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RESUMO

A garantia de volume de aves comerciais para o0 abate e producdo de ovos depende
principalmente de matrizes. Partindo dessa realidade, as matrizes sdo exploradas ao maximo
em seus recursos reprodutivos, sendo a fertilidade dos machos, de fundamental importancia na
producdo de ovos férteis. Na avicultura, geralmente a avaliacdo do sémen dos galos é feita por
amostragem e o0s parametros avaliados s&o em menor nimero que em mamiferos, sendo que a
compactacao da cromatina dos espermatozoides de galo geralmente ndo é avaliada, apesar de
ser conhecido que em mamifero alteracfes na cromatina esperméatica podem levar a morte
embrionaria. Assim, objetivou-se com o presente trabalho verificar a relacdo da taxa de eclosédo
de lotes de aves da linhagem Ross com a taxa de alteracdes da cromatina espermatica
identificadas por analise computacional de esfregagos de sémen de galo corados com azul de
toluidina, ph 4,0. Para isso foram avaliadas amostras de sémen de cinco lotes de matrizes de
linhagem pesada Ross, quanto a compactacdo da cromatina, area e comprimento da cabeca
espermatica. Essas varidveis foram correlacionadas entre si e com a taxa de eclosdo de cada
lote. Ndo foram observadas diferencas entre os lotes em todas as varidveis analisadas e
observou-se correlacdo significativa apenas entre area e comprimento da cabega espermatica.
Durante as analises de imagem foi observado falhas no processo de segmentacdo das cabecas,
0 que provavelmente influenciou os resultados, tornando a falta de correlacédo entre a eclosdo e

alteracGes cromatinicas pouco confiaveis.

Palavras-chave: Fertilidade, Eclodibilidade



ABSTRACT

The guarantee of the volume of commercial birds for slaughter and egg production depends
mainly on breeders. Based on this reality, the matrices are exploited to the maximum in their
reproductive resources, with male fertility being of fundamental importance in producing fertile
eggs. In poultry, the evaluation of rooster semen is generally done by sampling and the
evaluated parameters are fewer than in mammals. The chromatin compaction of rooster
spermatozoa is generally not evaluated, although it is known that Sperm chromatin alterations
in mammals can lead to embryonic death. Thus, this study aimed to verify the relationship
between the hatching rate of Ross lineage flocks and the rate of changes in sperm chromatin
identified by computational analysis of rooster semen smears stained with toluidine blue, ph
4,0. For this purpose, semen samples from five flocks of breeder hen, line Ross were evaluated
for chromatin compaction, sperm head area and length. These variables were correlated with
each other and with the hatching rate of each batch. We didn’t find any difference between
flocks in all analyzed variables. However, there was a significant correlation between area and
length. During the image analyses, failures were observed in the segmentation process of the
head. This probably influenced the results, making the lack of correlation, between hatching

and unexpected chromatin alterations, unreliable.

Keywords: Fertility, Hatchability
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1.  INTRODUCAO

Segundo o relatorio da Associacédo Brasileira de Proteina Animal, o Brasil segue em
primeiro lugar como maior exportador de carne de frango do mundo, gerando milhdes de
empregos (ABPA, 2021) e tendo significativa relevancia no produto interno bruto
brasileiro,1,5% (MAPA, 2014). Essa posicao se deve ao fato de se destacar em um mercado
competitivo em genética, sanidade, nutricdo e aporte técnico. Além disso, o mercado brasileiro
possui um setor agroindustrial forte, com oferta de produtos, como grdos produtos
farmacéuticos e de suplementagéo nutricional de qualidade e bons pregos que possibilitam a
producdo barata e em escala (DE ZEN, et al., 2019). Ademais, por ser um pais populoso e com
razoavel renda per capita, grandes multinacionais migraram para o Brasil, ao longo dos anos, a
fim de suprir a demanda de servigos e produtos que o mercado brasileiro necessitava com
melhores condigdes ao produtor. Exemplos disso sdo medicagdes, vacinas, equipamentos, mao
de obra qualificada e tecnologias e, no caso da avicultura industrial, genética de qualidade (DE
ZEN, et al., 2019; AVILA, 2020;).

Um dos principais fatores que contribuem para producdo em escala e extremamente
dindmica de carne e ovos é sem duvida o melhoramento genético importado, principalmente,
do mercado estadunidense e europeu. Isso porque, apesar do grande destaque em producao, o
Brasil ndo possui, ainda, genética propria competitiva como o mercado estrangeiro. (AVILA,
2020). Além disso, outro ponto de suma importancia para avicultura industrial é a exceléncia
dos indices zootécnicos e parametros tecnoldgicos em ambiéncia, manejo, sanidade e nutricdo
(MARTINI, et al 2019).

O melhoramento genético das aves industriais € 0 mais avancado de todos 0s sistemas
de producdo animal, por apresentarem fisiologia reprodutiva, desenvolvimento embrionério e
crescimento extremamente curtos. Hoje a cadeia produtiva conta, antes de chegar a genética
para producdo em escala, com matrizes, avos, bisavos e linhagens pedigrees. Por meio de
cruzamentos direcionados, obtém-se o frango de corte ou poedeiras comerciais (DE SOUZA,
2006).

Apesar das conquistas nos resultados zootécnicos, ainda existem gargalos no
desempenho reprodutivo, relacionados principalmente a influéncia do ambiente e da
alimentacdo na gametogénese, em especial, na espermatogénese. Devido a queda da fertilidade

do lote observada com o passar do tempo, a reposi¢do de parte dos machos é um recurso



utilizado para melhorar a fertilizagdo. Por isso, a avaliacdo da fertilidade dos machos € de
grande importancia, assim como a busca por métodos mais precisos (RODRIGUES; ROCHA,;
BELETTI, 2009).

O espermograma € um dos principais métodos de avaliacdo da fertilidade em
mamiferos. Contudo, algumas alteracdes do sémen como a compactacdo da cromatina dos
espermatozoides, ndo séo identificadas nessa rotina, podendo interferir significativamente na
fertilidade de reprodutores. Na avicultura, geralmente a avaliacdo de reprodutores é feita por
amostragem e 0s parametros avaliados sdo em menor nimero que em mamiferos, sendo que a
compactacdo da cromatina dos espermatozoides de galo é pouco explorada (SOARES;
BELETTI, 2006a).

Cromatina € encontrada no nucleo de todas as células eucorioticas e € formata pelo
DNA e proteinas a ele ligadas. Na célula somatica a cromatina é formada basicamente pelos
nucleossomas constituido por um octdmero de histonas candnicas (2 H2A, 2 H2B, 2 H3 e 2 H4)
envolvido por duas voltas de DNA e proteinas dos processos de replicacdo e reparo do DNA e
da ativacdo e repressao da atividade génica. Esses nucleossomas se organizam formando um
solenoide estabilizados pela histona H1 (ALBERTS et al., 2017). Durante a espermiogénese de
mamiferos e aves as histonas sdo substituidas por protaminas, proteinas filamentosas bésica
altamente ricas em arginina e que se encaixam no sulco menor do DNA. Isso permite que ocorra
uma alta compactagdo da cromatina espermatica, que possibilita a diminuicdo do volume e a
alteracdo da forma da cabeca do espermatozoide, fazendo com que este fique com a
hidrodinamica ideal para sua movimentacao. Assim, as alteracdes da compactacdo da cromatina
podem levar a mudancas da hidrodinamica do espermatozoide, com consequente alteracéo de
sua motilidade, o tornando inviavel. Além disso, a alta compactacdo da cromatina espermatica
é capaz de proteger o DNA de forma extremamente eficiente, impedindo que este sofra danos
durante o trajeto percorrido até o ovacito. Alteracbes na compactacdo da cromatina geralmente
sdo acompanhadas por lesdes no DNA nas mais diversas intensidades. Alteraces cromatinicas
podem ndo somente interferir no processo de fecundacdo, como principalmente no
desenvolvimento embrionario devido as alteragdes no DNA, o que reforga a necessidade da

andlise da cromatina na avaliacdo de reprodutores machos (BELETTI, 2013).

Com este trabalho objetivou-se verificar a relacdo da taxa de eclosdo de lotes de aves
da linhagem Ross com a taxa de alteragGes da cromatina espermatica identificadas por analise

computacional de esfregacos de sémen de galo corados com azul de toluidina.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Avicultura industrial

Para entender como a avicultura industrial se consolidou de forma tdo assertiva no
ramo de proteina animal é necessério citar de onde vieram animais com tamanha aptidao para
producdo. Estudos arqueoldgicos indicam que a domesticacdo das galinhas tem evidéncias
antes de 6000 AC no sudeste da Asia e posteriormente foram introduzidas na China, Jap&o e
Coréia. Apenas em 2000AC ocorreu a domesticacdo na india. J4 na Europa, a difusdo desses

animais foi datada pela primeira vez na idade do bronze, cerca de 1600 AC (WEST et al, 1988).

Com o avango da ciéncia e tecnologia, no final do século XIX Mendel propés as leis
de conservacdo genética e com isso, teve-se a origem do melhoramento genético usado no setor
agropecuario. Racas de galinhas criadas com cruzamento direcionado para aptiddo reprodutiva
e produtiva. Em 1940, com insinuacdo da segunda guerra e a demanda por proteina animal, 0s
programas de melhoramento genético tiveram fomento dos governos para aumentar a produgédo
de proteina animal (PINAZZA, LAVANDQS, 2000; CAMPO, 2009).

No contexto da evolucdo dos estudos em genética, iniciou-se 0s programas de
melhoramento genético utilizando como metodologia cruzamentos direcionados, que ainda
hoje estdo consolidados no setor avicola. Este processo esté estruturado no modelo de pirdamide
invertida, o qual a base estdo as reprodutoras com linhagem pura, para producdo de ovos da
linhagem subsequente, bisavds, estas por sua vez produzem 0S 0vV0S que se tornaram avos e
essas produzem 0s 0vos que geraram os pintinhos matrizes que produzirdo ou o frango de corte

ou as poedeiras comerciais (MOURA, 2017).

2.2 Reproducéo das aves

As aves, diferente dos mamiferos, possuem o desenvolvimento embrionario fora do
utero materno, esse fato possibilitou o crescimento embrionario, dentro de ovos, tendo sua
propria reserva energética que utilizara antes e depois de seu nascimento. Por isso, 0 sistema
reprodutor feminino € munido de grande quantidade de glandulas especializadas para producédo

dos componentes necessarios ao desenvolvimento embrionario (FONTENELE; DOMINGUES



2012). Ademais a maioria dos machos ndo possui estrutura penetrante e seus pares de testiculos
se encontram dentro da cavidade celomaética. Os testiculos sdo volumosos e tem alta capacidade
de concentrar espermatozoides, aproximadamente 3,5 milhdes/ mm3 embora com baixo
volume no ejaculado, 0,5 a 1ml a baixa quantidade de ejaculado se deve ao fato de néo
possuirem glandulas anexas como a proéstata, bulbo uretral e vesiculares (WILLIAM 2006;
MORAIS, 2004).

As aves possuem o ciclo reprodutivo sob influéncia de foto periodo, positivo, ou seja,
na natureza, o estimulo reprodutivo é sazonal (FONTENELE; DOMINGUES, 2012). O
espermatozoide do galo é maior que dos mamiferos, medindo aproximadamente 100 um e
possuem cabeca longa e filamentosa (WILLIAM, 2006). Grigg (1949), caracterizando o nucleo
dos espermatozoides de galos aferiu 14 micrometros de comprimento, ja Villaverde (2016),
13,5 +3,5.

Como citado por MOURA (2017), a estrutura estratificada dos estabelecimentos
avicolas reprodutores, com forma de piramide invertida, confere grande nimero do produto
final, frango ou poedeiras comerciais, no final da cadeia produtiva sendo que em todas as
ramificacGes da cadeia 0s cruzamentos, por monta natural, sdo direcionados para se obter o

maximo de potencial de cada linhagem genética.

2.3 Espermatogénese e Caracterizacdo Espermatica

A producéo de espermatozoide nos testiculos dos galos, similarmente aos mamiferos,
tem origem das espermatogonias as quais, em sequéncia, passam pelas fases de:
espermatocitogénese, espermatidogénese e espermiogénese (DEVICHE, 2011). Sabendo disso,
na espermatocitogénese as espermatogonias sofrem processo de mitose para dar origem a duas
novas células, uma nova célula germinativa e uma espermatogonia intermediaria, a
espermatogonia intermediaria se divide novamente e formam a espermatogonia tipo b que por
sua vez geram, cada uma, dois espermatocitos primarios, e esses fazem uma divisdo meidtica e
geram dois espermatoocitos secundarios e que em sequéncia se dividem em duas espermatides
(ABDUL-RAHMAN, 2016); (THURSTON, 2000).

O fato de muitas espécies de aves serem poligamicas, inclusive o Gallus gallus

Domesticus, influencia, por selecdo natural a competicdo espermatica a ter uma alta qualidade.
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Sendo assim, células com natagdo mais rapida e tamanho adequado tendem a fertilizacao,
enquanto gametas muito grandes ou com problemas na motilidade tendem a ndo prosseguir na
selecdo pds-copulatoria. Ademais, no ejaculado dos galos pode ser encontrado espermatozoides
de tamanhos e formas variadas. O pleomorfismo é fato que se correlaciona com potencial de
fertilizacdo, podendo ser devido a células em diferentes fases de maturagdo: espermatocitos 1 e
2 ou espermatides (VILLAVERDE et. al. 2016)

2.4 Avaliacao Reprodutiva e da Cromatina

Na avicultura industrial, mesmo com o0s avancos histéricos no setor, ainda ha
dificuldade na interpretacdo da relagdo da gametogénese com os fatores extrinsecos da
producdo. Nos lotes de reprodutoras é observado, com o passar do tempo, grande queda de
fertilidade, fato que obriga a industria fazer reposicdo de parte dos machos ou até o abate do
lote. Sendo assim, analise da fertilidade dos machos com métodos precisos e replicaveis tem
grande demanda (RODRIGUES; BELETTI, 2009); (MORENO et. al. 2016).

Em concordancia, com mamiferos reprodutores o espermograma é bastante utilizado
para analise do sémem. Entretanto a avaliacdo da compactacdo da cromatina ndo é possivel
nesse método, deixando assim, lacunas na observacao real da fertilidade. Na inddstria avicola
a avaliacdo dos reprodutores, pelo grande namero, é feita por sistema de amostragem e 0s
parametros avaliados sdo menos explorados. Por conseguinte, a avaliagcdo dos espermatozoides
de galos pelo método de analise da compactacdo da cromatina ainda é pouco abordada
(OLIVEIRA et al., 2023).

A cromatina dos espermatozoides é altamente organizada e carreia 0 genoma
masculino, influenciando totalmente a fertilidade e o desenvolvimento embrionario. Dessa
forma, a avaliacdo, precisa, dessa estrutura &€ extremamente necessaria para mensurar a
interferéncia paterna no desempenho reprodutivo dos lotes avicolas e a taxa de eclodibilidade
no incubatorio (BELETT], 2013). Quando é dito que a avaliacdo da cromatina é extremamente
importante, deve-se pensar que alteracfes nesta estrutura podem ser quebras das fitas de DNA,
defeito no condensamento desse material, modifica¢Ges das bases nitrogenadas entre outros e
isso pode causar, direta ou indiretamente, infertilidade ou morte embrionaria (ESTEVES et al.,
2020).
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2.5 Azul de toluidina e Analise de imagem computacional

Por serem feitos de forma visual e individual, muitas analises de qualidade espermatica
podem ser subjetivas e sem repetibilidade. Com isso métodos alternativos foram criados afim
de sanar diferencas nas interpretacdes das avaliacdes de esfregacos de espermatozoides, como
por exemplo o método de analise computacional de espermatozoides corados com azul de
toluidina (RODRIGUES; ROCHA BELETTI; 2009). O azul de toluidina em ph 4,0 tem
capacidade de se ligar nos radicais fosfato no DNA onde estdo quase que exclusivamente. Esse
corante catidnico se liga na cromatina e é possivel distinguir essa em compactada ou ndo com
o0 corante verde a azul claro ou entéo azul escuro a magenta respectivamente. Por ser um corante
originalmente azul e por apresentar diferentes coloragdes, quando ligado a estruturas celulares
ele é denominado um corante metacromatico (SOARES; BELETTI, 2006; Mello, 1982).

O método de andlise computacional desenvolvida por Rodrigues; Rocha e Beletti
(2009) permite fazer, a partir de fotomicrografias, a comparagdo das cabegas dos
espermatozoides padrdes, corados com azul de toluidina, que estdo em alto grau de
compactacao e homogeneidade, com as demais cabecas analisadas. Posteriormente, obtém-se a
diferenca do valor médio em pixels das cabecas padroes e as demais analisadas e verifica-se 0
qudo as cabecas em andlise se aproximam, em porcentagem, das cabecas padrdo e tem-se 0
valor da descompactacdo para cada cabeca. O método também permite fazer analise do
coeficiente de variacdo dos valores de pixels e mede, além de quantificar, 0 qudo a cromatina

esta heterogénea.

3.  MATERIAL E METODOS
3.1. Local e obtencdo das amostras

O experimento foi conduzido utilizando-se amostras de sémen de galos doadas
(parecer 71/2022/CEUA/PROPP/REITO) por um matrizeiro de corte da linhagem Ross, do
municipio de Uberlandia. Foram utilizadas amostras oriundas de cinco lotes, sendo dois em
inicio de producéo (26 e 27) semanas de idade e trés em final de producéo (56 semanas de
idade).
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Foram doadas 10 amostras de sémen de cada lote, totalizando 50 amostras, as quais
foram processadas e avaliadas no laboratério de Biologia da Reproducdo da Universidade
Federal de Uberlandia, em Uberlandia, MG. As coletas de sémen ja eram realizadas

rotineiramente dentro do manejo da granja.

3.2 Coleta do Sémen

Na granja a coleta do sémen foi feita utilizando o método desenvolvido por
BURROWS e QUINN (1937), o qual consiste na manipulacdo do galo, posicionando-o
paralelamente ao tronco de quem faz o procedimento, de forma que a mao esquerda do
profissional, destro, massageie o abdémen, com as pernas do animal viradas para a frente do
manipulador e a cabeca para tras; ja a mao direita desliza firmemente no sentido cranio caudal
estimulando assim as penas das costas e da calda. A massagem feita corretamente causa uma
tumescéncia, o falo se enche de linfa, sendo possivel ap6s a visualizagdo pressiona-lo

delicadamente, causando assim, a ejaculagao.

3.3. Processamento das Amostras

As amostras de sémen foram repassadas aos pesquisadores imediatamente apos a
coleta e uma gota de sémen foi colocada em microtubos contendo 2 mL de formol salina
(CBRA, 2013). As amostras de cada lote foram misturadas em dois “pools” formados por cinco

amostras cada.

Os dados de eclosdo de cada lote referentes a semana da coleta de sémen foram

repassados pelo incubatério da empresa, onde essa variavel é rotineiramente calculada.

3.3.1. Confeccdo das Laminas e Registro Fotografico

Para confec¢do das Iaminas foi posto uma gota da amostra de sémen em lamina polida
e realizado esfregaco de cada “pool”. Ap0Os secagem, os esfregacos foram corados com trés
gotas de azul de toluidina 0,025% (Sigma-Aldrich, C152040), pH 4,0, em tampé&o acido citrico-

fosfato (tampdo Mcllvaine) e cobertos por laminula. Apds trés minutos, o excesso de corante
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foi retirado e assim, usando microscopio Olympus BX51 com uma camera Olympus DP70
ligada a um computador PC com software de captura DP Controller, com objetiva de 100x e
optovar 2X, foram capturadas cerca de 100 imagens digitais. As imagens digitais foram
coletadas aleatoriamente percorrendo toda a lamina e posteriormente utilizadas para analise de

imagem computacional.

3.3.2. Avaliacdo computacional de esfregacos corados com azul de toluidina

A partir das fotomicrografias as cabecas dos espermatozoides foram segmentadas por
limiarizacdo (“thresholding”) utilizando um algoritmo desenvolvido em ambiente de
programacdo Matilab e executado no software Octave (BACKES; TRAVENCOLO;
ESCARPINATI, 2016). Apos a segmentacdo das cabecas, foi realizada avaliagdo visual na qual
foram eliminadas as que continham defeitos como erro de segmentacdo, imagens cortadas, fora
de foco ou com artefatos advindos do corante. Cerca de 200 imagens foram selecionadas por
lamina e em seguida foram analisadas por rotinas desenvolvidas em ambiente de programacao
SCILAB. Foram obtidos a area da cabeca em pm?, comprimento em pum e densidade Optica
integrada (DOI) (OLIVEIRA 2023).

A DOI foi obtida com a multiplicacdo da area pela densidade 6ptica da cabeca (DO).
Jaa DO foi obtida a partir do logaritmo de base 10 da relacdo da luz incidente e da transmitida,
ou seja, da absorbancia (BOSCHI, 2019)

Como a cabeca do espermatozoide pode nao ter forma linear, o comprimento da cabeca

foi obtido pelo método de esqueletizacdo da imagem. (OLIVEIRA, 2023)

3.4. Avaliacao estatistica

Para a escolha do teste estatistico a ser utilizado, inicialmente foi verificada a
distribuicdo dos dados utilizando-se o teste Komogorov-Smirnov. Como foi identificado que a
distribuicdo doas dados era “normal” foi utilizado o teste de “Anova Oneway” com teste t ndo
pareado como “post-test” para detectar diferengas entre os lotes. Para a correlacéo, foi utilizado
0 teste de correlacdo de Pearson. Assim, foi possivel verificar a existéncia e a intensidade de

correlacdo de cada varidvel do sémen analisada com a eclodibilidade. Foram consideradas



14

significativas as correlagdes com p<0,05. As analise foram realizadas no software GraphPad
Prism 8.0.1.

4.  RESULTADOS

A tabela 1 mostra a média e o desvio padrdo das caracteristicas (densidade e
dimensGes) da cabeca dos espermatozoides avaliadas em cada lote. Ndo foi identificada

diferenca entre os lotes para nenhuma das caracteristicas avaliadas.

TABELA 1. Média e desvio padrdo das caracteristicas (densidade e dimensdes) da cabeca dos

espermatozoides obtidas em cada lote de aves

DOl AREA (um) COMPRIMENTO (um)
3,26 + 10,79 = 10,41 +
LOTE 2 0,37 1,23 0,37
3,30 + 11,79+ 11,47+
LOTE 3 0,01 0,02 0,07
3,44 + 11,32 + 10,47
LOTE 4 0,43 0,86 0,48
3,30 + 10,97+ 10,66 +
LOTE S 0,10 0,13 0,05
3,43 + 11,79 + 11,31 +
LOTE6 0,59 1,53 0,63

A tabela 2 mostra os coeficientes de correlagdo entre as caracteristicas da cabeca dos

espermatozoides e a taxa de eclosdo de cada lote.
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TABELA 2. Coeficientes de correlacdo entre as caracteristicas da cabeca dos espermatozoides

e a taxa de eclosdo de cada lote

Eclosao DOI Area Comprimento
Ecloséo 1,00
DOI 0,78 1,00
Area 0,11 0,51 1,00
Comprimento -0,21 0,11 0,89* 1,00

* Coeficiente de correlagéo significante

A eclosdo ndo teve correlacdo significativa com nenhuma das caracteristicas da cabeca
do espermatozoide, o que significa, a principio, que essas caracteristicas ndo interferem na
eclodibilidade dos ovos. A Unica correlacdo significativa foi entre area e comprimento da

cabeca.

A figura 1 mostra duas cabecas de espermatozoides de galo segmentadas
automaticamente. Observa-se que na letra A a existéncia de pregas na superficie que
aparentemente ndo fazem parte da cabeca, pois sdo mais claras. Ja na letra B a segmentacéo

aparentemente esta perfeita.
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Figura 1: Cabecas de espermatozoides de galo segmentadas automaticamente de
fotomicrografias de esfregacos de sémen corados com azul de toluidina pH 4,0. Fonte: aautoria

propria

5. DISCUSSAO

Os valores das caracteristicas morfométricas da cabeca do espermatozoide (area e
comprimento) foram proximas ao encontrado na literatura (GRIGG, 1949; SANTIAGO-
MORENO et al., 2016; ANDRASZEK; BANASZEWSKA; BIESIADA-DRZAZGA, 2018), 0
que a principio demonstraria que 0 método utilizado € eficiente para avaliacdo destas variaveis.

O uso da DOI para avaliagdo da cromatina, foi proposto pela primeira e Unica vez por
Oliveira (2022). No presente trabalho foi utilizada a DOI pela area em pm?, diferentemente de
Oliveira (2022), que utilizou a DOI por pixel. Isso ndo permitiu verificar se os resultados eram
compativeis ou semelhantes.

O teste de correlagdo de Pearson demonstrou que a correlacdo entre area e
comprimento foi significativa. Isso era esperado, ja que a cabeca do espermatozoide de galo é
longa e delgada, com espessura geralmente constante e de aproximadamente 1 um.

Ja em relacdo a taxa de eclosdo, ndo foi observada correlacdo significativa com
qualquer das caracteristicas da cabeca dos espermatozoides avaliadas. Isso foi surpreendente,
visto que diversos trabalhos demostraram correlagéo entre alteragdes cromatinicas e problemas
de fertilidade em aves (RODRIGUES; ROCHA; BELETTI, 2009; PARTYKA; NIZANSKI,
LUKASZEWICZ, 2010; PARTYKA; LUKASZEWICZ; NIZANSKI, 2011; SHANMUGAM
et al., 2014; JOHNSTON et al., 2020) e mamiferos (LUCIO et al., 2016; SOUZA et al., 2018;
LOLOI et al., 2022). Considerando que frequentemente alteracbes na cromatina s&o

acompanhadas de altera¢cdes morfométricas da cabeca espermética (BELETTI; MELLO, 2004),
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a inexisténcia de correlacdo da eclosdo com ambos 0s tipos de caracteristicas seria coerente. No
entanto, apesar do coeficiente de correlagéo entre DOI e eclosdo ndo ser significativo, o valor
numérico de 0,78 (P=0,12) é considerado alto, e por ser positivo, significaria que quanto maior
a DOI, maior seria a eclosdo. Isso contradiz totalmente o que é encontrado na literatura. Ja a
correlacdo de comprimento da cabeca com a ecloséo foi negativa , como era esperado, porém
ndo significativa.. Pode-se especular que a inexisténcia de diferenca das caracteristicas
nucleares entre os lotes tenha influenciado o resultado do teste de correlagdo. E importante
salientar, que a fertilidade do lote pode ser influenciada por diversas outras variaveis, tais como,
variaveis de manejo, doencgas que podem interferir na fertilidade, questées fisicas como por exemplo
o galo deixar de cobrir porque n3o comeu ou ainda por desconforto pela qualidade da cama. Também
pode ser que a maneira como foi executado o método utilizado para calcular a DOI, tenha
gerado distor¢des que podem ter diminuido sua acuréacia.

Uma répida observacdo das cabecas segmentadas, corrobora com a possibilidade de
erro metodoldgico, pois foi possivel observar que muitas cabecas ficaram com a superficie
pregueada (figura 1A) e outras nao (figura 1B). O contedo das pregas parece ser mais claro
que a parte central e isso certamente interferiu na DOI e provavelmente, em menor intensidade,
na &rea. Outro fator que pode ter influenciado o resultado da correlacdo é a pequena diferenca
na eclodibilidade entre os lotes.

O presente estudo ndo apontou correlacdo do DOI, area e comprimento da cabeca
espermatica com a taxa de nascimento de pintinhos, contudo, o método de analise
computacional de imagens de esfregagos de sémen corados com azul de toluidina ja se mostrou
eficiente em outros trabalhos (RODRIGUES; ROCHA; BELETTI, 2009, OLIVEIRA, 2022).

Portanto, deve-se dar muita importancia em alguns detalhes na execucao deste método,
tais como: a perfeita vedacdo da laminula, pois rapidamente ocorre a evaporacdo da agua
concentrando a solugéo corante, interferindo na cor dos espermatozoides; esperar exatamente
trés minutos antes de retirar o0 excesso de corante; somente vedar a laminula depois de certificar
gue a gquantidade de corante estda homogénea por toda a lamina; padronizar a regulagem do
microscopio e da cdmera para todas as capturas; e verificar visualmente se a segmentacgdo esta
sendo realizada de forma correta e caso contrario, ajustar os parametros do programa para
corrigir a segmentacdo. Sem tais cuidados, a acuracia do método pode ser prejudicada.

Para melhorar futuros trabalhos com objetivos semelhantes, sugere-se utilizar também
lotes com galos em pico de producdo, o que ampliaria a diferenca de eclodibilidade e

provavelmente geraria melhores resultados quanto a correlagéo.
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6. CONCLUSAO

Nas condicdes testadas ndo ha correlacdo entre alteragcdes na cromatina espermatica de
galos e eclosdo do lote. Independente da taxa de eclosado, existe correlagdo positiva entre tamanho e
comprimento da cabeca do espermatozoide. Outros trabalhos devem ser realizados com maior

numero de aves e menor influéncia das varidveis da granja para novas avaliagcdes.
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