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RESUMO

Objetivou-se com o trabalho caracterizar o sémen de tambaqui durante a época
reprodutiva e avaliar a eficiéncia de quatro crioprotetores adicionados ao meio
diluidor na criopreservacdo do sémen de tambaqui (Colossoma macropomum) e
definir o melhor protocolo de descongelamento. Foram realizadas trés coletas
com intervalos regulares de amostras de sémen (pool) de dez reprodutores. Na
primeira etapa do experimento foi realizada a caracterizacdo do sémen in natura,
sendo submetido a analises de rotina em microscopia 6ptica: motilidade, vigor
espermatico, tempo de vida e contagem do numero de espermatozoides. Na
segunda etapa do experimento foi realizada a criopreservagcdao do sémen. Os
crioprotetores testados foram: glicerol, dimeltilsulféxido (DMSO), dimetilformamida
(DMF) e metanol, na propor¢édo de 10,0%. Para a avaliacdo da viabilidade e
comparacdo dos tratamentos foi realizado o teste in vivo das amostras poés-
descongelamento em trés protocolos diferentes para cada crioprotetor, em que
foram testados os tempos de descongelamento de 15, 30 e 45 s, na temperatura
de 30°C, totalizando 12 tratamentos com cinco repeticdes. As variaveis
quantitativas foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey
e as variaveis qualitativas ao teste de Friedman, com significancia de 0,05. Nao
foram observadas diferencas significativas (p>0,05) para a maioria dos
parametros avaliados. A concentracdo espermatica foi maior na primeira coleta
(14,54 bilndes de espermatozoides/mL) e o tempo de vida diminuiu ao final do
experimento. O meio crioprotetor contendo metanol com descongelamento por 30
s foi o tratamento que apresentou os melhores resultados de fertilizacédo
(77,65%).

Palavras chave: sémen, Colossoma macropomum, congelamento.



ABSTRACT

The objective of the study is to characterize the semen of tambaqui Colossoma
macropomum during the breeding season and to evaluate the efficiency of four
cryoprotectants added to the extender on sperm cryopreservation of tambaqui
and to define the best protocol for thawing. Three semen samples were collected
at regular intervals from ten males (pool). In the first stage of the experiment the
characterization of semen in natura was performed and it was subjected to the
routine analysis in optical microscopy: motility, vigor, life time and counting the
number of spermatozoa. In the second stage of the experiment cryopreservation
of semen was performed. The cryoprotectants glycerol, dimethylsulfoxide (DMSO),
dimethylformamide (DMF) and methanol were tested at a ratio of 10.0%. For the
assessment of viability and comparison of treatments testing of post-thaw samples
in vivo was performed in three different protocols for each cryoprotectant, in
thawing time 15, 30 and 45 seconds, 30°C temperature, totalizing 12 treatments
with five replicates each. Quantitative variables were subjected to analysis of
variance (ANOVA) and Tukey test while qualitative variables were subjected to the
Freedman test with 0.05 significance. No significant differences (p> 0.05) were
observed for most of the evaluated parameters. The sperm concentration was
higher in the first sampling (14.54 billion sperm / mL) and the lifetime decreased at
the end of the experiment. The cryoprotectant medium containing methanol and
thawing for 30 s was the treatment that showed the best results fertilization
(77.65%).

Keywords: semen, Colossoma macropomum, cryopreservation.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

A aquicultura mundial vem crescendo em numeros e expandindo
fronteiras ano apos ano, sendo o setor de producdo de alimentos de origem
animal com o maior crescimento. Segundo dados da FAO (2012) de 1970 a 2008
a producdo mundial em aquicultura tem crescido 8,3% em média, sendo que o0s
paises da América Latina e Caribe sdo os que apresentam maior taxa de
crescimento. A producdo aquicola brasileira acompanha esse crescimento, que
desde 1995, esta acima da média mundial com 21,1% ao ano, enquanto a
mundial cresceu cerca de 9,5% ao ano, no periodo de 1991 a 2004
(BOSCARDIN, 2008). Mudancas no hébito alimentar da populagdo tem
contribuido para o crescimento do setor, jA que cada vez mais pessoas tém
optado pelo consumo de alimentos nutricionalmente mais saudaveis, e 0 pescado
constitui uma fonte de alimento de alto valor biolégico.

Atualmente, a piscicultura vem despertando interesse, pois é uma
maneira econémica de se produzir alimento nobre, de alto valor nutritivo, em curto
espaco de tempo. O Brasil apresenta potencial crescimento no setor, pois possui
vasta area de lamina d’agua, pela construcdo de reservatérios e pelo
desenvolvimento de politicas governamentais de incentivo aos usos multiplos das
aguas, além de apresentar grande niumero de espécies potenciais para cultivo.

Os peixes redondos sdo considerados 0s peixes nativos de maior
potencial para a piscicultura, por serem espécies altamente apreciadas pela
exceléncia de sua carne, habilidade no ganho de peso, rusticidade e
adaptabilidade aos ecossistemas aquaculturais, além de apresentarem grande
importancia na pesca comercial em suas regidoes de origem (OLIVEIRA et al.,
2004).

O conhecimento das taticas reprodutivas € fundamental para a
compreensao das estratégias do ciclo da vida, bem como, para nortear medidas
de administracdo, manejo e preservacao frente a impactos, como exaustdo dos
estoques naturais (VAZZOLER & MENEZES, 1992).



O tambaqui, assim como a maioria das espécies de peixes cultivaveis
no Brasil, ndo se reproduz espontaneamente em cativeiro e necessitam ainda de
uma série de aportes cientificos e tecnolégicos para coloca-las em um patamar de
viabilidade zootécnica e econdmica, principalmente no que se refere as taticas
reprodutivas e o desenvolvimento de biotecnologias aplicadas a reproducao
artificial de peixes, o que é fundamental quando se pretende inserir espécies
nativas na producao em escala comercial (BOSCARDIN, 2008).

A criopreservacdo do sémen de peixes € uma técnica que pode
otimizar a rotina dentro dos laboratérios de reproducdo, além de permitir a
conservacao de material genético. Pesquisas vém sendo realizadas a respeito da
criopreservacao de sémen de peixes (GODINHO et al., 2003; MARIA et al., 2006;
MURGAS et al., 2007; STREIT JUNIOR, et al., 2009; GALO et al., 2011;
VIVEIROS et al., 2012), porém os resultados obtidos ainda estdo sujeitos a
variacOes. Para permitir que a criopreservagao de sémen de peixes se torne uma
pratica eficiente e rotineira em larga escala dentro do setor produtivo, ha

necessidade de maior aporte de informacfes e avancos tecnologicos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tambaqui ( Colossoma macropomum)

O tambaqui, Colossoma macropomum (Cuvier, 1818) possui a seguinte
classificacdo sistematica segundo GRACA & PAVANELLI (2007):
Classe Osteichthyes = Actinopterygii

Superordem Ostariophysi
Ordem Characiformes
Familia Characidae
Subfamilia Serrasalminae
Género Colossoma (Eigenmann & Kennedy, 1903)
Espécie Colossoma macropomum (Cuvier, 1818)

E um dos peixes mais importantes da piscicultura brasileira, em
especial nas regides Norte e Nordeste (MUNIZ et al., 2008). E nativo da bacia
Amazobnica e considerado o segundo maior peixe de escamas do rio Solimdes e
do Amazonas (GOULDING & CARVALHO, 1982). Pode atingir 1,0 m de
comprimento padrdo e pesar 30,0 kg (ARAUJO-LIMA & GOMES, 2005).
Apresenta facilidade na producéo de alevinos e rapido crescimento, o que fizeram
com que essa espécie seja uma das mais populares na piscicultura brasileira,
sendo a espécie nativa mais cultivada no Brasil (KUBITZA, 2004).

De acordo com ARAUJO-LIMA & GOMES (2005) o habitat do tambaqui
€ caracterizado por 4gua ricas em nutrientes, com temperaturas médias entre 25
e 34°C e abundancia de areas alagaveis.

Possuem dentes molariformes, que Ihe permitem triturar sementes,
castanhas, frutos, caramujos, dentre outros alimentos que compdem a sua dieta
natural (KUBITZA, 2004). Os adultos se alimentam principalmente durante a
enchente e a cheia e migram no rio durante a vazante e a seca, sendo gque neste

periodo raramente se alimentam, devido a escassez de frutas e plancton no rio



(ARAUJO-LIMA & GOMES, 2005). Na fase de pés-larva e alevino, o tambaqui é
planctéfago e estende este habito alimentar para as fases juvenil e adulta no caso
de haver caréncia de alimentos. Quando em cativeiro, aceita bem racéo, graos e
subprodutos agro-industriais (OLIVEIRA et al., 2004).

A espécie é rustica e capaz de resistir a baixas concentracbes de
oxigénio dissolvido na agua (~1,0 mg/L) (VAL & ALMEIDA-VAL, 1995), sendo
recomendados para um bom crescimento valores superiores a 3,0 mg/L
(ARAUJO-LIMA & GOMES, 2005).

Adapta-se bem ao confinamento, apresentando rapido crescimento e,
dependendo do sistema de manejo utilizado e disponibilidade de alimento,
alcanca de 700,0 a 900,0 g ou mais no primeiro ano e 1,5 a 3,0 kg ou mais no
segundo ciclo de criacdo, além de ser a espécie mais indicada para o policultivo,
pela sua capacidade de aceitar varios tipos de alimentos. Em ambiente de cultivo,
atinge a maturidade sexual por volta do terceiro ano de vida (OLIVEIRA et al.,
2004).

E uma espécie que realiza migracbes reprodutivas, com
desenvolvimento ovocitario sincrénico e desova total e sazonal que se estende
pelo periodo de outubro a fevereiro na sua regido de origem. A fecundacdo dos
ovOcitos ocorre em meio externo e nao realiza cuidado parental (VIEIRA et al.,
1999).

Somente se reproduz em aguas ricas em nutrientes que, na Amazonia,
sdo os rios de aguas barrentas, com condi¢gBes fisicas e quimicas da &gua
bastantes estaveis em toda coluna d’dgua proxima a margem, com temperatura
variando de 28,5 a 29°C (ARAUJO-LIMA & GOMES, 2005) e concentracdo de
oxigénio dissolvido superior a 4,0 mg/L (FORSBERG et al., 1988).

Como nao se reproduz espontaneamente em cativeiro, a reproducao
desta espécie, como na maioria dos peixes migradores, € induzida com a
utilizacado de horménios (ARAUJO-LIMA & GOMES, 2005).



2.2 Criopreservacao de sémen de peixes

A reproducéao artificial em peixes necessita de uma grande quantidade
de espermatozoides de boa qualidade disponivel para o0 momento da fertilizacao.
S&o0 muitas as razdes que justificam a coleta e 0 armazenamento de sémen de
boa qualidade para o uso futuro: melhora a conveniéncia da inseminacao artificial,
facilita a rotina dentro de laboratério de reproducdo, reduz o estresse nos
reprodutores machos, causado pelas repetidas coletas de amostras, resolve o
problema de desovas assincronas, além da manutencédo da variabilidade genética
para os programas de melhoramento de espécies para cultivo e de populagcdes
naturais (CAROSFELD et al., 2003; VIVEIROS & GODINHO, 2009).

Técnicas de criopreservacdo de sémen em pisciculturas sédo utilizadas
de forma mais intensa na manutencdo das caracteristicas genéticas de
reprodutores, visando a reducdo dos custos com manutencdo do estoque de
animais, porém preservando a variabilidade genética da populacdo, também
como forma de reducédo dos gastos com hormonios, além de proporcionar melhor
atencao as fémeas durante os preparativos para desova (CARNEIRO, 2007).

A criopreservacdo de sémen € uma técnica baseada na retirada do
excesso de agua do interior das células espermaticas, 0 que evita a formacéo de
cristais de gelo intracelulares, que podem causar danos aos espermatozoides.
Além disso, a temperatura de congelamento em nitrogénio liquido (-196°C), a
viabilidade das células é mantida por periodo indeterminado o que permite o uso
futuro do material genético armazenado (CARNEIRO, 2007).

O processo de criopreservacdao envolve a diluicho do sémen em
solucdo que deve conter diluidor, crioprotetor intracelular e crioprotetor
extracelular, a qual ndo devem promover a ativacdo das células espermaéticas,
mas sim permitir o armazenamento adequado (MARIA & CARNEIRO, 2012).

Os protocolos de criopreservacdo se baseiam na avaliacdo e
determinacdo do melhor agente crioprotetor, aditivos e taxas de congelamento e
descongelamento, que sao modificados de espécie para espécie quando se
pretende estabelecer o melhor protocolo de criopreservagao (ANDREEV et al.,
2009).



O processo da criopreservacdo de sémen de peixes normalmente
consiste de etapas, sédo elas: colheita do sémen, adicdo de diluidores e
crioprotetores, envase, congelamento e armazenamento e descongelamento.
Posteriormente pode ser realizada a fertilizacdo dos ovocitos, como normalmente
realizada na rotina de laboratérios de reproducgédo artificial de peixes (MARIA &
CARNEIRO, 2012).

2.2.1 Colheita de sémen

Apesar do sémen das espécies de peixes apresentarem caracteristicas
diferentes entre si, uma caracteristica € comum para a maioria delas: os
espermatozoides sdo imdveis e inativos dentro dos testiculos, sendo ativados
somente em contato com a agua (CARNEIRO, 2007).

A ativacdo € irreversivel e dura pouco tempo, devido as baixas
reservas energéeticas dos espermatozoides que sado exauridas rapidamente,
variando de poucos segundos a pouco mais de um minuto, na maioria das
espécies de peixe. ApGs esse periodo o espermatozoide perde mobilidade e a
capacidade de fecundar o évulo (CARNEIRO, 2007).

Durante a colheita do sémen ha a possibilidade de contaminacdo com
urina, que tem relagdo com a qualidade do esperma de peixes de agua doce, pois
a mesma promove ativacdo parcial da motilidade dos espermatozoides, j& que o
ducto espermético e o ducto urinario encontram-se no ducto eferente com uma
abertura através da papila urogenital. Quanto maior a porcentagem de urina no
sémen, menor a motilidade dos espermatozoides ao longo do tempo. Uma
solucdo para tal situagéo seria a colheita de sémen por insercdo de cateter ou
sonda uretral diretamente nos testiculos, ou ainda, a colheita com seringa em que
pode ser observada a expulsdo de jatos de urina durante a extrusdo do sémen,
com a possibilidade de descarte de amostras contaminadas (NYNCA et al., 2012)

Diante disso, a colheita do sémen deve ser realizada em meio seco,
sem contaminagdo por agua ou urina, para que ndo seja ativado antes do

congelamento e consequentemente perca a viabilidade. Amostras



prematuramente ativadas devem ser descartadas (VIVEIROS & GODINHO,
2009).

2.2.2 Solugoes crioprotetoras

Na criopreservacao de sémen a adicdo de solucdes crioprotetoras é
necessaria para a protecdo dos danos causados pelo congelamento, como
formacao de cristais de gelo intracelular e desidratacdo excessiva (YANG &
TIERSCH, 2009). Os crioprotetores de sémen podem ser divididos em
intracelulares e extracelulares em funcdo da capacidade de penetracdo na
membrana celular (SURQUET et al., 2000).

2.2.2.1 Crioprotetores intracelulares

Crioprotetores intracelulares sdo substancias quimicas néo toxicas
capazes de penetrar nas células e retirar a 4gua e diminuir a temperatura de
congelamento no seu interior, 0 que impede que se formem cristais de gelo
intracelulares que causam danos irreversiveis as células durante o congelamento
(CARNEIRO, 2007).

As solugbes crioprotetoras intracelulares mais utilizadas para
criopreservacdo de sémen de peixes sdo o dimetilsulféxido (DMSO), glicerol e
metanol, porém algumas outras substancias foram estudadas para algumas
espécies (SUQUET et al., 2000). Para criopreservacao de sémen de espécies de
agua doce brasileiras, o crioprotetor mais utilizado € o DMSO, geralmente em
concentracdes de 5% a 15% (VIVEIROS & GODINHO, 2009).

Apesar da ampla utlizaggo do DMSO, principalmente para
salmonideos, como truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (YOUNG et al., 2009) e
esturjpes (HORVATH et al., 2008), além de demostrar melhores resultados na
criopreservacdo de espécies marinhas (SUQUET et al.,, 2000), estudos foram
realizados a fim de comparar a acdo do DMSO e de diferentes crioprotetores (LE
et al., 2011; VIVEIROS et al., 2011; VARELA JUNIOR et al., 2012).
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Altas concentragfes de crioprotetor deveriam promover maior protecao
para as células espermaticas durante o armazenamento, porém, podem se tornar
toxicas ou letais para os espermatozoides, desse modo, a concentracdo da
solucéo crioprotetora deve promover um balanco ideal, de forma que proteja os
espermatozoides das crioinjurias sem ser toxica (YANG & TIERSCH, 2009).

CUERVAS-URIBE et al. (2011) avaliaram a toxicidade dos
crioprotetores metanol, DMSO, dimetilacetamida, propanodiol e metilglicol nas
concentracbes de 5%, 10%, 20% e 30% sobre espermatozoéides de bagre do
canal (Ictalurus puntanctus) e concluiram que concentracdes acima de 20% foram

toxicas.

2.2.2.2 Diluentes e crioprotetores extracelulares

Para a execucdo do meétodo de congelamento de sémen,
primeiramente deve-se escolher o diluente apropriado, comumente solucdo salina
ou a base de glicose, com osmolaridade ideal (VIVEIROS et al., 2012). O diluente
deve apresentar caracteristicas proximas ao plasma seminal e tem a funcao de
preservar a capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides por meio do controle
de pH, osmolaridade, concentracdo de ions e, em alguns casos, atuando como
fonte de energia (YANG & TIERSCH, 2009).

Como cada espécie possui especificidades das caracteristicas
seminais, é necessario que haja o ajuste da solucdo diluidora utilizada para a
criopreservacado do sémen para cada espécie, respeitando suas caracteristicas e
nao promovendo a ativacdo dos espermatozoides quando entram em contato com
0 meio diluidor (SALMITO-VANDERLEY et al., 2012).

Os crioprotetores extracelulares sao substancias que revestem a célula
e protegem a membrana celular dos danos causados pela criopreservacao e
normalmente sao adicionados ao meio de diluicdo do sémen (CARNEIRO, 2007).

Gema de ovo e leite em pO6 sdo as substancias frequentemente
adicionadas ao meio diluidor como seu componente basico, tipicamente em
combinacédo com glicose (VIVEIROS & GODINHO, 2009). A acéo crioprotetora da

gema de ovo esta relacionada a presenca de lecitina e lipoproteinas e caseina no
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leite que protegem os espermatozoides do choque térmico durante o processo de
criopreservacéo (MIES FILHO et al., 1982).

De modo geral, diluente contendo 5% de glicose, 10% de DMSO e 10%
de gema de ovo é efetivo para criopreservacdo de sémen de espécies de
Characiformes, enquanto que diluentes contendo 10% de metanol e 15% de leite
em pé sdo mais efetivos na criopreservacdo de sémen de Siluriformes como
pintado (Pseudoplatystoma corruscans) (CAROSFELD et al., 2003).

Em estudo realizado com criopreservacdo de sémen de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), variedade Chitralada, com diferentes diluentes,
GODINHO et al. (2003) observaram que combinacdes de DMSO com gema de
ovo e metanol com leite em po sdo igualmente adequadas como solucdes
diluentes na criopreservacdo de sémen para a espéecie.

Gema de ovo adicionada as solugbBes crioprotetoras proporciona
melhores resultados apds o descongelamento de sémen de bacalhau do Atlantico
(Gadus morhua) (BUTTS et al., 2010) e curimba (Prochilodus lineatus), causando
menos anormalidades  morfolégicas nos  espermatozoides apés o
descongelamento (FELIZARDO et al., 2010).

Além de promover a protecdo das células esperméticas durante o
armazenamento a baixas temperaturas, a gema de ovo ainda auxilia na avaliagdo
qualitativa dos espermatozoides apdés o0 descongelamento, pois facilita a

visualizacdo da motilidade espermatica (VIVEIROS et al., 2011).

2.2.3 Congelamento

2.2.3.1 Envase

Varios tipos de recipientes sédo utilizados para envasar o0 sémen de
peixes, entre eles, palhetas francesas de 0,25 e 0,5 mL, macropalhetas, criotubos,
sacos e tubos plasticos de volume variavel, geralmente entre 1,0 e 50 mL
(MARIA & CARNEIRO, 2012). A maioria dos estudos, principalmente com
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espécies brasileiras, realizados utilizam para envase palhetas francesas com
volume de 0,5 mL (VIVEIROS et al., 2009).

Palhetas de pequeno volume podem ser ideais para a fertilizacdo de
pequenas quantidades de ovocitos, porém, para espécies que possuem alta taxa
de fecundidade e, consequentemente, produzem grande numero de ovocitos sao
necessarios maiores volumes de sémen para a fertilizacdo. Nesse caso, a
criopreservacdo do sémen em recipientes de maior volume pode ser util, pois
possuem maior capacidade de armazenamento, o que facilita a manipulacdo no
processo de descongelamento e fertilizagcdo (MARIA & CARNEIRO, 2012).

Para que um recipiente seja utilizado no armazenamento do sémen
criopreservado deve ser de facil aquisicdo no mercado, livre de contaminantes,
possibilitar a identificacdo de amostras e com volume adequado para utilizacao
em escala comercial, além de transmitir a temperatura uniformemente, para que
cause 0 minimo de danos aos espermatozoides no momento do
descongelamento (MARIA & CARNEIRO, 2012).

2.2.3.2 Taxa de congelamento

A taxa de congelamento é um fator importante no processo de
criopreservacdo, pois pode influenciar diretamente na extensdo dos danos
causados nos espermatozoides e no sucesso do procedimento (ANDREEYV et al.,
2009).

Quando os espermatozoides sao submetidos a temperaturas menores
que 0°C ha a formacdo de cristais de gelo extracelulares e aumento na
concentracdo de sais no liquido extracelular. Como a agua do meio intracelular
nao congela inicialmente, ha perda de agua para o meio extracelular e
desidratacéo progressiva dos espermatozoides. Se a velocidade de congelamento
for lenta, o aumento da concentracédo de sais no meio intracelular causado pela
desidratacdo pode causar danos aos espermatozoides. Se a velocidade de
congelamento for muito rapida ha a formacéo de cristais de gelo intracelulares, o
que também causa danos aos espermatozoides. Desta forma, a taxa de

congelamento deve manter um equilibrio entre velocidade de congelamento e
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desidratacdo da célula, para que os danos causados aos espermatozoides no
momento do congelamento sejam os minimos possiveis (SALMITO-VANDERLEY
et al., 2012).

A criopreservacdo de sémen de peixes, na maioria das vezes, €
realizada iniciando o processo com o resfriamento do sémen a temperatura de
geladeira, aproximadamente 5°C, seguido pelo envase e inser¢éo do recipiente de
envase em botijoes do tipo dry shipper. S&o botijdes carregados com nitrogénio
liquido 24 horas antes do procedimento de criopreservacdo, momento em que €
retirado o excesso de liquido, mantendo apenas nitrogénio na forma de vapor,
apresentam taxas de congelamento que variam entre -20 e -45°C/min, com
estabilizacdo na temperatura de -180°C em aproximadamente trés minutos
(TAITSON et al., 2008).

O processo também pode ser automatizado, com a utilizacdo de
magquinas de congelamento de sémen, em que a taxa de congelamento é pré-
definida, o que confere maior uniformidade no congelamento e confiabilidade ao
processo (CARNEIRO, 2007).

Para o processo de criopreservacao espermatica deve-se considerar a
interacdo entre a solugdo crioprotetora, os diluentes e a taxa de congelamento,
pois taxas de congelamento apropriadas para uma solugdo, podem néo surtir os
melhores resultados ou ter diferencas significativas em outras (BUTTS et al.,
2010). Alem disso, os espermatozoides de algumas espécies podem apresentar
bons resultados com amplo espectro de taxas de congelamento, apresentando
maior tolerancia ao processo (SUQUET et al., 2000).

2.2.4 Descongelamento

O descongelamento é o processo inverso ao congelamento, é a etapa
em que ocorre a reidratacdo celular. Assim como no congelamento, a velocidade
deve ser controlada, pois ndo deve permitir que pequenos cristais intracelulares
aumentem de tamanho a ponto de causar danos as células (CARNEIRO, 2007).

Desta forma, a taxa de descongelamento e protocolo de

criopreservacdo devem ser determinados para cada espécie. Para espécies
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tropicais o descongelamento, normalmente, é realizado com a imersdo do
recipiente com sémen criopreservado em agua a temperatura de 45 a 60°C por
um periodo de trés a oito segundos (CARNEIRO, 2007).

2.3 Parametros de avaliagdo seminal

As caracteristicas seminais podem variar dentro de plantel de
reprodutores, ou até para o mesmo animal, dependendo do periodo e da
frequéncia de colheita dentro da estacao reprodutiva. De forma que a avaliagao
espermatica deve ser realizada para caracterizar qualitativamente e
quantitativamente o sémen dos diferentes reprodutores, o que permite a selecdo
de sémen de melhor qualidade para ser submetido ao processo de fertilizacao
dos ovdécitos ou criopreservacdo (CABRITA et al., 2010).

A avaliacdo da qualidade do sémen pode ser realizada de varias
maneiras, a forma com que decide realizar depende, basicamente, da
complexidade da metodologia e da disponibilidade de recursos para realiza-la
(RURANGWA et al., 2001).

A motilidade espermatica € um dos parametros mais utilizados para
avaliar a qualidade espermatica, pois 0s espermatozoides devem apresentar
capacidade de ativacdo da motilidade em contato com a agua para que possam
atingir os ovocitos no momento da fertilizagdo, além do tempo de duracdo de
motilidade. A motilidade espermatica reflete as alteragcbes presentes nas
estruturas celulares responsaveis pela ativacdo e manutencdo da motilidade
progressiva, tais como a integridade mitocondrial, producdo de ATP (adenosina
trifosfato), ativacdo dos canais de proteinas da membrana plasmatica e estrutura
flagelar (BOBE & LABBE, 2010; CABRITA et al., 2010).

DZIEWULSKA et al. (2011) encontraram correlacdo positiva entre a
taxa de motilidade dos espermatozoides e a velocidade espermatica com o
sucesso da fertilizacdo, em que maiores velocidades de movimentacdo dos
espermatozoides promoveram maiores taxas de fertilizagdo de ovdcitos.

A motilidade é avaliada diretamente no microscépio no momento em

que a solucdo ativadora é adicionada a amostra de sémen e imediatamente &
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iniciada a movimentacdo dos espermatozoides no campo  Optico.
Tradicionalmente, a motilidade espermatica é estimada através de método
subjetivo, em que a porcentagem de espermatozoides moéveis no campo optico é
determinada por avaliador experiente (SUQUET et al., 2000).

Outro parametro usualmente utilizado para avaliacdo da qualidade do
sémen in vitro € o vigor espermatico. Deve ser avaliado juntamente com a
motilidade dos espermatozoides. O vigor determina a qualidade da movimentacao
apresentada pelos espermatozoides, levando em consideracdo a velocidade de
movimentagcdo e a progressdo do movimento. O vigor € determinado em uma
escala de zero a cinco, em que o escore 0 é atribuido aos espermatozoides que
ndo apresentam movimentagdo e 0 escore 5 aos espermatozoides que
apresentam movimentacdo rapida e com maior progressdo do movimento
(GARNER & HAFEZ, 1995).

A determinacdo do volume de sémen produzido e a concentracao de
espermatozoides sao informacdes importantes na pratica da reproducéo artificial
de peixes, pois servem de base para a quantidade de sémen que deve ser
utiizada para realizar a fecundagédo, de modo a se trabalhar com a dose
inseminante ideal para cada espécie. Dessa forma, é possivel melhorar as taxas
de fertilizacdo e promover o uso racional do plantel de reprodutores (SANCHES et
al.,, 2011). Sao parametros que podem variar para espécies que realizam
migracdes na estacao reprodutiva ou pela utilizacdo de hormonios para a inducao
da reproducgéo em cativeiro (VIVEIROS & GODINHO, 2009). Os peixes produzem
quantidade variavel de gametas, de maneira geral, a producdo de
espermatozoides € dez vezes maior do que a de mamiferos (BILLARD, 1990).

Ensaio de fertilizacdo de ovocitos € o método que produz resultados
mais importantes do ponto de vista pratico, porém nao € realizado em todos os
estudos, pela variagdo da qualidade dos Ovulos entre fémeas, o que pode
produzir valores de taxa de fertilizacdo de ovdcitos variaveis. Além disso, deve ser
determinada a dose inseminante minima para cada espécie, para que a taxa de
fertilizagdo apresente resultados mais confiaveis (SUQUET et al., 2000).

A taxa de fertilizacdo obtida com o uso do sémen criopreservado é
utilizada para avaliar a qualidade do sémen apdés o descongelamento e a

viabilidade do protocolo de criopreservacdo (HORVATH et al., 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar qualitativa e quantitativamente o sémen de tambaqui em
funcdo da variacdo temporal na época reprodutiva e comparar o efeito de quatro
crioprotetores e trés tempos de descongelamento sobre a viabilidade de sémen

de tambaqui criopreservado.

3.2 Objetivos especificos

* Avaliar a variacdo da qualidade e de volume produzido do sémen de
tambaqui durante a época reprodutiva,

e Avaliar a qualidade do sémen de tambaqui apdés processo de
criopreservacado em quatro tipos de crioprotetores intracelulares e trés tempos de

descongelamento;
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CAP{TULO 2 — CARACTERIZACAO DO SEMEN DE TAMBAQUI NA EPOCA
REPRODUTIVA

RESUMO

Objetivou-se com o presente trabalho caracterizar qualitativamente e
quantitativamente o sémen de tambaqui durante a estacdo reprodutiva. Foram
realizadas trés coletas, com intervalos regulares de aproximadamente 30 dias na
estacdo reprodutiva de 2012/2013. Foram utilizados dez reprodutores de no
minimo trés anos de idade. Para a coleta de sémen foi realizada inducao
hormonal com extrato de hipéfise de carpa, a extragdo do sémen ocorreu por
massagem abdominal. ApOs coletado, o sémen foi submetido a avaliagbes de
motilidade, vigor, tempo de vida, volume do ejaculado e concentracdo
espermatica. As variaveis quantitativas foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey e as variaveis qualitativas ao teste de Freedman, com
significancia de 0,05. Nado foram observadas diferencas significativas (p>0,05)
para a maioria dos parametros avaliados. A concentracdo espermatica foi maior
na primeira coleta (14,54 bilhdes de espermatozoides/mL) e o tempo de vida
diminuiu ao final do experimento.

Palavras-chave : espermograma, Colossoma macropomum, espermatozoide.
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ABSTRACT

This study aims to qualitatively and quantitatively characterize the semen
tambaqui Colossoma macropomum during the breeding season. Three samplings
were made at regular intervals of approximately 30 days in 2012/2013 breeding
season. Ten adult male of at least three years old age were used. To collect the
semen hormonal induction was performed with carp pituitary extract, the extraction
of semen occurred by abdominal massage. After collected the semen was
subjected to evaluation of maotility, vigor, life time, ejaculate volume and sperm
concentration. Quantitative variables were subjected to analysis of variance
(ANOVA) and Tukey test while qualitative variables were subjected to the
Freedman test with 0.05 significance. No significant differences (p> 0.05) were
observed for most of the evaluated parameters. The sperm concentration was
higher in the first sampling (14.54 billion sperm / mL) and the lifetime decreased at
the end of the experiment.

Keywords: semen analysis, Colossoma macropomum, espermatozoa.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento dos parametros seminais € fundamental no estudo da
reproducdo de peixes, pois informacbes a respeito das caracteristicas dos
espermatozoides permitem que se tenha conhecimento sobre a biologia
reprodutiva de uma espécie, tanto para fins de conservagdo, quanto para a
producdo de formas jovens em cativeiro (LAHNSTEINER, 2003). No entanto, o
conhecimento a respeito da biologia reprodutiva e caracterizacdo seminal esta
restrito a algumas espécies, ainda que, dentre os vertebrados, 0s peixes possuem
a maior variabilidade de caracteristicas seminais e habitos reprodutivos (SHULZ
et al., 2010).

Na maioria dos teledsteos, as caracteristicas seminais podem variar
durante a época reprodutiva de uma espécie, ou até mesmo de animal para
animal dentro de uma mesma espécie. A variagdo dessas caracteristicas €
influenciada, principalmente, pelos ciclos da natureza, como temperatura, regime
de chuvas e fotoperiodo, fazendo com que haja variacdo de qualidade e
guantidade de sémen produzida pelos reprodutores (CHOWDHURY & JOY,
2007).

A gualidade do sémen € um dos fatores determinantes para 0 sucesso
da fertilizacdo dos ovacitos, ja que deve-se disponibilizar de espermatozoides de
boa qualidade em quantidade suficiente para uma dose inseminante minima e
taxa de fertilizacdo méxima (RURANGWA et al., 2004).

Segundo BILLARD et al. (1995) a motilidade espermética progressiva,
duracéo da motilidade e o vigor espermatico, que é caracterizado pela velocidade
em que o0s espermatozoides se movimentam, sdo fatores que devem ser
avaliados na determinacéo da qualidade dos espermatozoides.

Informagbes béasicas como o volume de sémen e a concentragédo
espermatica, sdo essenciais para se determinar como serdo conduzidas as
atividades de reproducao artificial de peixes em cativeiro, podendo-se determinar,
por exemplo, a diluicdo do sémen e a razdo entre machos e fémeas no manejo
reprodutivo (MARIA et al., 2010).

Ainda que varios estudos foram realizados sobre as caracteristicas

seminais de algumas espécies brasileiras (STREIT JUNIOR et al., 2006;
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SANCHES et al.,, 2009; SANCHES et al., 2010; ROMAGOSA et al.,, 2010),
estudos a respeito da caracterizacdo do sémen do tambaqui e sua variagcao
sazonal ainda sdo escassos (MARIA et al., 2010; VIEIRA et al., 2011).

Desse modo, o objetivo do presente trabalho é caracterizar o sémen de
tambaqui durante a estacdo reprodutiva, a fim de fornecer informagbes que

baseiem o manejo reprodutivo da espécie em cativeiro.
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2 METODOLOGIA

O experimento foi realizado no periodo de dezembro de 2012 a
fevereiro de 2013, nos setores de Piscicultura e de Reproducdo Animal da Escola
de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias (EVZ-UFG),

Campus Il — Samambaia, em Goiania-GO.

2.1 Colheita de sémen

Foram selecionados dez exemplares machos da espécie tambaqui,
sexualmente maduros, com idade minima de trés anos, que liberaram sémen com
leve pressdo abdominal sem inducdo hormonal. Apds a sele¢do, os individuos
foram identificados por fio de cobre revestido de pvc colorido na nadadeira dorsal,
pesados e encaminhados ao laboratério de reproducdo de peixes do setor de
Piscicultura da EVZ-UFG, onde foram acondicionados em caixas d’agua de
volume de 1000 L com fluxo de agua continuo e submetidos a indugdo hormonal
com extrato bruto de hipoéfise de carpa, na quantidade de 2,0 mg/kg de peso vivo,
diluido em solugéo salina de NaCl 0,9%, na quantidade de 0,5 mL/kg de peso vivo
e aplicado via intraperitonial.

Decorridas 12 horas da indugdo hormonal os individuos foram envoltos
em toalha Umida e submetidos a extrusdo dos gametas por pressdo abdominal no
sentido céfalo-caudal, realizada em meio seco, sem presenca de agua, urina ou
sangue. O sémen foi coletado em seringas graduadas de 10,0 mL previamente
identificadas com o nome da cor de identificacdo de cada reprodutor e 0 nimero
da amostra coletada. Foram coletadas sucessivas amostras até que nao
houvesse mais liberacdo de sémen, de modo que a quantidade de sémen
liberada por cada reprodutor fosse exaurida.

Para cada amostra foi realizado o teste de contaminacao, que consistiu
em avaliar a motilidade espermatica com o auxilio de microscépio 6ptico com
aumento de 400X, em que foram rejeitadas as amostras que apresentaram mais

de 1,0% de motilidade no campo Optico sem a ativacdo com agua.
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Atestada a viabilidade das amostras, o sémen foi acondicionado em
caixa térmica com gelo, na temperatura de aproximadamente 5,0°C e
transportado ao setor de Reproducdo Animal da EVZ-UFG para avaliacdo da
qualidade.

Apds a primeira coleta os reprodutores foram acondicionados em
viveiro de 50 m2 de area de lamina d'agua, previamente desinfetados e adubados
e com renovacao de agua constante, onde foram mantidos durante o periodo de
coletas, sendo retirados apenas para o0 manejo reprodutivo. A alimentacdo dos
reprodutores foi realizada uma vez a cada dois dias, no final da tarde, com racao
extrusada, de 42% de proteina bruta e pellets de 10-12 mm, na taxa de 0,5% do
peso Vivo.

Foram realizadas trés coletas com intervalos regulares de
aproximadamente 30 dias entre coletas, em que foram utilizados 0os mesmos

animais.

2.2 Avaliagdo quantitativa e qualitativa do sémen

Primeiramente foi realizada a mensuracdo da quantidade de sémen
liberada por cada reprodutor em mL para a verificacao da variacdo da quantidade
de sémen liberada em fungcéo do tempo numa mesma época de reproducéo.

Para cada amostra viavel de sémen foi realizada a avaliagdo de
motilidade espermética, em que, em uma lamina para microscopia, foi colocado
0,01 mL de cada amostra viavel de sémen e ativada com agua de torneira na
proporcao de 1:20 (sémen:agua) e sobre esta uma laminula que foi observada em
microscépio optico pré-ajustado na objetiva de 400X, em que foi determinada
subjetivamente a porcentagem de espermatozoides moveis no campo de visao.

O vigor espermatico foi avaliado subjetivamente de acordo com a robustez
de movimentacéao celular, atribuindo-se um escore de zero a cinco, em funcéo da
velocidade e progressdao de movimento dos espermatozoides, de modo que,
guando todos os espermatozoides se apresentam imdveis, atribui-se o vigor de 0,
ao passo, que quando os espermatozoides apresentavam rapida movimentacao e

progressao continua, atribui-se ao vigor o escore 5.
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O tempo de vida foi estimado com crondmetro, disparado no momento da
ativacdo e parado quando o ultimo espermatozoide do campo de visdo cessou
sua movimentacao.

Para a determinacéo da concentracdo espermatica, o sémen foi diluido
na propor¢cdo de 1:4000 em solucdo de formol salina tamponada (10,0%) e
realizada a contagem na cémara hematimétrica de Neubauer, para a

determinacdo do numero de espermatozoides por mL de sémen de cada amostra.

2.3 Delineamento experimental

O experimento foi realizado em delineamento em blocos casualizados,
sendo tomado como tratamento a época de colheita das amostras e os blocos
cada reprodutor, perfazendo trés tratamentos e dez blocos. As variaveis
quantitativas foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste
de Tukey. A variavel qualitativa foi submetida ao teste de Friedman. Foi realizada
a analise de correlacéo entre os pares de parametros quantitativos avaliados. Foi
adotado nivel de 0,05 de significAncia em todos os testes, que foram realizados
com o auxilio do software R (R DEVELOPEMENT CORE TEAM, 2012).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos parametros qualitativos e quantitativos avaliados

durante a realizacdo do experimento estdo apresentados na tabela 1.

TABELA 1 — Médias dos parametros seminais avaliados de tambaqui nas trés

coletas realizadas e valor de probabilidade da analise de variancia.

Coleta
Variavel P
dez/12 jan/13 fev/13
Volume de sémen (mL) 8,28 8,51 6,00 0,0685
Motilidade espermatica (%) 80,00 84,00 84,78 0,1594
Vigor espermatico* 4,10/4,00  3,80/4,00 4,11/4,00 0,3772
Tempo de vida (S) 158,33ab 267,80 a 98,47 b 0,0055
Concentracdo espermatica 1454 a 373¢ 8.36 b <0,001

(bilndes/mL)

Médias seguidas de letras diferentes sdo diferentes pelo teste de Tukey, com nivel de
significancia de 5%.

*Teste de Freedman foi utilizado para comparacdo de médias, os dados apresentados
sdo a média seguida da mediana.

N&o foi observada diferenca no volume de sémen, motilidade
espermatica e vigor espermatico durante a época em que foram realizadas as
coletas das amostras.

Ja o tempo de vida dos espermatozoides foi diferente entre os meses
de janeiro e fevereiro de 2013, com médias de 267,80 s e 98,47 s
respectivamente.

O tempo de vida é um parametro de avaliacdo da qualidade dos
espermatozoides. BILLARD & COSSON (1992), observaram que amostras
coletadas no inicio e ao final da época de reproducédo, geralmente ndo sédo de boa
qualidade. Os autores atribuem a baixa qualidade no final do periodo reprodutivo
ao envelhecimento dos espermatozoides nos testiculos, o que pode gerar

alteracdes morfolégicas nos espermatozoides.
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Acredita-se que possa ter havido algum dano a integridade da
mitocondria dos espermatozoides, jA que a mitocbndria estad relacionada a
manutencao das reservas de ATP e consequentemente a duracdo motilidade dos
espermatozoides (SUQUET et al., 2000).

A fertiizacdo dos gametas ocorre rapidamente, geralmente em
periodos menores de um minuto, porém resultados de pesquisas que avaliam o
tempo de viabilidade dos espermatozoides sao dificeis de serem comparados,
pois alguns autores consideram a perda de motilidade em diferentes
porcentagens de espermatozoides méveis. SANCHES et al. (2010) observaram
que para jundid cinza, apés 35 s de ativacdo somente 25,59% dos
espermatozoides apresentavam motilidade, assim como para dourado, em que a
motilidade dos espermatozoides variou entre 30 e 40 s (SANCHES et al., 2009), e
tempo de vida de espermatdides de pacu (Piaractus mesopotamicus) de 50,3 s
(STREIT JUNIOR et al., 2006).

A concentragcao espermatica variou durante o periodo de coleta, sendo
que as amostras coletadas no més de dezembro de 2012 (primeira coleta
realizada) apresentaram maior concentracdo média de espermatozoides (14,54
bilhdes/mL), seguida pela média das amostras do més de fevereiro de 2013 (8,36
bilhdes/mL) e janeiro de 2013 (3,73 bilhdes/mL).

As médias da concentracdo de espermatozoides foram menores do
que as encontradas por VIEIRA et al. (2011) que encontraram uma concentracao
média de 22,93 bilhdes de espermatozoides/mL de ejaculado de reprodutores de
tambaqui induzidos com horménio em latitude equatorial. Além disso, os autores
recomendam um intervalo de coleta de dois meses entre as indu¢des hormonais,
para que as reservas de espermatozoides sejam reestabelecidas.

A média das amostras coletadas no més de janeiro apresentou
reducao significativa da concentracdo de espermatozoides, isso pode ser devido
ao fato de que anteriormente a data de coleta houve um periodo de estiagem de
dias, 0 que ndo ocorreu anteriormente as outras coletas e pode ter contribuido
para a menor producdo de espermatozoides pelos reprodutores nessa data.

Espécies tropicais reofilicas tem sua reproducdo influenciada
principalmente pelo regime de ventos e chuvas que, em ambiente natural,

provocam mudancas no nivel das aguas. Essas mudancas afetam a quantidade e
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qualidade de alimento disponiveis em fun¢éo da época do ano, ja que as planicies
de inundacdo nos periodos de chuva se tornam ambientes ricos em alimento e
abrigo, por este motivo, os desovadores totais tropicais, como é 0 caso do
tambaqui, iniciam a estacao reprodutiva principalmente nos periodos de cheia,
para que as larvas encontrem maior abundancia de alimento e apresentem altas
taxas de sobrevivéncia (ZANIBONI FILHO & NUNER, 2004).

Além disso, para machos o processo de gametogénese é dividido em
duas fases: a primeira, denominada de espermatogénese, inclui a proliferacéo de
espermatogonia, multiplicacdo de espermatdécitos | por mitose, producédo de
espermatécitos 1l por meiose e diferenciacdo em espermatides, essa fase €&
completada quando ocorre a espermiogénese, que € a formacdo dos
espermatozoides flagelados. Na segunda fase, denominada espermiacdo, 0s
espermatozoides séo liberados nos ductos espermaticos, que ocorre durante a
estacdo reprodutiva (MYLONAS et al., 2010). A maioria dos métodos de inducéo
utilizados para realizar a reproducdo artificial em aquicultura ndo induz a
espermatogénese, que € um longo processo que pode durar dias ou semanas,
mas principalmente induz espermiacdo, de maneira que a inducdo é realizada
para estimular a produgcdo de fluido seminal e aumentar a quantidade de
espermatozoides liberados pelo reprodutor (MYLONAS et al., 2010). Dessa forma,
€ possivel que ainda que o volume de sémen seja maior, a concentracdo de
espermatozoides seja menor, pois a formacdo dos espermatozoides nao €

estimulada pela indugédo hormonal e sim por fatores ambientais.
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4 CONCLUSAO

Durante o periodo reprodutivo do tambaqui, houve mudancas na
concentracdo de espermatozoides, que diminui em relacdo a primeira coleta e o
tempo de vida dos espermatozoides, que foi menor no final do experimento em

relacdo a coleta imediatamente anterior.
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CAPITULO 3 - CRIOPRESERVACAO DE SEMEN DE TAMBAQUI E M
DIFERENTES CRIOPROTETORES

RESUMO

O objetivo com o trabalho foi avaliar a eficiéncia de quatro crioprotetores
adicionados ao meio diluidor na criopreservacdo do sémen de tambaqui
(Colossoma macropomum) e melhor protocolo de descongelamento. Foram
realizadas quatro coletas com intervalos regulares de amostras de sémen (pool)
de dez reprodutores. Os crioprotetores testados foram: glicerol, dimeltilsulfoxido
(DMSO), dimetilformamida (DMF) e metanol, na propor¢do de 10,0%. Para a
avaliacdo da qualidade do sémen apés o descongelamento foi realizado o teste in
vivo das amostras em trés protocolos diferentes para cada crioprotetor, com trés
tempos de descongelamento (15, 30 e 45s) na temperatura de 30°C, totalizando
12 tratamentos com cinco repeticdbes em esquema fatorial. Os resultados da
fertilizacdo foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey,
com significancia de 0,05. O tratamento que resultou em melhor taxa de
fertilizacdo foi o que continha metanol como crioprotetor e 0 descongelamento no
tempo de 30 s, com taxa de fertilizacdo média de 77,65%, sendo, entre os
tratamentos avaliados, o mais recomendado para a criopreservacdo do sémen de
tambaqui.

Palavras-chave : congelamento, Colossoma macropomum, espermatozoide.
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ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the efficiency of four cryoprotectants
added to the extender on sperm cryopreservation of tambaqui Colossoma
macropomum and to define the best thawing protocol. Four samples os semen at
regular intervals were collected from ten breeding males (pool). The
cryoprotectants tested were: glycerol, dimethylsulfoxide (DMSO0),
dimethylformamide (DMF) and methanol at a ratio of 10.0%. For the evaluation of
semen quality after thawing the in vivo test samples in three different protocols for
each cryoprotectant was performed with three thawing times (15, 30 and 45s) at
30°C temperature, totalizing 12 treatments with five replicates in factorial design.
The results of fertilization were subjected to analysis of variance (ANOVA) and
Tukey's test, with significance of 0.05. The treatment that resulted in improved
fertilization rate was the one containing methanol as cryoprotectant and thawing
time of 30 s, with a mean fertilization rate of 77.65%, being among the treatments
the most recommended for cryopreservation of tambaqui semen.

Keywords: cryopreservation, Colossoma macropomum, espermatozoa.
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1 INTRODUCAO

A criopreservacao de sémen € uma técnica que visa a conservacao de
material genético em nitrogénio liquido a -196°C, temperatura em que a
funcionalidade das células espermaticas e suas estruturas sao conservadas e sua
viabilidade é mantida para usos futuros (CARNEIRO, 2007).

A utilizacdo da técnica de criopreservacdo de sémen de peixes
apresenta diversas vantagens, principalmente no que tange a resolucdo de
problemas comuns na prética da reproducéo artificial de diversas espécies.

A reproducdo de espécies reofilicas que, em sua maioria, ndo se
reproduz espontaneamente em cativeiro, deve ser realizada artificialmente.
Porém, para que seja aplicado o protocolo de inducdo hormonal, os reprodutores
devem estar em estadio de maturacéo gonadal avancado, o que pode ocorrer em
periodos diferentes entre fémeas e machos, ou quando se deseja obter individuos
resultantes de hibridizacdo entre duas espécies que possuem épocas
reprodutivas diferentes. Dessa forma, a manutencdo de banco de sémen
criopreservado, em quantidade e qualidade, auxilia na reducdo dos problemas
com desovas assincronas. Facilita também a rotina dentro de laboratérios de
reproducao artificial de peixes, de forma que é possivel direcionar maior atencao
as fémeas durante a desova.

Bancos de sémen criopreservado possibilitam a realizacdo de
programas de melhoramento genético de espécies de importancia econdmica,
para programas de preservacdo de recursos genéticos de populacfes nativas
e/lou endémicas de areas degradadas por acdes antropicas, geralmente
barramentos e modificacbes na calha dos rios, e programas de repovoamento da
ictiofauna de corpos d'agua, como estratégia de administracdo de recursos
pesqueiros desses locais.

Além disso, permitem melhor aproveitamento de espaco em
pisciculturas, diminuindo a demanda de lamina d'agua para estocagem de
reprodutores, ainda ha diminui¢cdo dos custos com manutencdo de matrizes, pela
necessidade de estoque de reprodutores menor.

Desta forma, estudos de técnicas e protocolos para criopreservacdo de

sémen de peixes sdo importantes para a propagacao artificial das espécies de
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peixe de interesse econOmico, tanto na producdo intensiva em piscicultura,
guanto na conservacgao de recursos pesqueiros.

Sendo assim, objetivou-se com o presente trabalho, determinar qual o
crioprotetor intracelular e tempo de descongelamento produzem melhor resultado

no processo de criopreservacao do sémen de tambaqui.
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2 METODOLOGIA

O experimento foi realizado no periodo de dezembro de 2012 a janeiro
de 2014, nos setores de Piscicultura e de Reproducdo Animal da Escola de
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias (EVZ-UFG), Campus II

— Samambaia, em Goiania-GO.

2.1 Colheita de sémen

Foram selecionados dez exemplares machos da espécie tambaqui,
sexualmente maduros, com idade minima de trés anos, que liberaram sémen com
leve pressdo abdominal sem inducdo hormonal. Apds a sele¢do, os individuos
foram identificados por fio de cobre revestido de pvc colorido na nadadeira dorsal,
pesados e encaminhados ao laboratério de reproducdo de peixes do setor de
Piscicultura da EVZ-UFG, onde foram acondicionados em caixas d’agua de
volume de 1000 L com fluxo de agua continuo e submetidos a indugdo hormonal
com extrato bruto de hipoéfise de carpa, na quantidade de 2,0 mg/kg de peso vivo,
diluido em solucgéo salina de NaCl 0,9%, na quantidade de 0,5 mL/kg de peso vivo
e aplicado via intraperitonial. Decorridas 12 horas da inducdo hormonal os
individuos foram envoltos em toalha umida e submetidos a extrusdo dos gametas
por pressdo abdominal no sentido céfalo-caudal, realizada em meio seco, sem
presenca de agua, urina ou sangue. O sémen foi coletado em seringas graduadas
de 10,0 mL previamente identificadas com o nome da cor de identificacdo de cada
reprodutor e 0 nimero da amostra coletada.

Para cada amostra foi realizado o teste de contaminagéo, que consistiu
em avaliar a motilidade espermatica com o auxilio de microscépio 6ptico com
aumento de 400X, em que foram rejeitadas as amostras que apresentarem mais
de 1,0% de motilidade no campo Optico sem a ativacdo com agua.

Atestada a viabilidade das amostras, o sémen foi acondicionado em
caixa térmica com gelo, na temperatura de aproximadamente 5,0°C e
transportado ao setor de Reproducdo Animal da EVZ-UFG onde foi submetido ao

processo de congelamento.
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Apds a primeira coleta os reprodutores foram acondicionados em
viveiro de 50 m2 de area de lamina d'agua, previamente desinfetados e adubados
e com renovacao de agua constante, onde foram mantidos durante o periodo de
coletas, sendo retirados apenas para o manejo reprodutivo. A alimentacdo dos
reprodutores foi realizada uma vez a cada dois dias, no final da tarde, com racao
extrusada, de 42% de proteina bruta e pellets de 10-12 mm, na taxa de 0,5% do
peso Vivo.

Foram realizadas trés coletas com intervalos regulares de
aproximadamente 30 dias entre coletas, em que foram utilizados 0os mesmos

animais.

2.2 Criopreservacao

As amostras de sémen de todos os reprodutores foram misturadas na
mesma proporgao formando um pool de sémen, que foi objeto de congelamento.

Em cada coleta o pool seminal foi dividido em quatro aliquotas de igual
volume, adicionadas ao meio diluente a base de gema de ovo (20,0%), glicose
(5,0%) e solucao salina NaCl 0,9% (65,0%) na diluicao 1:4 (sémen/solucdo). Os
crioprotetores glicerol, dimeltilsulféxido (DMSO), dimetilformamida (DMF) e
metanol foram acrescentados na propor¢ao de 10,0%.

Cada meio diluente foi preparado previamente e armazenado em
refrigerador, na temperatura aproximada de 5°C, para que ndo houvesse choque
térmico do sémen quando misturado a solucéo crioprotetora. Somente a gema de
ovo foi adicionada ao meio diluidor minutos antes da diluicdo do sémen no meio, a
fim de ndo perder as suas propriedades.

Apds homogeneizadas, as aliquotas de cada crioprotetor foram
envasadas em palhetas de 0,5 mL em 15 amostras para cada meio crioprotetor
em seguida foram colocadas em racks de aluminio, devidamente identificadas e
alocadas em canecas de um botijao com vapor de nitrogénio do tipo dry shipper,
estabilizado a -180,0°C, onde permaneceram por duas horas, e entdo, foram
transferidas para botijdo de nitrogénio liquido onde permaneceram armazenadas

durante o periodo do experimento a temperatura de -196,0°C.
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2.3 Descongelamento

O descongelamento foi realizado com auxilio de banho-maria pre-
ajustado na temperatura de 30°C. As palhetas foram mergulhadas em tempos de
15, 30 e 45 s. Em cada descongelamento foi selecionada uma palheta de cada
coleta de cada meio crioprotetor, que posteriormente foram cortadas com auxilio
de cortador de palhetas e 0 sémen descongelado das palhetas foi misturado para

a realizacao da fertilizacao dos ovacitos.

2.4 Avaliacédo do sémen in vivo

Para a avaliacdo do sémen in vivo foi realizada reproducéo artificial,
com a selecdo de duas fémeas maduras, escolhidas subjetivamente pela
aparéncia da papila urogenital, do abdéomen e canulacdo intra-ovariana dos
ovocitos. Apos a selecdo, as matrizes foram encaminhadas ao laboratério de
reproducdo, onde foram acondicionadas em caixas d’agua de volume de 1000 L
com fluxo de agua continuo e submetidas a indu¢cdo hormonal com extrato bruto
de hipdfise de carpa na quantidade de 5,5 mg/kg de peso vivo, diluido em solucéo
salina de NaCl 0,9% aplicado via intraperitonial, em duas doses de 0,5 mg/kg e
5,0 mg/kg respectivamente com intervalo de 12 horas entre doses. Apls a
aplicacdo da segunda dose de hormoénio foi realizada a contagem de 260 horas-
grau, para a extrusdo dos ovocitos por pressdo abdominal no sentido céfalo-
caudal em meio e recipiente seco, sem presenca de agua, urina ou sangue.

Para a fertilizacdo, os ovacitos das duas fémeas foram misturados em
igual proporc¢ao e divididos em 60 aliquotas de 1 g cada em recipientes secos. Foi
utilizado o sémen poés-descongelamento dos quatro crioprotetores e trés tempos
de descongelamento, com cinco repeticdes, sendo que para cada repeticao foi
misturado o sémen das coletas que ocorreram no decorrer do experimento. Os
gametas foram misturados em meio seco e em seguida ativados com a agua das
incubadoras e incubados em incubadoras experimentais confeccionadas com

garrafas tipo PET e tela de poliamida com malhas de 1 mm entre nds, com
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volume util de 1,0 L e fluxo de agua continuo na densidade aproximada de 1,0 g
de ovolL.

A taxa de fertilizacdo foi estimada apds os embribes terem atingido o
estagio de gastrula inicial, momento em que a agua de cada incubadora foi
drenada e os embrides foram fixados em solugcéo de formol salina tamponada
(10,0%), em recipiente fechado e identificado. Para a determinacdo da taxa de
fertilizacdo os ovos foram contados e separados em embrides viaveis e ovos
gorados, a taxa de fertilizacdo foi considerada a porcentagem de embrides viaveis

em relacao ao total de ovos incubados em cada incubadora.

2.4 Delineamento experimental

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial entre quatro crioprotetores e trés tempos de
descongelamento, perfazendo 12 tratamentos com cinco repeticoes.

Os resultados do teste de fertilizagdo foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey. Foi adotado nivel de 0,05 de
significancia em todos os testes, que foram realizados com o auxilio do software
R (R DEVELOPEMENT CORE TEAM, 2012).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do teste de fertilizacdo com o sémen descongelado

estdo apresentados na tabela 1.

TABELA 1 - Valores médios da taxa de fertilizacdo (%) nos meios de
congelamento com quatro crioprotetores e trés tempos de
descongelamento, seguidos pelas médias (globais dos
crioprotetores (linhas) e tempos de descongelamento (colunas) e
valor de probabilidade com significancia de 0,05.

Tempo de
. descongelamento (s) Ly
Crioprotetor Média pP* p** pk*
15 30 45
DMF 46,7908 60,35aB 41,94cC  49,69C
DMSO 42,24cCc 62,97aB  51,84bB  52,35B
Glicerol 37,05bD 43,13aC  36,35bD 38,84D <0,001 <0,001 <0,001
Metanol 64,92bA 77,65aA 64,20bA 68,92A
Média 47,750 61,02a  48,58b

Médias seguidas de letras diferentes minlsculas sdo diferentes nas linhas e médias
seguidas de letras diferentes mailsculas séo diferentes nas colunas pelo teste de Tukey,
com nivel de significancia de 5%.

*Valor de probabilidade referente ao teste F da andlise de variancia do crioprotetor.
**\/alor de probabilidade referente ao teste F da analise de variancia do tempo de
descongelamento

***\/alor de probabilidade referente ao teste F da andlise de variancia da interacao entre o
crioprotetor e o tempo de descongelamento

Houve diferenca nos resultados de fertilizagdo entre os meios com
diferentes crioprotetores (P*<0,001) e os tempos de descongelamento das
amostras (P**<0,001).

Entre os crioprotetores, todos apresentaram diferenca entre si,
mostrando-se como o melhor crioprotetor testado o metanol, com taxa de

fertilizacdo média de 68,92%, seguido do DMSO, com taxa de fertilizacdo média
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de 52,35%, DMF com taxa de fertilizacdo média de 49,69% e glicerol, com taxa
de fertilizacdo média de 38,84%.

Entre os tempos de descongelamento, 30 s apresentou melhores taxas
de fertilizacdo com 61,02%. Ja 15 e 45 s, apresentaram resultados inferiores de
47,75% e 48,58% respectivamente, mas ndo diferiram significativamente entre si.

Houve interacdo entre os crioprotetores e o tempo de descongelamento
(P***<0,001). A interacdo pode ser percebida nos tratamentos com o0s
crioprotetores DMF e DMSO, em ambos o0s tratamentos o tempo de
descongelamento de 30 s apresentou resultados superiores (DMF=60,35% e
DMS0=62,97%). Porém, no tratamento com DMF a segunda melhor taxa de
fertilizacdo foi observada no descongelamento em 15 s (46,79%), seguido pelo
tempo de 45 s com taxa de fertilizacdo média de 41,94%. Ja para o tratamento
com DMSO a segunda melhor taxa de fertiizacdo foi observada no
descongelamento em 45 s (51,84%) seguido pela taxa de fertilizacdo média do
tempo de 15 s (45,24%).

Desdobrando a interacdo entre os tratamentos, pode-se observar que
0os tratamentos que continham metanol como crioprotetor foram superior para
todos os tempos de descongelamento, sendo as taxas de fertilizacdo médias de
64,92% para 15 s, 77,65% para 30 s e 64,20% para 45 s.

Os resultados obtidos no experimento divergiram dos encontrados por
VARELA JUNIOR et al. (2012) que avaliaram o uso de amidas em comparacio ao
DMSO (10%) e glicerol (5%) como crioprotetores intracelulares para sémen de
tambaqui e observaram que melhores resultados de taxas de fertilizagéo, eclosao
e integridade dos espermatozoides ocorreram nas amostras criopreservadas com
0 uso de amidas, incluindo a DMF, em que os autores observaram taxas de
fertilizagdo média de 91,6%, superiores as observadas no presente trabalho.

LE et al. (2011) avaliaram o uso de DMSO, etilenoglicol, metanol e
glicerol, ambos nas concentracdes de 5%, 10%, 15% e 20%, como crioprotetores
intracelulares na criopreservacdo de sémen de corvina (Larimichthys polyactis) e
observaram que o etilenoglicol na concentracdo de 10% apresentou melhor
resultado de motilidade esperméatica com média de 73,7%, nao diferindo

significativamente da motilidade observada no sémen fresco, de 88,7%.
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VIVEIROS et al. (2011) avaliaram o uso de DMSO e metilglicol como
crioprotetores, na concentracdo de 10%, para sémen de Brycon insignis e
encontraram melhores resultados de motilidade espermatica com o uso de
metilglicol (77% a 82%) em relacdo ao DMSO (23% a 46%).

A eficiéncia do agente crioprotetor no processo de congelamento de
uma célula pode variar em funcao do tipo de célula a ser criopreservada, levando-
se em consideracédo o tipo de animal e a espécie. Além disso, a concentracao e o
tempo de exposicdo ao crioprotetor antes do congelamento podem produzir
diferencas na viabilidade das células criopreservadas (CASTRO et al., 2011).

O crioprotetor intracelular deve ser um composto que consiga penetrar
na célula por difusdo passiva, causando desidratacdo nas célula e protegendo-a
contra as injarias do congelamento. A permeabilidade do crioprotetor na célula
esta relacionada ao baixo peso molecular do mesmo (PURDY, 2006). Dentre os
crioprotetores testados, metanol é o que apresenta o menor peso molecular, o
que aumentaria a velocidade de penetracdo na célula e, possivelmente, a
protecdo durante o processo de criopreservacao, evitando a formacao de cristais
de gelo que possam romper as estruturas celulares.

CHEW et al. (2010) avaliaram o tempo de descongelamento do sémen
de Probarbus jullieni a 40°C por seis, sete, oito, dez, 20 e 30 segundos e
observaram que maior taxa de motilidade ocorreram quando o descongelamento
por sete segundos, com média de 55%, sendo que a partir de dez segundos
imersas em agua para descongelamento, as amostras apresentaram reducao
drastica da motilidade percentual, com valores de motilidade abaixo de 10%.

VIVEIROS et al. (2012a) avaliaram tempo e temperatura de
descongelamento do sémen criopreservado de pirapitinga do Sul (Brycon
opalinus) e observaram que o descongelamento a temperatura de 60°C por oito
segundos proporcionou melhores resultados de motilidade espermética e duragéo
do tempo de motilidade do que a 30°C, tanto para recipientes de envase de 0,5 e
4,0 mL.

Para a matrinxd (Brycon natteri) os resultados de motilidade
espermatica percentual e vigor espermatico ndo diferiram para descongelamento
a 30°C por 16 segundos ou 50°C e 60°C por oito segundos (OLIVEIRA et al.,
2007; VIVEIROS et al., 2012b).
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O estado e a viabilidade das células espermaticas apdés a
criopreservacdo depende da capacidade da célula de resistir a uma série de
mudancas fisicas, quimicas e fisioloégicas que ocorrem durante o processo de
descongelamento (ANDREEYV et al., 2009).

Os piores resultados observados foram nos tratamentos com glicerol
para todos os tempos de descongelamento, sendo que para esse crioprotetor o
tempo de descongelamento de 30 s produziu melhor taxa média de fertilizacéo
(43,13%) em relacdo aos tempos de descongelamento de 15 s (37,05%) e 45 s
(36,35%), que nao diferiram entre si.

Piores resultados observados com o uso de glicerol podem ser devido
ao fato de que o glicerol pode causar efeito téxico a célula espermatica, havendo
desnaturacdo proteica e modificacbes nas interagcbes de actina da cauda do
espermatozoide, o que podem interferir na movimentacao dos espermatozoides e,

consequentemente, no processo de fertilizagdo (ALVARENGA et al., 2000).
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4 CONCLUSAO

Entre os crioprotetores testados no experimento, metanol resultou em
melhores taxas de fertilizacdo. Para a temperatura de 30°C o melhor tempo de
descongelamento é de 30s.

Entre os tratamentos testados o uso do metanol como crioprotetor e o
tempo de descongelamento de 30 s na temperatura de 30°C resultou na melhor
taxa de fertilizacdo, sendo o tratamento recomendado para a criopreservagcao do

sémen de tambaqui.
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