métodos mais eficientes de seleção de reprodutores e, consequentemente, uma 

otimização na produção de suínos (LIN, 2005; OH et al. 2010).
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Abstract

In boar studs, morphological analyses are used to evaluate boar and sperm quality 

and accordingly categorize them as either approved or rejected. Normally, morphological 

characteristics correlate with chromatin disorders, but studies to date have only considered 

the average of abnormalities and have not segregated cells as normal or abnormal. 

Therefore, the aim of this study was to assess if the presence of cytoplasmic droplets is 

associate with morphometric characteristics and chromatin instability of sperm heads. 

Morphological analyses were performed on semen from 11 boars using phase contrast 

microscopy (200 cells per sample). Normal cells and those with cytoplasmic droplets were 

differentiated and separately evaluated. A camera coupled microscope was used to 

photograph normal sperm (Group NOR, N=1,207) and those with proximal and distal

mailto:tsgaggini@yahoo.com.br
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cytoplasmic droplets (Group DROP, N=725). Sperm head morphometry and chromatin 

structure were evaluated using the toluidine blue technique. Sperm heads in the DROP 

group were longer (8.37 ± 0.60 x 8.31 ± 0.53; p = 0.025), less wide (4.16 ± 0.21 x 4.19 ± 

0.19; p=0.03), more symmetric on the sides (0.973 ± 0.012 x 0.971 ± 0.011; p=0.007), had 

a higher ellipticity average (0.335 ± 0.034 x 0.329 ± 0.031; p=0.0004), higher percentage of 

decondensed chromatin (2.71 ± 3.87 x 2.28 ± 1.38; p<0.0008) and greater chromatin 

heterogeneity (4.66 ± 1.40 x 4.40 ± 1.42; p<0.0001) than sperm heads of the NOR group. A 

higher frequency of semen collection results in less time for cell maturation and it probably 

affected the degree of chromatin condensation, cytoplasmic droplet migration and, 

consequently, the head morphometry measurements. In conclusion, the presence of 

cytoplasmic droplets is associated with morphometric characteristics, being this sperm 

heads longer and less wide than normal cells, and with chromatin instability, presenting 

higher percentage of decondensed chromatin and more heterogeneous chromatin than 

normal sperm.

Keywords: decondensed chromatin; cytoplasmic droplet; boar semen; morphology; 

morphometry.

Introduction

During sperm maturation in the epididymis, cytoplasmic droplets migrate from the 

head to the tail, and they are released when sperm matures (Cooper and Yeung, 2003; Briz 

et al., 1995). Generally, in systems with intensive semen collection, immature sperm cells 

can be released in the ejaculate as the time for droplet migration is reduced; and an
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important characteristic of such immature cells is the presence of proximal (PCD) and 

distal (DCD) cytoplasmic droplets in the sperm tail (Flowers, 2004).

Due to the concurrent development in the sperm head, mid-piece, and the tail (Gil et 

al., 2009), it has been hypothesized that the presence of cytoplasmic droplets is associated 

with head measurements and chromatin stability. Evaluations of sperm head morphometry 

have shown that some of these measurements correlate with female reproductive 

performance (Hirai et al., 2001), chromatin destabilization (Hingst et al., 1995; Karabinus 

et al., 1997), and with the presence of abnormalities in the ejaculate (Gaggini et al., 2015). 

However, the data proving this hypothesis are scarce; and the tests evaluating sperm head 

morphometry are not routinely performed in the field during semen evaluation.

In order to prevent the use of ejaculates with a high percentage of immature cells 

during the production of artificial insemination doses, morphological tests are performed in 

all boars monthly or every 50-60 days in boar studs. Ejaculates with more than 10% of the 

cells showing PCD are deemed unsuitable for this purpose (Feitsma, 2009). High 

percentage of DCD is not a cause for rejection but it also indicates immaturity of sperm 

(Saravia et al., 2007). Thus, avoiding the use of ejaculates with more than 10% PCD and 

DCD is interesting as the presence of cytoplasmic droplets is negatively correlated with 

pregnancy rate and litter size (Waberski et al., 1994).

Despite the importance of morphological tests, it is not possible to identify certain 

sperm alterations that are responsible for a reduction in fertilization rate or an increased 

embryonic mortality. Possible changes in chromatin compaction have been studied and are 

known to be one of the factors responsible for low male fertility or subfertility in humans 

(Liu and Backer, 1992; Spano et al., 2000; Bungum et al., 2004), boars (Boe-Hansen et al.,
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2008) and specifically in bulls (Januskauskas et al., 2003; Khalil, 2004) even when sperm 

motility and morphology results are considered acceptable (Beletti and Mello, 1996).

While several studies have used samples from bulls and humans (Januskauskas et 

al., 2003; Bungum et al., 2004; Lucio et al., 2016), there are only few correlating sperm 

morphology and chromatin instability in swine (Saravia et al., 2007; Tsakmakidis et al., 

2010). Further, many of the studies that correlated morphological data with chromatin 

instability did not distinguish normal cells and cells with cytoplasmic droplets; therefore, it 

is not possible to know if the presence of cytoplasmic droplets is related with chromatin 

instability. Thus, the aim of the study was to assess if cytoplasmic droplets is associate with 

morphometric characteristics and chromatin instability in sperm by separately analyzing 

normal cells and those with cytoplasmic droplets using the toluidine blue method.

Materials and Methods

Only boars from the same genetic line (n=11, hybrid line -  Pietrain x Large White x 

Landrace -  from the same boar stud) were used in the study and one ejaculate was obtained 

from each animal. The average age of the animals on the day of sample collection was 585 

±108.25 days and the average of collection interval among them was 5.59 ±1.80 days. 

Collection interval average was defined as the average of the number of days between the 

last collection and the day of sample collection. All animals were given ad libitum access to 

water and fed 2.5 kg/d corn-soybean diet containing 0.55% digestible lysine and 3300 kcal 

metabolizable energy. Environmental temperature of the boar studs was controlled with a 

maximum of 22 oC.

Semen from the boars was collected using the glove-hand technique (Hancock and 

Hovel, 1959) in a pre-warmed (36 °C) plastic bag equipped with a filter to remove the gel
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fraction and collect only the rich fraction. Ejaculates were evaluated macroscopically for 

color, aspect, temperature, volume and odor, and microscopically by subjective evaluation 

for sperm motility by the same technician. Only semen samples with a minimum of 85% 

motile cells were approved.

Semen samples that were approved in motility assessment were then prepared in 

Eppendorf tubes using an electronic mixing pipette such that 0.5 mL of semen was diluted

with 2 mL of pre-warmed (36 °C) buffered formalin. These samples were used for the

morphological examination, morphometric measurements, and chromatin instability 

evaluation. All samples were analyzed within 72 hours after semen collection.

The morphological examination was performed in a phase contrast microscope at 

1000x magnification using an oil immersion lens. Two-hundred sperm cells from each 

sample were classified according to sperm morphology as normal, or with acrosome defect, 

abnormal head, neck defect, midpiece defect, folded tail, coiled tail, PCD, or DCD (Pursel 

et al., 1972). All samples used in the study presented at least one cytoplasmic droplet count.

The morphometric and chromatin instability examinations were performed 

following Beletti et al. (2005). Briefly, one droplet of each sample was smeared onto a 

glass slide, dried, hydrolyzed with 4 N HCl for 15 min, washed thrice with distilled water, 

dried, stained with one droplet of blue toluidine (0.025%, pH 4, in Mcllvaine buffer), and 

covered with a cover slip after one minute. Pictures of sperm cells were acquired on a 

microscope (Leica DM500) coupled with a digital camera (Leica ICC50). Stained slides 

were photographed at 1000x magnification with oil immersion. Normal cells (NOR group) 

and cells with cytoplasmic droplets (DROP group) were photographed separately and the 

pictures of each animal and each group (NOR and DROP) were saved in different folders 

such that during analyses it was possible to see each cell from each boar and assess if the
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cells were normal or had cytoplasmic droplets. The number of cells used per boar in NOR 

and DROP groups were defined by the number of cells available on the slide and the 

number of cells that had no overlap of other cells or of dirt.

Head segmentation was assessed by a semi-automatic method and was performed in 

1,207 heads of the NOR group (average of 109.72 ± 38.74 per boar with minimum value of 

61 and maximum value of 162 heads) and 725 heads of the DROP group (average of 68.63 

± 56.99 per boar with minimum value of 7 and maximum value of 161 heads). All heads 

were evaluated by using algorithms developed in the mathematical programming software 

Scilab (Beletti et al., 2005). The parameters evaluated were area, perimeter, width, length,

width to length ratio, ellipticity (e = (length -  width) /  (length + width), defined as elongation of the head contour, normalized to -1 < e 
< 1), and shape factor

2
(SF = (1-e) x perimeter /45 x area), defined as degree of deviation of the head contour 
from a smooth ellipse (Beletti and Costa, 2003). Side symmetry (the parameter that 
identifies asymmetries along the principal sperm axis) and anterior-posterior symmetry (the 
parameter that identifies asymmetry along the secondary sperm axis) were calculated by 
flipping the heads along their major and minor axis, filling the voids obtained by the 
orthogonal lattice representation of the head, and then identifying the intersection between 
the original and flipped areas (Beletti et al., 2005).

The algorithm also evaluated pixels of each head and selected 20 heads with minor 

standard deviation for each sample. Among these selected heads, the algorithm then 

selected six heads with the maximum average of pixel values (less stained heads) as these 

six heads theoretically represented the cells with the most compacted chromatin. The 

average values of these cells were considered as the default value for all heads of that
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sample. Next, the algorithm calculated the difference between the default value and the 

value of each photographed head of the same sample and converted this difference to 

percentage values, thus, yielding the parameter percentage decondensed chromatin. The 

coefficient of variation for the gray scale intensity value of each head was also calculated, 

which represents the heterogeneity of chromatin condensation in the sperm head (Beletti et 

al., 2005).

All analyses were performed with the software Statistical Analysis System, version 

9.1.3 (SAS Institute, 2005). All parameters were analysed using the General Linear Model 

(GLM) procedure considering individual boar effect and age at collection as covariates. 

Correlation test (CORR procedure) was used to evaluate the relationship among percentage 

of cytoplasmic droplets in ejaculate (obtained in morphological exam), morphometric and 

chromatin characteristics of cells. Determination coefficient was calculated as correlation 

coefficient squared. Differences were considered as significant at p < 0.05.

Results

Sperm heads from the NOR group were wider than those in the DROP group (p = 

0.030), while DROP sperm heads were longer than NOR sperm heads (p = 0.025). The 

higher width to length ratio of NOR sperm heads (p = 0.005) further confirmed the 

observation that NOR heads were wider and shorter than DROP heads. Similarly, ellipticity 

results confirmed that DROP sperm heads were more elongated than NOR sperm heads (p 

= 0.0004), and shape factor analysis also indicated that NOR sperm heads were more 

similar to an ellipse than DROP sperm heads (p = 0.018; Table 1). DROP sperm heads 

were found to be more symmetric on the sides (p=0.007), but did not presented differences 

in anterior-posterior symmetry (p=0.430) when compared with NOR heads. Chromatin
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heterogeneity and percentage decondensed chromatin were higher in the DROP group than 

in the NOR group (p < 0.001 for both).

There was a significant correlation among percentage of decondensed 

chromatin, chromatin heterogeneity and all morphometric measurements except ante 

posterior symmetry and chromatin heterogeneity, as shown in Table 2. Chromatin 

heterogeneity was also correlated with percentage of decondensed chromatin and both 

parameters were significant correlated with percentage of cytoplasmic droplets.

Discussion

The studies in other species have shown that variation in sperm morphology is a 

sensitive marker of chromatin abnormality and animal fertility (Hingst et al., 1995; 

Karabinus et al., 1997; Beletti et al., 2005). Thus, in the present study, normal sperm and 

sperm with cytoplasmic droplets were evaluated separately. To the best of our knowledge, 

this is the first report that has used such a comparison, and therefore, no literature is 

available for a meaningful discussion.

Nonetheless, the studies that have compared rejected and approved ejaculates based 

on sperm morphological examination have shown results similar to those reported here. 

Specifically, Martinez (2005), who used modified fluorescent microscopic sperm chromatin 

structure assay (SCSA) methodology to evaluate boar sperm chromatin stability, 

demonstrated a positive correlation (r = 0.44; p = 0.01) between decondensed chromatin 

and percentage of cytoplasmic droplets, and Fischer et al. (2003) also showed a positive 

correlation (r = 0.59, p < 0.001) between DNA denaturation and the presence of 

cytoplasmic droplets in human sperm, using flow cytometry analysis of acridine orange 

treated spermatozoa as methodology. Further, Volker (2004) reported that when the
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occurrence of cytoplasmic droplets is higher than 50% in boars, the presence of 

decondensed chromatin is greater than 5%; we however report a comparatively smaller but 

significant difference in the percentage of the decondensed chromatin. There are no defined 

limits for percentage decondensed chromatin, but previous reports have stipulated a limit of 

5% (Wabersky et al., 2002; Volker, 2004; Martinez, 2005). We show that sperm from both 

NOR and DROP groups were within this limit, and it is important to bear in mind the 

differences in methodologies, genetic lines and species between our study and those in 

literature.

There are several methodologies that can be used to evaluate chromatin stability as 

SCSA, Feulgen test, single cell gel electrophoresis assay (Comet), terminal 

deoxinucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling assay (TUNEL), acridine 

orange test, sperm chromatin dispersion test (SCD), aniline blue staining and toluidine blue 

staining (Erenpreiss et al., 2001; Bungum, 2012; Beletti, 2013). Although the differences in 

technique exist, the results obtained by these methodologies are moderately to strongly 

positively correlated among each other (Erenpreiss et al., 2001; Beletti and Mello, 2004; 

Erenpreiss et al., 2004; Bungum, 2012). Of these tests, SCSA is the most used (Beletti, 

2013) but due its high cost the possibility of use in practice is reduced. Toluidine blue 

technique is considered easy and inexpensive (Beletti and Mello, 2004; Erenpreiss et al., 

2004) and it was used for chromatin stability evaluation of many species including human 

(Erenpreiss et al., 2001; Beletti and Costa, 2003; Erenpreiss et al,. 2004), rabbit (Beletti and 

Mello, 2004), bovine, caprine, ovine, canine (Beletti and Costa, 2003), fowl (Rodrigues et 

al., 2009), equine (Naves et al., 2004) and porcine (Arraztoa et al., 2016). Toluidine blue 

technique was chosen to be done in the present study due the possibility of evaluate
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concomitantly sperm head morphology, morphometry and chromatin, as described by 

Beletti et al. (2005).

Although mostly of correlations were statistically significant, correlation (r) and

2
determination (R ) coefficient values were considered low and, for this reason, only the

highest values were considered in discussion. Chromatin heterogeneity was correlated with 

the percentage of the decondensed chromatin, which indicates that cells with abnormal 

chromatin have greater heterogeneity in chromatin compaction within the sperm head. In 

agreement with the results reported by Beletti et al. (2005) in bulls, the correlations among 

chromatin heterogeneity, decondensed chromatin, and head morphometric measurements

reported here indicate that chromatin condensation can be associated with sperm head

2
morphometry without causing morphological abnormalities and, due the R value, other

parameters could influence in this results too. The observed positive correlation between 

the percentage of cytoplasmic droplets and chromatin heterogeneity can also probably be 

explained by the immaturity of cells when they were ejaculated. An intensification of 

semen collection results in less time for cell maturation and this probably influence the 

completion of chromatin condensation (Yoseffi et al., 1994; Hingst et al., 1995; Golan et 

al., 1996) and cytoplasmic droplet migration (Flowers, 2004). Another important fact 

related to the presence of cytoplasmic droplets was explained by Gomez et al. (1996), who 

reported that the retention of droplets, mostly proximal droplets, is strongly correlated with 

the production of reactive oxygen species (ROS) in semen. ROS has been shown to affect 

sperm function in many different ways, which include impaired fertilization capacity and 

DNA integrity (Irvine et al., 2000; Aitken and De Iuliis, 2010; Aitken et al., 2013).

Previous studies (Hirai et al., 2001 -  studied sperm of Pietrain boars using 

automated sperm morphometry analysis - ASMA; Saravia et al., 2007 -  used ASMA and
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ISAS® morphometric module to evaluate Duroc, Large White, Landrace and hybrid lines

sperm; and Gil et al., 2009 -  used ISAS® to evaluate Iberian boars sperm) have reported

2 2
lower average head area (28.45 pm - 36.20 pm ) than that reported in the present study,

while Saravia et al. (2007) showed higher values for average head perimeter (26.00 pm), 

width (4.50 pm), length (9.00 pm) and ellipticity (2.00). Similarly, Gil et al. (2009) 

reported greater values for head perimeter (22.35 pm) and ellipticity (1.99) but lower 

values for head width (4.07 pm) and length (8.11 pm) than those reported here. 

Importantly, such differences in measurements are known to exist and it have been shown 

to be due to differences in the various boar lines used, according Saravia et al. (2007) and 

Kondracki et al. (2012), and in the techniques used, as described by Boersma et al. (1999) 

in their study using bulls. Therefore, we propose that morphometric data should be 

compared only when the same methodology for analysis is used and only between sperm 

samples from the same genetic line.

We found that the parameters ellipticity and shape factor are in agreement with 

values obtained for width and length, which show that the DROP group sperm heads were 

more elongated than those of the NOR group. Symmetry measurements are related to 

hydrodynamic properties of the cell and can, therefore, be used for identifying specific 

alterations in sperm heads, such as the pyriform head (Beletti and Costa, 2003). Given this, 

even though cells in the DROP group did not demonstrate head abnormalities, the average 

for side sperm head symmetry in this group were higher than the NOR group which implies 

that presence of droplets could be associated with head shape.

Very few studies have analyzed the effects of sperm head morphometric 

measurements on the reproductive performance of sows. Hirai et al. (2001) showed that 

sows inseminated with semen containing longer sperm heads had reduced farrowing rate,
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and the cutoff value in this analysis was 86%. Even though the present study did not 

evaluate the effects of the presence of cytoplasmic droplets on the reproductive 

performance of sows, the results of the morphometric analyses were similar in both studies, 

i.e., longer sperm cells produced worse results. This similarity can be explained by the fact 

that there is a relationship between sperm head morphology and fertility potential. 

Accordingly, we show that cells with cytoplasmic droplets have longer heads, and this 

abnormality on morphological exam is generally negatively correlated with reproductive 

performance (Waberski et al., 1994; Benchaib et al., 2003; Feitsma et al., 2008; Feitsma, 

2009; McPherson et al., 2014).

In conclusion, the presence of cytoplasmic droplets is associated with morphometric 

characteristics, being this sperm heads longer and less wide than normal cells, and with 

chromatin instability, presenting higher percentage of decondensed chromatin and more 

heterogeneous chromatin than normal sperm.
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Table 1. Morphometric measurements, percentage of decondensed chromatin and 

chromatin heterogeneity of the boar sperm heads of normal sperm cells and sperm cells 

with proximal or distal cytoplasmic droplets (Mean ± Standard Deviation).

Variables DROP NOR p

Number of cells 725 1207
2

Head area, pm 44.81 ± 3.66 44.78 ± 3.54 0.897

Head perimeter, pm 22.10 ± 1.29 22.06 ± 1.15 0.423

Head width, pm 4.16 ± 0.21 4.19 ± 0.19 0.030

Head length, pm 8.37 ± 0.60 8.31± 0.53 0.025

Width:Length ratio 0.50 ± 0.04 0.51 ±0.34 0.005

Head ellipticity 0.335 ± 0.034 0.329 ± 0.031 0.0004

Shape factor 0.901 ± 0.039 0.906 ± 0.033 0.018

Side symmetry 0.973 ± 0.012 0.971± 0.011 0.007

Anterior-posterior symmetry 0.959 ± 0.026 0.960 ± 0.022 0.430

Decondensed chromatin, % 2.71 ± 3.87 2.28 ± 1.38 0.0008

Chromatin heterogeneity, % 4.66 ± 1.40 4.40 ± 1.42 <0.0001

NOR -  heads of normal sperm cells (without abnormalities)

DROP -  heads of sperm cells with proximal or distal cytoplasmic droplet
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Table 2. Correlation among percentage of
decondensed chromatin, morphometric

measurements and chromatin heterogeneity of boar sperm.

Morphometric

measurements

Decondensed chromatin

p-value
2

R (%)

Chromatin heterogeneity 
2

r R (%) p-value

Head area 0.31 9.61 <0.0001 0.51 26.01 <0.0001

Head perimeter 0.25 6.25 <0.0001 0.44 16.36 <0.0001

Head width 0.23 5.29 <0.0001 0.38 14.44 <0.0001

Head length 0.21 4.41 <0.0001 0.35 12.25 <0.0001

Width to length

ratio
- 0.04 0.16 0.007 - 0.09 0.81 <0.0001

Ellipticity 0.05 0.25 0.006 0.09 0.81 <0.0001

Shape factor - 0.10 1.00 <0.0001 - 0.14 1.96 >0.0001

Lateral

symmetry
0.08 0.64 <0.0001 0.18 3.24 <0.0001

Ante posterior

symmetry
0.05 0.25 0.002 0.01 1.00 0.450

Cytoplasmic

droplets, %
0.06 0.36 0.001 0.22 4.84 <0.0001

Chromatin

heterogeneity
0.35 12.25 <0.0001 - - -

r = correlation coefficient values 
2

R = determination coefficient value

r



83

References

Aitken RJ, De Iuliss GN. 2010. On the possible origins of DNA damage in human 

spermatozoa. Mol Hum Reprod, 16, 3-13.

Aitken RJ, Bronson R, Smith TB, De Iuliis GN. 2013. The source and significance of 

DNA damage in human spermatozoa; a commentary on diagnostic strategies and straw man 

fallacies, Mol Hum Reprod, 19, 475-485.

Arraztoa CC, Miragaya MH, Chaves MG, Trasorras VL, Gambarotta MC, Péndola 

CH, Neild DM. 2016. Porcine sperm vetrification I: cryoloops method. Androlog, In Press. 

Beletti ME. 2013. Cromatina espermâtica: quebrando paradigmas. Rev Bras Reprod Anim, 

37, 2, 92-96.

Beletti ME, Costa LF. 2003. A systematic approach to multi-species sperm 

morphometrical characterization. Anal Quant Cytol Histol, 25, 97-107.

Beletti ME, Costa LF, Guardieiro MM. 2005. Morphometric features and chromatin 

condensation abnormalities evaluated by toluidine blue staining in bull spermatozoa. Braz J 

Morphol Sci, 22, 85-90.

Beletti ME, Mello MLS. 2004. Comparison between the toluidine blue stain and the 

Feulgen reaction for evaluation of rabbit sperm chromatin condensation and their 

relationship with sperm morphology. Theriogenology, 62, 3-4, 298 -  402.

Beletti ME, Mello MLS. 1996. Methodological variants contributing to detection of 

abnormal DNA: protein complexes in bull spermatozoa. Braz J  Genet, 19, 97-103. 

Benchaib M, Braun V, Lornage J, Hadj S, Salle B, Lejeune H, Guérin JF. 2003. Sperm 

DNA fragmentation decreases the pregnancy rate in an assisted reproductive technique.

Hum Reprod, 18, 1023-1028.



84

Boe-Hansen GB, Christensen P, Vibjerg D, Nielsen MBF, Hedeboe AM. 2008. Sperm 

chromatin structure integrity in liquid stored boar semen and its relationships with field 

fertility. Theriogenology, 69, 728-736.

Boersma AA, Braun J, Stolla R. 1999. Influence of random factors and two different 

staining procedures on computer-assisted sperm head morphometry in bulls. Reprod Dom 

Anim, 34, 77-82.

Briz MD, Bonet S, Pinart B, Egozcue J, Camps R. 1995. Comparative study of boar 

sperm coming from the caput, corpus, and cauda regions of the epididymis. J  Androl, 16, 

175-88.

Bungum M. 2012. Sperm DNA integrity assessment: a new tool in diagnosis and treatment 

of fertility. Obstet GynecolInt, 2012, p. 1-6.

Bungum M, Humaidan P, Spano M, Jepson K, Bungum L, Giwercman A. 2004. The 

predictive value of sperm chromatin assay (SCSA) parameters for the outcome of 

intrauterine insemination, IVF and ICSI. Hum Reprod, 19, 1401-1408.

Cooper TG, Yeung CH. 2003. Acquisition of volume regulatory response of sperm upon 

maturation in the epididymis and the role of the cytoplasmic droplet. Microsc Res Techniq, 

61, 28-38.

Erenpreiss J, Bars J, Lipatnikova V, Erenpreisa J, Zalkalns J . 2001. Comparative 

study of citochemical tests for sperm chromatin integrity. J  Androl, 22, 1, 45-53.

Erenpreiss J, Jepson J, Giwercman A, Tsarev I, Erenpreisa J, Spano M. 2004. 

Toluidine blue cytometry test for sperm DNA conformation: comparison with the flow 

cytometric sperm chromatin structure and TUNEL assays. Hum Reprod, 19, 10, 2277 -

2282.



85

Feitsma H, Bergsma R, Leenhouwers JI, Knol EF. 2008. Combining AI and Breeding 

Databases for Analysing the Relation between Boar Semen and Sow Fertility Variables. 

Reprod Dom Anim, 43, 57-58.

Feitsma H. 2009. Artificial insemination in pigs, research and developments in The 

Netherlands, a review. Acta Sci Vet, 37, 61-71.

Flowers WL. 2004. Detailed description of sperm motility/morphology and causes of 

abnormalities. In Abstracts of the Midwest Boar Stud Conference II, 2004, St Louis, USA, 

p.15-22.

Fischer MA, Willis J, Zini A. 2003. Human sperm DNA integrity: correlation with sperm 

cytoplasmic droplets. Urology, 61 (1), 207 -  2011.

Gaggini TS, Rocha LO, Moura TS, Antunes RC, Beletti ME. 2015. Spermatic 

morphometry of boars approved and reproved in spermatic morphology test [In 

Portuguese]. In Abstracts of the XVII Congresso da Associação Brasileira de Veterinários 

Especialistas em Suínos, 2015, Campinas, Brazil. Campinas: ABRAVES, p.448-450.

Gil MC, García-Herreros M, Aparicio IM, Santos AJ, García-Marín LJ. 2009. 

Morphometry of porcine spermatozoa and its functional significance in relation with the 

motility parameters in fresh semen. Theriogenology, 71, 254-263.

Golan R, Cooper TG., Oschry Y, Oberpenning F, Schulze H, Shochat L, Lewin LM. 

1996. Changes in chromatin condensation of human spermatozoa during epididymal transit 

as determined by flow cytometry. Hum Reprod, 11, 1457-1462.

Gomez E, Buckingham DW, Brindle J, Lanzafame F, Irvine DS, Aitken RJ. 1996. 

Development of an image analysis system to monitor the retention of residual cytoplasm by 

human spermatozoa: correlation with biochemical markers of the cytoplasmic space, 

oxidative stress, and sperm function. J  Androl, 17, 276-287.



86

Hancock JL, Hovel GLR. 1959. The collection of boar semen. Vet Rec, 71, 664-665. 

Hingst O, Blottner S, Franz C. 1995. Chromatin condensation in cat spermatozoa during 

epididymal transit as studied by aniline blue and acridine orange staining. Andrology, 27, 

275-279.

Hirai M, Boersma A, Hoeflich A, Wolf E, Foil J, Aumüller TR, Braun J. 2001. 

Objectively measured sperm motility and sperm head morphometry in boars (Sus scrofa): 

relation to fertility and seminal plasma growth factors. JAndrol, 22, 104-10.

Irvine DS, Twigg JP, Gordon E, Fulton N, Milne PA, Aitken RJ. 2000. DNA integrity 

in human spermatozoa: relationships with semen quality. J  Androl., 21 (1), 33 -  44. 

Januskauskas A, Johannisson A, Rodriguez-Martinez H. 2003. Subtle membrane 

changes in cryopreserved bull semen in relation with sperm viability, chromatin structure, 

and field fertility. Theriogenology, 60, 743-758.

Karabinus DS, Vogler CJ, Saacke RG, Evenson DP. (1997). Chromatin structural 

changes in sperm after scrotal insulation of Holstein bulls. J  Androl, 18, 549-555.

Khalil Y. 2004. Binding capacity of bull spermatozoa to oviductal epithelium in vitro and 

its relationship to sperm chromatin stability, sperm volume regulation and fertility. 

Hanover, Germany: School of Veterinary Medicine Hannover. Thesis.

Kondracki S, Iwanina M, Wysokinska A, Huszno M. 2012. Comparative analysis of 

Duroc and Pietrain boar sperm morphology. Acta Vet, 81:195-199

Liu DY, Baker HWG. 1992. Sperm nuclear chromatin normality: relationship with sperm 

morphology, sperm-zona pellucida binding, and fertilization rates in vitro. Fertil Steril, 58, 

1178-1184.

Lucio AC, Alves BG, Alves KA, Martins MC, Braga LS, Miglio L, Alves BG, Silva 

TH, Jacomini JO, Beletti ME. Selected sperm traits are simultaneously altered after



87

scrotal heat stress and play specific roles in in vitro fertilization and embryonic 

development. Theriogenology, [In Press], 2016.

Martinez FA. 2005. Studies on the interaction of chromatin-unstable boar sperm with the 

female reproductive tract. Hannover, Germany: University of Veterinary Medicine 

Hannover. Thesis.

McPherson FJ, Nielsen SG, Chenoweth PJ. 2014. Semen effects on insemination 

outcomes in sows. Anim ReprodSci, 151, 28-33.

Naves CS, Beletti ME, Duarte MB, Vieira RC, Diniz EG, Jacomini JO. 2004. 

Evaluation of equine spermatic chromatin with toluidine blue and acridine orange. Biosci J, 

20, 3, 117 -  124.

Pursel VG, Johnson LA, Rampacek GB. 1972. Acrosome morphology of boar 

spermatozoa incubated before cold shock. J  Anim Sci, 34, 278-283.

Rodrigues ACN, Rocha JV, Beletti ME. 2009. Análise computacional da compactação da 

cromatina de espermatozoides de galo. Arq Bras Med Vet Zootec, 61, 6, 1302 -  1307. 

Saravia F, Núnez-Martínez I, Morán JM, Soler C, Muriel A, Rodríguez-Martínez H, 

Penã FJ. 2007. Differences in boar sperm head shape and dimensions recorded by 

computer-assisted sperm morphometry are not related to chromatin integrity. 

Theriogenology, 68, 196-203.

SAS Institute. 2005. SAS User’s Guide, Release 9.1.3. SAS Institute, Cary, NC.

Spano M, Bonde JP, Hjollund HI, Kolstad HA, Cordelli E, Leter G. 2000. Sperm 

chromatin damage impairs human fertility. Fertil Steril, 73(1):43-50.

Tsakmakidis IA, Lymberopoulos AG, Khalifa TA. 2010. Relationship between sperm 

quality traits and field-fertility of porcine semen. J  Vet Med Sci, 11, 151-154.



88

Volker G. 2004. Untersuchungen zur Verbesserung der In-vitro-Diagnostik von 

Eberspermien und Ermittlung der Beziehung zum Befruchtungserfolg. [in German]. 

Hanover, Germany: School of Veterinary Medicine Hannover. Thesis.

Waberski D, Helms D, Beyerbach M, Weitze KF, Bollwein H, Bluemig P, Willeke H, 

Acevedo N, Saacke RG. 2002. Sperm chromatin structure in boars used in artificial 

insemination. ReprodDom Anim, 37, 257.

Waberski D, Meding S, Dirksen G, Weitze KF, Leiding C, Hahn R. 1994. Fertility of 

long-term-stored boar semen: influence of extender (Androhep and Kiev), storage time and 

plasma droplets in the semen. Anim ReprodSci, 36, 145-151.

Yoseffi S, Oschry Y, Lewin LM. 1994. Chromatin condensation in hamster sperm: a flow 

cytometric investigation. Mol Reprod Dev, 37, 93-98.



89

CAPÍTULO 3 - Alta ocorrência de gota citoplasmática distal altera parâmetros 

relacionados ao movimento espermático de reprodutores suínos

Artigo submetido e nas normas da revista “Pesquisa Agropecuária

Brasileira”



90

Alta ocorrência de gota citoplasmática distai altera parâmetros relacionados ao 

movimento espermático de reprodutores suínos

Thais Schwarz Gaggini a*, Helomar Barbosa^, Marcelo Emílio Belettia, Fernanda Marcondes de

Rezendea e Robson Carlos Antunesa

aPrograma de Pós-Graduação em Ciências Veterinárias da Universidade Federal de 

Uberlândia, Uberlândia -  MG, Brasil -  Rua Ceará s/n -  bloco 2D -  sala 03 -  Campus 

Umuarama CEP 38400-902. E-mail: tsgaggini@yahoo.com.br, mebeletti@ufu.br,

frezende@ufu.br, robson.antunes@ufu.br.

Hypor Inc, Regina -  SK, Canadá. 402 McDonald Street, Regina, Saskatchewan. E-mail:

helomar.barbosa@hendrix-genetics.com.

Resumo - O objetivo da pesquisa foi comparar parâmetros relacionados ao movimento 

espermático de ejaculados aprovados e reprovados com alta ocorrência de gota 

citoplasmática distal. Foram selecionadas 169 amostras de morfologia espermática para 

serem utilizadas no estudo. Destas, 25 foram reprovadas devido à presença de mais de 10% 

de gota distal e 144 foram aprovadas em todos os parâmetros avaliados. A avaliação da 

morfologia espermática foi realizada, contabilizando 200 células por amostra, utilizando 

microscópio com aumento de 1000x. Considerou-se aprovado o ejaculado que apresentou, 

de forma cumulativa, menos de 20% de células anormais, menos de 5% de defeitos de 

cabeça, acrossoma, colo e peça intermediária e menos de 10% de alterações de cauda e 

presença de gota proximal e distal. Características da motilidade espermática avaliada pelo 

sistema computadorizado foram coletadas de todos os ejaculados avaliados no estudo. 

Ejaculados reprovados devido à alta ocorrência de gota distal apresentaram menor
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velocidade em linha reta (p = 0,04), menor motilidade total (p = 0,035) e progressiva (p = 

0,004) quando comparados a ejaculados aprovados no exame morfológico. Os resultados 

indicam que a alta ocorrência de gota citoplasmática distal influencia nos parâmetros de 

movimento espermático de reprodutores suínos.

Termos para indexação: Ejaculado, morfologia espermática, motilidade espermática, sus 

scrofa domesticus.

High occurrence of distal cytoplasmic droplet changes spermatic movement

parameters of boars

Abstract -  The aim of this study was to compare spermatic movement parameters of 

approved and reproved ejaculates due to high occurrence of distal cytoplasmic droplet. 

One-hundred-sixty-nine morphological samples were selected to be used in the study. Of 

these, 25 were rejected due to the presence of more than 10% of distal droplets and 144 

were approved in all evaluated parameters. Morphological analyses were performed by 

counting 200 cells per sample using microscope with magnification of 1000x. Ejaculates 

that presented cumulatively less than 20% of abnormal cells, less than 5% of head defect, 

acrosome, neck and mid piece defect and less than 10% of tail abnormality and occurrence 

of proximal and distal droplets were considered approved. Information of sperm motility 

characteristics evaluated by computer system was collected of all ejaculates evaluated by 

morphological test. Rejected ejaculates due high occurrence of distal cytoplasmic droplets 

presented lower velocity straight line (p = 0.04) and lower total (p = 0.035) and progressive
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(p = 0.004) motilities. These results indicate that high occurrence of distal droplets 

influence in spermatic movement parameters of boars.

Index terms: Ejaculate, sperm morphology, sperm motility, sus scrofa domesticus

Introdução

A presença de espermatozoides morfologicamente anormais no ejaculado é um 

indicativo de não conformidade no processo de formação e maturação do espermatozoide 

ou ainda no processamento do ejaculado, preparação e armazenamento de doses 

inseminantes (Althouse, 1998). As alterações espermáticas ocasionadas durante a 

espermatogênese são denominadas alterações primárias - que consistem em defeitos de 

cabeça, acrossoma, colo, peça intermediária e cauda -, alterações secundárias são as que 

ocorrem no epidídimo -  que consistem principalmente na presença de gota citoplasmática - 

e, as alterações terciárias são as iatrogênicas, causadas em casos de erro de preparação da 

amostra ou alterações nas condições ambientais, e são representadas por alterações na 

cauda, cabeça normal desprendida e acrossoma destacado (Bonet et al. 2012).

Em geral, as alterações primárias ocorrem em menor proporção quando comparadas 

às alterações secundárias e terciárias (Waberski et al. 1994), sendo as gotas citoplasmáticas 

comumente observadas durante a avaliação morfológica. Estas podem ser observadas em 

duas posições na peça intermediária e, dessa forma, classificadas como gota proximal, 

quando próxima do colo e da cabeça e, gota distal, quando presente na porção terminal da 

peça intermediária (Althouse, 1998). A gota citoplasmática distal é considerada menos 

importante do que a proximal (Althouse, 1998) em termos de comprometer os resultados
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reprodutivos in vivo e in vitro e, por este motivo, diversos manuais técnicos, livros e 

estudos consideram esta alteração como sendo sem significado patológico, não indicando a 

reprovação de reprodutores que apresentarem alta ocorrência desta no exame morfológico 

(Fonseca et al. 1992; CBRA, 1998; Bortolozzo et al. 2005; Bonet et al. 2013). No entanto, 

estudos mais recentes indicam que a presença das gotas citoplasmáticas na peça 

intermediária pode causar aumento de tamanho e flexão da cauda (Fentic et al. 2006; 

Cooper et al. 2011) e, consequentemente alterar o movimento da célula espermática (Regan 

et al. 2012), reduzindo a sua capacidade fecundante. De forma geral, os estudos conduzidos 

referentes à importância das gotas citoplasmáticas abrangem os dois tipos de gotas de 

forma conjunta (Waberski et al. 1994; Regan et al. 2012), não identificando o efeito isolado 

da gota citoplasmática distal nos parâmetros relacionados ao ejaculado e a fertilidade do 

reprodutor. A fim de verificar se a reprovação do ejaculado devido à alta porcentagem de 

gota citoplasmática distal deve ser considerada em Centrais de Inseminação Artificial, o 

presente estudo comparou os parâmetros relacionados ao movimento espermático de 

ejaculados considerados aprovados e reprovados devido à alta ocorrência de gota 

citoplasmática distal no exame morfológico.

Material e Métodos

Foram utilizados ejaculados de 132 reprodutores suínos de mesma linhagem 

genética (Duroc), sexualmente maduros, com idade média de 15,93 ± 6,49 meses, intervalo 

de coleta médio de 5,77 ± 3,55 dias, alojados na mesma Central de Inseminação Artificial 

(Greenhill AI Stud, Saskatchewan -  Canadá) e submetidos ao mesmo manejo alimentar e 

de coleta de sêmen (método automatizado). Dos ejaculados coletados, 392 foram
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submetidos à avaliação morfológica e destes, 169 foram utilizados no estudo, sendo que 

144 foram considerados aprovados em todos os parâmetros avaliados e 25 foram 

reprovados exclusivamente devido à presença de mais de 10% de gota citoplasmática distal. 

As 223 amostras restantes não se encaixaram em nenhuma das duas formas de seleção para 

o estudo e por isso não foram utilizadas. As análises foram realizadas por um técnico de 

laboratório previamente treinado e adaptado à rotina de avaliações da Central de 

Inseminação Artificial, no período de outubro de 2015 e março de 2016.

Para a preparação da amostra de morfologia espermática, foi introduzida uma gota 

de ejaculado no momento do processamento do sêmen em 1 mL de formol citrato pré-

aquecido à 36o C. Uma gota da amostra à temperatura ambiente foi colocada sobre lâmina e

lamínula e sua avaliação foi realizada utilizando microscópio de contraste de fase, 

utilizando lente com 1000x de aumento e óleo de imersão. Duzentas células foram contadas 

e classificadas de acordo com a morfologia espermática: normal, gota citoplasmática 

proximal, gota citoplasmática distal, cauda enrolada, cauda dobrada, cabeça anormal, 

defeito de acrossoma, defeito de peça intermediária e de colo. Os defeitos de cabeça, 

acrossoma, peça intermediária e colo foram considerados como defeitos primários e gota 

citoplasmática proximal e cauda foram considerados como defeitos secundários. 

Considerou-se aprovado o ejaculado que apresentou, de forma cumulativa, menos de 20% 

de células anormais, menos de 5% de defeitos de cabeça, acrossoma, colo e peça 

intermediária e menos de 10% de alterações de cauda e presença de gota citoplasmática 

proximal e distal.

Após a realização da morfologia espermática, dados referentes ao movimento 

espermático dos ejaculados avaliados foram coletados a partir do banco de dados de 

sistema computadorizado de análise de sêmen (CASA, SpermVision®). Para a análise de
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motilidade utilizando o sistema CASA, uma alíquota do ejaculado in natura previamente 

homogeneizada foi diluída em diluente BTS na proporção de 1:9 (90 pL do ejaculado e 810

pL de BTS pré-aquecido a 35 °C). A diluição foi feita em microtubos com 2mL de

capacidade, utilizando pipeta eletrônica. Antes da realização da análise, o microtubo foi 

homogeneizado cinco vezes e 3 pL foram introduzidos em câmara de contagem para

análise de motilidade em sistema computadorizado pré-aquecida a 36 °C (Leja, 20 pm

profundidade, 4 câmaras de contagem), que foi preenchida por capilaridade. As amostras 

foram analisadas individualmente pelo sistema CASA, com 200x de aumento, utilizando 

oito campos por amostra, sendo a avaliação realizada na região central da câmara, seguindo 

em direção retilínea, de forma que os campos não se repetissem. As informações coletadas 

de cada ejaculado foram: motilidade espermática total, motilidade espermática progressiva 

(deslocamento maior do que 4,5 pm percorrido em linha reta), amplitude do deslocamento 

lateral da cabeça (ALH), amplitude do deslocamento lateral da cabeça em relação à 

trajetória média (BCF -  número de vezes que a cabeça cruza a direção do movimento), 

distância percorrida em linha reta (DSL), distância média percorrida (DAP), distância 

percorrida na trajetória real do espermatozoide (DCL), velocidade média percorrida (VAP), 

velocidade em linha reta (VSL) e velocidade curvilínea (VCL -  velocidade da trajetória 

real do espermatozoide).

Todos os parâmetros foram analisados quanto à normalidade pelo teste de Shapiro- 

Wilk. As variáveis porcentagem de gota distal, motilidade total, motilidade progressiva, 

DSL, VAP, VSL e VCL não apresentaram distribuição normal (p < 0,05) e foram 

analisadas por meio de análise não paramétrica, utilizando o Teste de Wilcoxon. As 

variáveis ALH, BCF, DAP e DCL apresentaram distribuição normal (p > 0,05) e foram 

analisadas utilizando o Teste T. As análises foram realizadas no programa estatístico
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Action, versão 2.8 (Estatcamp, 2014). A significância estatística foi considerada quando p < 

0,05.

Resultados e Discussão

As estatísticas descritivas de alterações morfológicas observadas nas amostras de 

sêmen dos grupos considerados aprovado e reprovado encontram-se na Tabela 1. 

Ejaculados reprovados no exame morfológico devido à presença de mais de 10% de gota 

distal apresentaram maior porcentagem de gota citoplasmática distal (p < 0,0001), menor 

motilidade total (p = 0,035), motilidade progressiva (p = 0,004) e velocidade em linha reta - 

VSL (p = 0,04) do que ejaculados aprovados no exame morfológico (Tabela 2).

A importância do estudo de parâmetros relacionados ao movimento espermático se 

deve ao fato de que a mobilidade do espermatozoide influencia na taxa de parto e no 

número de nascidos totais em suínos. O efeito do parâmetro motilidade total vem sendo 

estudado mesmo antes da utilização do sistema CASA (Flowers, 1997) e a importância 

deste parâmetro na fertilidade é bastante conhecido, sendo correlacionados positivamente 

(Vyt et al. 2008; Kummer et al. 2013; Broekhuijse et al. 2012; Lima et al. 2015; Flowers et 

al. 2016). As pesquisas utilizando a motilidade progressiva são mais recentes, porém, 

mostram que há uma correlação positiva desta variável com a taxa de parto (Broekhuijse et 

al. 2012), sendo um indicador importante de fertilidade de reprodutores (Kummer et al. 

2013). Dessa forma, a influência negativa da gota distal na motilidade espermática total e 

progressiva in natura observada no presente estudo pode atuar como um fator indireto que 

cause redução no desempenho reprodutivo do plantel.

As variáveis relacionadas à velocidade e ao deslocamento das células espermáticas 

vêm sendo estudadas, mas não se sabe ao certo se todos os parâmetros obtidos pelo sistema
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CASA estão envolvidos no processo de fecundação (Didion, 2008). As pesquisas 

envolvendo estes parâmetros apresentam resultados variáveis, porém, no geral observa-se 

efeito de VAP, VSL (Flowers et al. 2016), VCL, ALH e BCF na fertilidade (Holt et al. 

1997; Broekhuijse et al. 2012; Kummer et al. 2013). No presente estudo, a maior ocorrência 

de gota distal não afetou os valores de VAP, VCL, ALH e BCF, mas diferiu nas amostras 

aprovadas para os valores de VSL quando comparado com amostras reprovadas.

A VSL das amostras reprovadas apresentou menor valor do que a aprovada, 

indicando que células de ejaculados normais percorreram em maior velocidade um percurso 

em linha reta do que as células de ejaculados reprovados por alta ocorrência de gota 

citoplasmática distal. Existem estudos que indicam que uma maior VSL tem relação com a 

maior taxa de concepção (Holt et al. 1997) e maior fertilidade do reprodutor (Flowers et al. 

2016). No entanto, nem todos os estudos obtiveram a mesma correlação com a fertilidade, e 

a VSL pode não ter efeito sobre a fertilidade (Oh et al. 2010; Kummer et al. 2013), ou 

ainda, estar associada negativamente com tamanho de leitegada (Broekhuijse et al. 2012). 

Porém, sabendo-se que a gota citoplasmática pode causar alterações de movimento 

espermático (Regan et al. 2012), a menor velocidade percorrida em espermatozoides 

anômalos é um fenômeno justificável.

Conclusão

A alta ocorrência de gota citoplasmática distal influencia em parâmetros 

relacionados ao movimento espermático de ejaculados de reprodutores suínos.
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Tabela 1. Anormalidade de células observadas no grupo aprovado e reprovado no exame 

morfológico de reprodutores suínos.

Parâmetros Aprovado (%) Reprovado (%)

morfológicos N = 147 N = 26

Defeito cabeça 0,00 - 4,00 (0,52 ± 0,74) 0,00 - 4,00 (0,66 ± 1,15)

Cauda enrolada 0,00 - 8,50 (0,34 ± 1,07) 0,00 - 3,00 (0,34 ± 0,69)

Cauda dobrada 0,00 - 10,00 (1,51 ±: 2,16) 0,00 - 9,00 (2,82 ± 2,47)

Defeito acrossoma 0,00 - 2,00 (0,09 ± 0,31) 0,00 - 2,00 (0,24 ± 0,52)

Gota distal 0,00 -■10,00 (4,00 ± 2,66) 11,00 - 53,00 (20,34 ±11,43)

Gota proximal 0,00 - 10,00 (2,48 ±: 2,57) 0,00 - 8,00 (2,92 ± 1,91)

Defeito PI 0,00 - 2,00 (0,24 ± 0,49) 0,00 - 3,00 (0,38 ± 0,69)

Defeito colo 0,00 - 3,00 (0,11 ± 0,37) 0,00 - 2,00 (0,14 ± 0,44)

Total de alterações 1,00 - 20,00 (9,32 ± 4,87) 12,00 - 61,00 (27,84 ±t  13,31)

PI = peça intermediária

Valores apresentados como mínima -  máxima (média ± desvio padrão)
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Tabela 2. Parâmetros espermáticos de ejaculados considerados aprovados e reprovados no 

exame morfológico.

Parâmetros Aprovado (<10% GD) Reprovado (>10% GD) p-valor

GD (%)* 0,00 - 3,25 - 10,00 (4,00) 11,00 - 15,00 - 53,00 (20,34) < 0,0001

Mot Tot (%)* 73,1 -  88,89 - 97,46 (88,18) 72,16 - 87,65 - 94,01 (85,87) 0,035

Mot Prog (%)* 48,56 - 78,55 - 91,40 (76,70) 45,72 - 70,24 - 86,88 (70,71) 0,004

ALH (pm)** 2,82 (0,51) 2,90 (0,64) 0,63

BCF (Hz)** 26,18 (4,55) 25,73 (5,05) 0,15

DAP (pm)** 26,17 (4,55) 25,73 (5,04) 0,75

DCL (pm)** 42,65 (8,27) 43,64 (9,65)** 0,70

DSL (pm)* 13,65 - 18,32 - 29,37 (19,06) 13,49 - 16,33 - 21,83 (17,67) 0,13

VAP (pm/seg)* 31,00 - 47,00 - 76,02 (47,72) 34,00 - 45,50 - 71,24 (48,27) 0,60

VCL (pm/seg)* 40,57 - 62,70 - 126,74 (67,12) 45,29 - 65,87 - 123,18 (74,94) 0,42

VSL (pm/seg)* 29,02 - 71,00 - 83,00 (62,42) 29,27 - 53,84 - 74,00 (53,29) 0,04

* Valor apresentado como mínima -  mediana -  máxima (média) -  comparação utilizando o 

Teste de Wilcoxon.

** Valor apresentado como média (desvio padrão) -  comparação utilizando o Teste T.

GD -  Gota distal; Mot Tot -  Motilidade espermática total; Mot Prog -  Motilidade 

espermática progressiva; ALH -  amplitude do deslocamento lateral da cabeça; BCF - 

amplitude do deslocamento lateral da cabeça em relação à trajetória média; DAP - distância 

média percorrida; DCL - distância percorrida na trajetória real do espermatozoide; DSL - 

distância percorrida em linha reta; VAP - velocidade média percorrida; VCL - velocidade 

curvilínea; VSL - velocidade em linha reta.
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ABSTRACT

A genome-wide association study for ejaculate volume, sperm 

concentration, total and progressive motilities evaluated in natura semen of 113 

Duroc boars was performed using genotypes of Illumina PorcineSNP60 BeadChip. 

The results were reported as the percentage of the additive genetic variance 

explained by the windows of 10 adjacent SNPs and the candidate genes in flaking 

regions about 0.1 Mb upstream and downstream of the window region were also 

checked. A total of 57 SNPs windows that explained more than 1% of genetic 

variance were identified for ejaculate volume (22), sperm concentration (14), total 

(10) motility and progressive (11) motility. Thirteen genes of eight SNPs windows 

were considered candidates for those traits. Gene ABCC3 was related to volume, 

genes KCNA3, RBM15 and ITGB1 to sperm concentration, gene WRNIP1 to total

mailto:tsgaggini@yahoo.com.br
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motility, genes FAM189A2, C9orf135, FXN and FAM83D to progressive motility 

and genes HSD17B11 and HSD17B13 to both total and progressive motilities. The 

identification of these genes in pigs contributes to genomic knowledge of sperm 

traits expression and, in the future, this information could be used in boars’ 

selection management, in order to include seminal quality information in breeding 

programs.

INTRODUCTION

Macroscopic evaluations, as ejaculate volume, and microscopic exams, as 

sperm concentration and motility, are the most common analyses realized in boar 

studs to guarantee the high quality of semen’ doses processed for artificial 

insemination purpose [1]. Volume and sperm concentration are evaluated to 

determine the total number of cells in in natura semen and the number of possible 

doses to be produced per ejaculate once they are related to the number of cells 

per dose and the dilution rate of the doses [2, 3]. Sperm motility indicates the 

percentage of mobile cells and, when using computer assisted sperm analysis 

(CASA), it can be differentiated in total motility and progressive motility, according 

with the trajectory and velocity of the cells [4]. In general, motility is positive 

correlated with in vivo fertility [5, 6, 7].

Usually, seminal analyses are not incorporated in boar breeding programs 

[8] due their low heritability [9]. However, the inclusion of seminal traits in boar 

selection for AI studs could enable an early and reliable selection using phenotypic 

aspects that are possible to be measured only in post-pubertal boars. In other 

words, when identified desirable genetic markers related to seminal traits it will be
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possible to select fertile pre-pubertal boars even before the first semen 

assessment.

Single nucleotide polymorphism (SNP) has been used in genomic wide 

association studies (GWAS) with the aim of identifying regions and candidate 

genes that affect the expression of important traits [11, 12]. GWAS in pigs 

presented 37 SNPs of chromosome 1 and 6 associated with androstenone levels 

[13], 16 SNPs of chromosome 6 associated with skatole levels [14], both studies 

using Duroc sire line population, and, 28 regions in 11 chromosomes related with 

boar taint in commercial Landrace and Duroc breeds [15]. Body composition traits 

were also studied and five candidate genes were identified in commercial female 

pigs [16] and 663 genes were correlated with fat area in crossbred pigs [17]. 

Seventy-six SNPs were associated with feed intake behavior of Danish Duroc 

boars [18] and, for reproductive traits, thirty genes of nine chromosomes were 

considered candidates for number of total born, number of born alive, number of 

stillborn, number of mummified fetuses and gestation length in Large White and 

Large White x Landrace sows [19], two genes were candidates for age of puberty 

in crossbred gilts [20], one gene was candidate for sperm motility in Large White 

boars [21] and ten significant loci were identified for seven boar reproductive traits 

in White Duroc x Erhualian F2 intercross population [22].

Although GWAS related to sperm traits in boars have already been done, to 

our knowledge none of them have analyzed Duroc purebred population. It is known 

that swine domestication generated several differences among breeds related to 

reproduction and meat production [23, 24, 25] and the same alleles can be 

associated to different phenotypic traits [26]. Diniz et al. [21] have proved it
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identifying the same SNPs in Landrace and Large White lines, but these SNPs 

were significantly associated to sperm motility only in Large White line. Considering 

that these breeds are phenotypically and genetically very similar between them 

and distinctly different from Duroc [27], Duroc boars probably will present different 

genetic information and because of it studies should be done specifically with this 

breed. In that way, the aim of the present study was to map genomic of regions 

and possible candidate genes that influence ejaculate volume, sperm 

concentration, total motility and progressive motility in purebred Duroc boars’ 

population.

MATERIAL AND METHODS

Animals and phenotype measurements

Repeated observations of volume, sperm concentration and total sperm 

motility and progressive sperm motility of in natura ejaculates of 113 Duroc boars 

housed at the same boar stud (Greenhill AI stud, Saskatchewan, Canada) were

collected from February 2015 until May 2016. Automated semen collection system

®(Collectis , IMV) was used and each ejaculate was collected in a pre-warmed

(36°C) plastic container. Gel fraction of each ejaculate was filtered and discarded.

After collection, the ejaculate was weighted and, to a better estimation of its real 

volume, it was assumed that one gram corresponds to one milliliter of semen. For 

microscopic evaluations, samples of ejaculates were prepared (90 pL of raw

semen plus 810 pL of pre-warmed extender) and submitted to CASA system

®
(Sperm Vision Minitub), which determined sperm concentration and total and
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progressive motilities. Sperm concentration was determined through counting the 

cells in eight fields and establishing an average of them. Total motility 

corresponded to the percentage of mobile cells, independent of their trajectory, and 

progressive motility corresponded to progressive forward motility of the cells (>4.5 

pm of distance sperm travels in straight line). It was evaluated 2,392 ejaculates 

and the number of ejaculates per boar was in average 21.17 ± 12.63. Boar’s age at 

measurement, ejaculate volume, sperm concentration and total and progressive 

motilities mean values were considered for the analyses. The approval of ethics 

committee of Federal University of Uberlandia was not required because the 

protocols of semen collection used in AI stud routine were followed and the tissue 

for DNA extraction was collected during ear tags management. Both practices 

were done following Canada’s Animal Welfare Code [28].

Genotyping and quality control

Boars were genotyped with Illumina PorcineSNP60 BeadChip [29], 

according to the manufacturer protocols (119 animals for 68,516 SNPs). Among 

the genotyped animals, 8 boars were not phenotyped. The quality control of 

markers was made excluding those with unknown genomic position, placed in 

sexual chromosomes, with minor allele frequency lower than 3% and markers and 

animals that presented call rate lower than 90%. After quality control, 113 animals 

and 42,240 SNPs remained to be analyzed. GWAS were realized by BLUPf90 [30] 

using weighted single-step GBLUP method (WssGBLUP, [31]), considering 

windows of 10 adjacent SNPs to estimate their effects by postGSf90 [32, 33]. A 

total of three rounds of BLUPf90 and postGSf90 were used for the WssGBLUP.
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Each run of postGSf90 updated weights for SNPs, whereas each run of BLUPf90 

used the updated weights to constructed G matrices [34]. In each round, the 

weights of SNPs with large effects were increased while those with small effects 

decreased.

The animal model considered as fixed effect boar’s litter size (except for 

ejaculate volume), besides, as covariates, mean age at measurement (except for 

total motility) and mean value of sperm concentration (only for motility evaluations) 

and, as random effects, animal and residual effects. Analyses were performed 

using a pedigree composed by 250 animals of 96 dams and 49 sires. The single­

step GBLUP method allows including in the same analysis animals that has 

different sources of information. In our case, there were 111 animals with records 

and genotypes (including 16 sires), two animals only phenotyped and eight only 

genotyped. The results of GWAS were reported as the percentage of the additive 

genetic variance explained by the windows of 10 adjacent SNPs presented in 

Manhattan plots drawn by R software.

Candidate genes based on GWAS results

Candidate genes were searched in the most important regions identified in 

GWAS analyses using Ensembl database (http://www.ensembl.org/index.html). 

Relation between ejaculate traits (ejaculate volume, sperm concentration and total 

and progressive sperm motilities) with the genes previously mapped in those 

regions was done searching in published literature. Genes located about 0.1 Mb 

upstream or downstream of the windows regions were also checked.

http://www.ensembl.org/index.html
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RESULTS

Four phenotypic sperm traits associated with boar reproduction efficiency 

were measured in the present study. Descriptive statistics for these parameters are 

available in Table 1.

Table 1. Descriptive statistics for mean values of ejaculate volume, sperm 

concentration, total and progressive sperm motilities of Duroc boars used for 

GWAS analyses.

Semen traits N Mean SD Range

Volume (mL) 110 160.19 45.42 75.11 -  286.60
g

Concentration (x10 /mL) 110 0.57 0.18 0.20 -  1.11

Total motility (%) 113 86.53 7.47 50.45- 95.24

Progressive motility (%) 110 76.52 9.99 38.21 -  91.32

N -  Number of animals evaluated; SD -  Standard deviation

In Figures 1, 2, 3 and 4 were presenting the genomic regions and the 

percentage of genetic variance explained by windows of 10 adjacent SNPs by 

chromosome for ejaculate volume, sperm concentration, total and progressive 

sperm motilities, respectively.
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Figure 1. Manhattan plot of genomic regions associated with ejaculate volume. 

SNPs of different chromosomes are denoted by different colours.

Figure 2. Manhattan plot of genomic regions associated with sperm concentration. 

SNPs of different chromosomes are denoted by different colours.
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Figure 3. Manhattan plot of genomic regions associated with total motility. SNPs of 

different chromosomes are denoted by different colours.
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Figure 4. Manhattan plot of genomic regions associated with progressive motility. 

SNPs of different chromosomes are denoted by different colours.
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Genes in windows regions that explained more than 1% of genetic variance 

of each semen trait are present in Table 2.

Table 2. Chromosome (C), location, additive genetic variance explained by the
SNPs window (% 2) and described genes in those regions for each semen trait.

Trait C Position (Mb) 2) Genes

1 21.24 -  21.84 2.52 ADGB, RAB32, GRM1

2 1.48 -  1.97 1.00
*022123, *021469, *029328, *024158, 

*029868, *012869

3 58.35 -  59.12 4.55 INPP4A, *027113, *022954, TMEM131, 7SK

ZAP70, ANKRD23, ANKRD39, *008197,

FAM178B, COX5B, CTR1B, CNNM3, 

*008199, *008202, *024746, *020750,

3 59.22 -  59.99 4.02 *023617, *029057, *008205, RPIA, IGKC, 

IGKJ5, IGKJ4, IGKJ3, IGKJ2, IGKJ1, IGKV, 

*029427, IGKV-3, IGKV-5, IGKV-6, IGKV-7,

U6

Volume 4 59.52 -  60.70 2.67 CHMP4C, SNX16, PMP2, FABP5, PAG1

7 9.59 -  99.54 3.22 *025580, PHACTR1

*001105, *001138, CARMIL1, SCGN,

HIST1H2AA, *023900, HIST1H2BA,

7 21.56 -  22.17 1.81
SLC17A4, SLC17A1, *001132, *001132, 

*025307, HIST1H2BD, *021411, HIST1H1D,

HIST1H3E, *021370, HIST1H2BC,

HIST1H2AC, HMGN4, *023119

7 39.71- 40.48 3.74
KCNK5, KCNK17, *001594, DAAM2, 

*001596, *021735

7
106.60 -  

107.10
3.84

POMT2, NGB, SPTLC2, ISM2, *029722, 

ADCK1, *002409
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Conc

*023701, TMEM126B, TMEM126A, CREBZF,

9 21.60 -  22.72 2.10
CCDC89, SYTL2, *014911, *014910, 

CCDC83, *014913, *014914, *022594,

*014915, *021210, CCDC81, *014918, ME3

10 70.47 -  70.99 1.55 PRKCQ, PFKFB3, RBM17

11 25.83 -  26.24 8.81 *029837, *024244, *024683, *024707, RGCC

11 27.15 -  28.06 2.11 No described genes

11 49.72 -  50.31 14.38 *009461, *028760, *009462

11 54.22 -  55.03 1.35 *009474, *009476, *009475, EDNRB, 7SK

11 55.99 -  56.62 1.15 RBM26, NDFIP2, *020050

12 9.82 -  10.30 3.47 No described genes

*017590, ABCC3, ANKRD40, LUC7L3,

12 27.03 -  27.77 4.43
*017556, *017559, WFIKKN2, TOB1, 

*023205, NME1, NME2, MBTD1, UTP18,

CACNA1G

13 15.14 -  15.68 1.71 *011217, *011217, SLC4A7

16 16.03 -  16.73 1.54 U6

16 24.44 -  28.51 1.11 PLCXD3, OXCT1, C5orf51, FBXO4

1
147.76 -  

149.41
7.94

RASGRP1, FAM98B, FAM98B, SPRED1, 

TMCO5A, TMCO5A, U6, snoU13

*030384, ZNF770, *030003, *022186,

1
150.74 -  

153.47
4.59

*004802, ACTC1, GJD2, ARHGAP11A, 

SCG5, GREM1,

FAM169B, *027431, *022814, *029748

2
117.05 -  

117.70
1.46 *014188, *029552, *014190, 7SK

*028454, *021710, TMEM186, ABAT, USP7,

3 34.07 -  35.48 1.06 CARHSP1, *021236, *007914, TMEM114,

*007916, U6, U4, *019222

4 119.76 - 1.46 KCNA3, *006803, *006804, *006805,
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Total

Mot

120.33 *006806,
*022631,*006808, RBM15, *006810,

*006811, U6, SNORD112

7 8.22 -  8.63 26.03 *001046, *001048

7 8.45 -  8.92 4.03 *001048, *001047

7 8.73 -  9.09 9.28 HIVEP1

9 1.23 -  1.73 1.82
LMO1, RIC3, TUB, *021486, *014587, 

*028782, OR10A6

*029801, *025459, *027999, OVCH2,

9 2.16 -  2.61 1.30 *028793, *025898, *023477, *029634,

*014598

10 61.39 -  61.71 3.33 ITGB1, NRP1

11 55.35 -  56.16 1.18 *025334, RNF219, RBM26, U6

13 19.65 -  20.12 4.36 STT3B, OSBPL10

13 22.19 -  22.77 6.06 ARPP21, U6

*000990, *026101, *022727, *027047,

7 0.05 -  0.75 18.32 *027679, *021178, *023663, *030570,

EXOC2, SNORA70

7 1.20 -  1.71 1.93 GMDS, MYLK4

7 1.53 -  1.91 21.63MYLK4, WRNIP1, *020758, HMSD, *021201

8
133.43 -  

134.07
2.25 BMPR1B, *021874, *028240, SNORA50

8
134.79 -  

135.24
2.30 ATOH1, *009197, *018676

8
136.05 -  

136.47
2,38 No described genes

8
136.62 -  

137.14
1,21 No described genes

8
137.93 -  

138.30
25,1 *022986, 7SK
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8
140.50 -  

141.15
15.63

MP1, DSPP, SPARCL1, NUDT9, HSD17B11, 
HSD17B13, KLHL8 *023593, *009224, 

*009224, *024239

9
126.02 -  

126.45
2.37 *030035, PIGC, *018758, *019027

1
248.67 -  

250.10
1.32

*005247, FAM189A2, *005250, *005250, 
C9orf135, PTAR1, *030142, *026693, 

MAMDC2, *026830, KLF9, FXN, U6

4 4.55 -  4.92 1.55 *031006

4 4.92 -  5.36 1.30 No described genes

4 5.57 -  60.5 2.02 *024436

*000990, *026101, *022727, *027047,

7 0.04 -  0.85 4.67 *027679, *021178, *023663, *030570,

EXOC2, SNORA70

Prog
8 133.43 -  

134.07
27.63 BMPR1B, *021874, *028240, SNORA50

Mot
8

137.77 -  

138.24
8.61 *022986, 7SK

8
140.50 -  

141.15
18.24

DMP1, DSPP, SPARCL1, NUDT9, 
HSD17B11, HSD17B13,KLHL8, *023593, 

*009224, *009224, *024239

9
125.82 -  

126.45
10.33

*015484, *030035, PIGC, ssc-mir-214, 

*019027

17 46.97 -  47.34 2.27
*007345, *007345, ADIG, *007347, 

SLC32A1, ACTR5, PPP1R16B

17 47.14 -  47.64 3.71
SLC32A1, ACTR5, PPP1R16B, FAM83D, 

DHX35

Conc = concentration; Tot Mot = total motility; Prog Mot = progressive motility 
*ENSSSCG00000 = Genes without associated name were identified by gene ID,

using Ensembl nomenclature.
Genes written in bold and underlined were considered possible candidate genes 

for sperm trait.
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DISCUSSION

Considering that to our knowledge there is no research that conducted 

GWAS analyses in purebred Duroc boars for sperm traits, the discussion will be 

based in published literature of others boars’ breeds and, even, other species.

Similarly to our results, Xing et al. [35] and Wimmers et al. [36], which 

evaluated White Duroc x Erhualian intercross and Pietrain / Pietrain x Hampshire 

crossbred boars respectively, also reported that chromosome 3 presents SNPs 

that affect ejaculate volume, but the location reported for them differed from our 

results. Despite that, none candidate gene was determined by us for this 

parameter in this chromosome. However, in chromosome 12, position 27.06 -  

27.12 Mb, we identified the gene ABCC3 as a candidate for ejaculate volume, 

disagreeing of [22] that did not detected significant SNPs or candidate genes in 

none chromosome for ejaculate volume of boars. ABCC3 is member of the ATP- 

binding cassete (ABC) transporter super-family responsible for encoded proteins 

that transport many substances, including amino acids, polysaccharides, peptides, 

lipids, drugs and toxins into the extra- and intracellular space [37]. The reason to 

consider this gene as a possible candidate to ejaculate volume is due that in 

humans it was identified in prostate and, recently, ABCC3 was considered a 

predictor of prostate cancer [38]. Prostate is an accessory gland responsible for 20 

-  30 % of seminal plasma content which is a large part of ejaculate volume [39]. 

Even so, the specific function of the encoded protein of ABCC3 gene has not yet 

been determined and the real influence of this gene in seminal volume should be 

elucidated in the future.

Studies reported significant genomic regions in chromosome 7 influencing
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sperm concentration, total sperm per ejaculate [22] and testicular weight [40] that 

are phenotypically correlated traits [41,42]. In the present study, three different 

regions of chromosome 7 explained more than 1 % of the additive genetic variance 

of sperm concentration. Although several genes were described in these regions, 

none of them have been related with this trait yet. Zhao et al. [22] reported the 

gene TEP1, placed in chromosome 7, position 83.53 -  83.56 Mb, affects sperm 

concentration, though SNPs windows described for us are situated distant from 

that gene (8.32 -  8.53 Mb; 8.55 -  8.82 Mb; 8.83 -  8.99 Mb).

Among the several genes located in different positions of nine chromosomes 

(Table 2), three of them can be considered as candidate for sperm concentration, 

KCNA3, RBM15 and ITGB. KCNA3 gene (also known as Kv1.3), located in 

chromosome 4, position 119.86 -  119.87 Mb, encodes potassium voltage-gated 

channel protein that have diverse functions, including regulate cell volume [43]. 

KCNA3 is expressed in several organs, including testis [44], more specifically in 

the cytoplasm of primary spermatocytes and post-meiotic elongating spermatids 

[45], being important in spermatogenesis process. Several studies have shown that 

potassium participates in regulatory volume decrease of sperm cells [46, 47, 48, 

49] and KCNA3 probably acts rectifying potassium channel through the 

permeability of this ion on sperms [50].

RBM15 gene, also located in chromosome 4, position 120.17 -  120.19 Mb, 

is related to transcription and post transcription regulation of genetic material [51, 

52, 53]. Its expression showed to be critical for adequate development of 

spermatogenesis in humans due the high correlation of transcription process and 

the number of elongated spermatids in the seminiferous epithelium. This
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correlation indicates that the reduction of RBM15 transcription rate is related with 

spermatogenesis failure [54].

ITGB1 gene, of chromosome 10, position 61.39 -  61.71 Mb, encodes a 

membrane receptor protein involved in cellular adhesion and recognition in diverse 

processes, participating of embryogenesis and spermatogenesis [55, 56]. ITGB1 

protein is presented in spermatogonia [57] and has an important role in migration 

process of embryos primordial germinative cells from intestine to gonads [58, 59]. 

Probably, an inadequate ITGB1 action during embryogenesis could compromise 

spermatogenesis process for whole animal’s life due the improper anatomic 

change of primordial cells and its effect on spermatogonia was not totally clarified.

Despite the high positive correlation previously reported between total 

motility and progressive motility [60], several chromosomes regions explaining 

more than 1% of their additive genetic variance and candidate genes identified 

differed between them (Table 2). However, some chromosomes and positions 

were similar and there were two equal candidate genes for both - HSD17B11, 

HSD17B13. A hypothesis of why this difference happened could be related with the 

sperm selection according their movement since progressive motility parameters 

consider only sperm which traveled more than 4.5 pm of distance in straight line. In 

other words, sperm with more adequate function were select into this category.

HSD17B11 and HSD17B13 (chromosome 8, positions 140.71 -  140.75 Mb 

and 140.76 -  140.77 Mb, respectively) are related with testosterone biosynthesis 

[61], which is the spermatogenesis regulator hormone and is responsible for GnRH 

and LH feedbacks. Also, testosterone plays a crucial role in maintaining epididymal 

integrity and function. The sperm maturation is the most important function of this
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organ and this process occurs during the transit of the cells through epididimal 

lumen. As the cells go through the different compartments of epididymis, they start 

to acquire motility and capacity to fertilize the oocyte [62, 63]. In that way, 

testosterone levels have already been positively correlated with sperm motility [64] 

and, probably proteins of HSD17B11 and HSD17B13 genes could influence in total 

and progressive motility.

Genomic regions related with total motility placed in chromosomes 1 [35, 

21], 2 [22] and 8 [65] have been reported in literature. Based on present results, 

SNPs windows in chromosomes 7, 8 and 9 seem to be controlling the expression 

of this trait. The gene significantly associated with this characteristic in 

chromosome 8 for [65] was GNRHR, which is located (position 69.90 -  69.92 Mb) 

far from the location described in this research (positions between 133.43 and 

141.15 Mb).

WRNIP1 (chromosome 7, position 1.76 -  1.77 Mb) was considered a 

candidate gene for total motility. It action could affect indirectly motility and other 

sperm functions since it stimulates the activity of DNA polymerase and it is 

required for maintaining genome integrity and stability [66, 67, 68]. The function of 

this gene is not totally elucidated, but it is known that failings in its expression can 

increase DNA damage in cells due its role on DNA post replication repair [66]. 

Besides that, WRNIP1 gene acts in cellular cycle, mostly in S phase of DNA 

duplication and is also identified out of DNA replication site [69].

For our knowledge, there is no GWAS research published of progressive 

motility in literature. Significant genomic regions in chromosome 1 and two 

candidate genes ESR1 ([35]; chromosome 1, position 16. 54 -  16.91 Mb) and
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MTFMT ([21]; chromosome 1 position 117.63 -  117.67 Mb) were reported affecting 

total motility, but no important regions were identified for us in this chromosome for 

this trait. However, three novel candidate genes in chromosome 1 were identified 

for progressive motility.

Genes FXN, FAM189A2, C9orf135 belonging to the same SNP window 

(between 248.68 and 249.39 Mb) in chromosome 1 was detected for progressive 

motility. FXN gene encodes a protein (Frataxin) that participates in iron transport 

and metabolism in mitochondria [70] by forming Fe-S cluster [71, 72, 73]. Also, it is 

involved in many cellular functions as heme biosynthesis [74], respiratory 

regulation [75, 76], iron detoxification [77], iron storage [78] and oxidative stress 

protection [79]. It was identified in many tissues, including testis [70] and may be 

related to progressive motility since this trait results from oxidative phosphorylation 

and consequent ATP production that occurs in mitochondria. Another aspect is the 

role of FXN in the catalase activity, that has a heme group that is iron dependent, 

and is positive associated with sperm trait assessment, as rapid progressive 

motility and sperm viability [80, 81, 82].

There is little information about FAM189A2, but it was considered a 

candidate gene due its relation with XY Gonadal Dysgenesis in humans [83]. It is 

strongly expressed in epididymis, moderate expressed in other testicular cells and 

its relation with gonadal development could change sexual hormones production

[83] , influencing in sperm traits, as progressive motility. The knowledge about 

C9orf135 is also limited in literature, but it is known that it is strongly expressed in 

testicles and it encodes a non-characterized protein related with fertility in humans

[84] . However, both genes functions should be better understood and their real
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relations with progressive motility need to be clarified.

The protein encoded by gene FAM83D (chromosome 17, position 47.14 -  47.64 

Mb), also knew as C20orf129, was identified in seminal plasma of subfertile 

stallions [85]. Proteins of the same family (FAM83B) were also related with men 

teratozoospermia [86] and were identified in seminal plasma of fertile men [87]. 

Although it is not clear the effect of this family in male reproduction, gene FAM83D 

was considered a candidate for progressive motility, since it was identified as a 

possible influencer for this trait.

This study presented important genomic regions and novel candidate genes 

associated with sperm quality traits of Duroc boars. A total of 57 SNPs windows 

that explained more than 1% of genetic variance were identified for ejaculate 

volume, sperm concentration, total and progressive motilities. Thirteen genes of 

eight SNPs windows were considered as candidates for those traits. The 

identification of these genes in pigs contributes to the genomic knowledge of their 

expression and, in the future, this information could be used in boars’ selection 

management, in order to include seminal quality traits in breeding programs.
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