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Qualidade seminal de reprodutores Brycon insignis e Colossoma
macropomum’

Autor: Raycon Roberto Freitas Garcia
Orientador: Danilo Pedro Streit Jr.

Resumo — O primeiro experimento, teve o objetivo de comparar os efeitos da
inducéo hormonal na qualidade espermatica de Brycon insignis. Foram utilizados
12 reprodutores que tiveram uma aliquota do sémen coletado e avaliado antes
da inducdo hormonal (Ctrl) e em seguida foram divididos em tratamentos de
acordo com o horménio e dosagem recebida, Extrato de Hipdfise de Carpa —
EHC (T1 - 2,5 mg/kg? de peso vivo), andlogos de GnRH sendo aplicado em
duas dosagens diferentes (T2 — 0,7 mg/kg™* de peso vivo e T3 — 1,4 mg/kg™? de
peso vivo). Dentre as andlises utilizadas para comparar o efeito da inducdo e dos
horménios utilizados foram; taxa de motilidade — Ctrl (95%), T1 (100%), T2
(100%) e T3 (98%), onde foi observado um ligeiro aumento e concentragéo
espermatica — Ctrl (11,52 x10°), T1 (4,37 x10°), T2 (4,34 x10°) e T3 (4,01 x10°9),
que pode ser observado uma reducdo na concentracdo apds a inducao
hormonal. No entanto a utilizagdo de indutores hormonais ndo altera
negativamente as caracteristicas seminais de piabanha. No segundo
experimento, o objetivo foi de avaliar a qualidade do sémen diluido com trés
diluidores e resfriado a temperatura de 6 °C durante um periodo de 120 horas.
Foram utilizados 32 machos, o liqguido seminal era dividido em quatro
tratamentos; sem diluicdo, diluido com BTS®, HBSS e ACP®, na propor¢do de
1:4 (sémen:diluidor), as avaliacbes eram realizadas para; motilidade
espermética, tempo de motilidade, morfologia espermética e vigor, no momento
da diluicédo (tempo 0) e nos tempos seguintes de 24, 48, 72, 96 e 120 horas apds
a diluicdo. A taxa de fertilizacéo e ecloséo foi coletada apenas no momento da
diluichio do sémen. Os resultados apontam que a diluicdo é eficaz para
conservacao do sémen de C. macropomum, porém ainda por um curto periodo
de tempo. A recomendacéo € que esse procedimento seja realiado com o diluidor
BTS® por até 72 horas. No terceiro experimento, o objetivo foi classificar por meio
de andlise de clusters os reprodutores C. macropomum apos a criopreservacao
seminal como sendo de baixo ou alto potencial de congelabilidade e
correlacionar com as caracteristicas do sémen fresco e fenotipicas. Foram
utilizados 25 machos, o sémen de cada animal foi submetido ao mesmo
protoloco de criopreservacdo que era composto de BTS®+DMF (90:10), e o
sémen diluido na proposcdo de 1:4. Os resultados demonstram que mesmo
sobre as mesmas condi¢des o liquido seminal apresenta diferentes variacdes, e
atraves da analise de clusters foi possivel diferenciar a formacgéo de trés grupos
de reprodutores (G1l, G2, G3). O G1 foi classificado como sendo de alta
qualidade espermatica ap0s a criopreservacdo, porém as correlagdes
demonstram que os animais com menor tamanho de cabeca apresentam FR
melhores ap0s a criopreservacao, e possivelmente a MT pode ser utilizada como
pré indicador de congelabilidade para reprodutores C. macropomum.

* Tese de Doutorado em Zootecnia — Producéo Animal, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre — RS, Brasil. (84p.) Margo 2017.



Seminal quality of the Brycon insignis and Colossoma macropomum
broodstock?

Author: Raycon Roberto Freitas Garcia
Advisor: Danilo Pedro Streit Jr.

Abstract - The first experiment aimed to compare the effects of hormonal
induction on the spermatic quality of Brycon insignis. 12 broodstocks that had an
aliquot of the semen collected and evaluated before to hormonal induction (Ctrl)
were used and then divided into treatments according to the hormone and dosage
received, Carpal Hypophysis Extract - EHC (T1 - 2.5 mg/Kg* live weight), GnRH
analogs being administered in two different dosages (T2 - 0.7 mg/kg* live weight
and T3 - 1.4 mg/kg™ live weight). Among the analyzes used to compare the effect
of induction and hormones used were: motility rate, that showed a slight increase,
Ctrl (95%), T1 (100%), T2 (100%) and T3 (98%) and sperm concentraction wich
may be observed a reduction, Ctrl (11.52 x10°), T1 (4.37 x10°), T2 (4.34 x10°)
and T3 (4.01 x10°). However, the use of hormone inducers does not negatively
affect the seminal characteristics of piabanha. In the second experiment, the
objective was to evaluate the quality of semen of the Colossoma macropomum
diluted with three extenders and cooled to 6 °C for a period of 120 hours. 32
males were used, the seminal fluid was divided into four treatments; Without
dilution, diluted with BTS™, HBSS and ACP™, at the ratio of 1:4
(semen:extender), evaluations were performed for; Sperm motility, sperm motility
and vigor, at the time of dilution (time 0) and at the following times of 24, 48, 72,
96 and 120 hours after dilution. The rate of fertilization and hatching was collected
only at the time of the semen dilution. The results indicate that the dilution is
effective for the conservation of semen of C. macropomum, but still for a short
period of time. The recommendation is that this procedure be performed with the
BTS™ thinner for up to 72 hours. In the third experiment, the objective was to
classify by means of clusters analysis the C. macropomum broodstock after
seminal cryopreservation as being of low or high freeze potential and to correlate
with the characteristics phenotypic and fresh semen. 25 males were used, the
semen from each animal was submitted to the same cryopreservation protocol
that was composed of BTS™+DMF (90:10), and the semen diluted in the 1:4
ratio. The results show that even on the same conditions, the seminal fluid
presents different variations, and through the analysis of clusters it was possible
to differentiate the formation of three broodstock groups (G1, G2, G3). G1 was
classified as being of high spermatic quality after cryopreservation, but
correlations show that animals with smaller head sizes have better fertilization
rate after cryopreservation, and possibly motility time can be used as a pre-freeze
indicator for C. macropomum.

T Doctoral Thesis in Animal Science — Animal Production, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre — RS, Brazil. (84p.) March 2017.
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INTRODUCAO

A aquacultura brasileira vem apresentando um constante crescimento nos
altimos anos, devido forte investimento no setor e também em pesquisas que
sao aplicadas na melhoria e consolidacdo da cadeia no pais. Um bom exemplo
pode ser identificado na producédo de espécies nativas, onde os somatdrios da
producdo de peixes redondos alcancaram patamares de producado semelhante
ao da tilpia, que até entdo era a espécie mais produzida. E dentre as espécies
nativas brasileiras, a que tem maior destaque € o Colossoma macropomum
(Pedroza-Filho et al., 2016). Porém em outro ambito temos a espécies Brycon
insignis que ja foi uma das espécies mais capturadas na década de 50, tem alto
valor comercial e hoje sofre com o risco eminente de extingdo (Machado e Abreu,
1952; Shimoda et al., 2007; Hilsdorf et al., 2008)

O dominio na producao de alevinos é fundamental para que uma espécie
seja considerada zootecnicamente relevante e também para auxiliar em
programas de repovoamento. Logo, os estudos relacionados a reproducao
auxiliam na estruturacdo e consolidagcéo da producao, e tem grande importancia
para o setor. Manter a qualidade do plantel e monitorar os indices reprodutivos
sao alguns fatores que devem ser levados em conta (Murgas et al., 2011; Streit
Jr. et al., 2012). Nos ultimos anos, os estudos com inducdo hormonal e seus
efeitos nas células espermaticas além das aplicacbes das técnicas de
conservagao seminal vem sendo utilizada como uma excelente ferramenta para
auxiliar no setor reprodutivo. Para tanto, o cuidado com a escolha dos indutores
pode influenciar a qualidade dos gametas (Mylonas et al., 2010) assim como o
emprego de técnicas como resfriamento e principalmente, a criopreservacao,
pode gerar inumeros beneficios como: maximizar a utilizacdo do sémen
coletado, reducdo dos estoques de reprodutores, mitigacdo da assincronia
reprodutiva entre machos e fémeas, facilitacdo na troca de material genético
entre pisciculturas e a formacdo de bancos de germoplasma para conservacao
ou programas de melhoramento genético (Cabrita et al., 2010).

Os estudos em torno da indu¢édo hormonal com diferentes doses e mesmo
hormonios para aferir a influencia destes na qualidade espermatica ja foi descrita
para algumas espécies nativas brasileiras (Pardo-Carrasco et al., 2006; Streit Jr.
et al., 2006; Maria et al., 2011; Garcia et al., 2015), porém observa-se que 0s
efeitos sdo adversos, entretanto em sua grande maioria ndo sao prejudiciais
quando utiliza-se extrato de hipéfise de carpa ou analogos de GnRH.

A aplicacdo de técnica de resfriamento é considerada simples e acessivel,
e pode auxiliar na conservacdo do sémen por um prazo de horas ou dias
(Zaniboni Filho e Nufer, 2004). JA o emprego da técnica de criobiologia,
necessita de um empenho maior no quesito tecnologia. Estudos séo realizados
para observar a agdo dos crioprotetores e assim definir quais podem ser
aplicados sem menores danos as células esperméaticas (Menezes et al., 2008;
Varela Junior et al., 2012), solu¢cbes diluidoras para compor a solucao
crioprotetora e diluir o sémen (Garcia et al., 2015; Melo-Maciel et al., 2015),
solucbes para ativacdo do sémen criopreservado (Carneiro et al., 2012), e a
aplicacao dos diversos métodos de congelamento e descongelamento do sémen
(Varela Junior et al., 2015), além de recipientes de armazenamento (Maria et al.,
2015) que podem auxiliar a aplicacdo da técnica em larga escala.

Sabidamente o0s efeitos danosos da aplicagdo da técnica de
criopreservacdo seminal (Pegg, 2007), sdo comumente 0S responsaveis por
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causarem as baixas taxas de fertilizacdo (Cabrita et al., 2009). Diante disto, os
desenvolvimentos de pesquisas de criobiologia seminal estdo cada vez mais
empenhadas em apontar a real qualidade dos gametas que foram
criopreservados, e claro, descrever os efeitos causados pela aplicacdo da
técnica e onde esses fatores podem influenciar, e como podem ser melhorados
para mitigar os efeitos da técnica (Cabrita et al., 2009; Cabrita et al., 2010;
Cabrita et al., 2014; Asturiano et al., 2016; Robles et al., 2016).

Ferramentas estatisticas estdo sendo utilizadas para auxiliar uma melhor
compreensao da qualidade espermatica entre reprodutores (Martinez-Pastor et
al., 2008; Beirado et al., 2011; Kanuga et al., 2012; Gullu et al., 2015), e suas
abordagens geram resultados promissores para um melhor entendimento. Com
o C. macropomum ndo € diferente, recentemente a aplicacdo dos clusters foi
utiizada para observar a correlacdo das velocidades cinéticas dos
espermatozodides e sua influéncia da taxa de fertilizacdo (Gallego et al., 2017).
Cabe ressaltar que a utilizacdo da ferramenta estatistica de correlacéo, tem sua
aplicabilidade em peixes principalmente para avaliar a influéncia de fatores sobre
a qualidade espermatica (Aramli et al., 2013; Aramli et al., 2015; Fallah Shamsi
e Khara, 2015; Gerber et al., 2016; Khodadadi et al., 2016). No entanto, em
mamiferos a utilizacdo desta ferramenta € gerada em outras escalas, onde é
possivel realizar estimativas sobre qualidade reprodutiva e espermatica dos
reprodutores (Barrozo et al., 2012; Ahmed et al., 2016; Kumar et al., 2016; Reis
et al., 2016), porém, em peixes ainda nao foi relatado com esse fim.

O presente estudo teve o objetivo de avaliar a qualidade espermética de
reprodutores B. insignis antes e apo0s a indugdo hormonal, com diferentes
homonios e posologias e em reprodutores C. macropomum, avaliar a qualidade
seminal inicialmente sob o efeito de diferentes diluidores utilizados para diluir o
sémen a seu armazenado por meio de resfriamento, e em outro momento,
classificar os reprodutores quanto a qualidade do sémen criopreservado por
meio de clusters e correlacionar com as caracteristicas fenotipicas e do sémen
fresco.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

O crescimento da piscicultura no Brasil € constante ha uma década, e as
perspectivas sdo positivas para os proximos anos. Para garantir o constante
crescimento da producao sdo necessarios juvenis em quantidade e qualidade, e
para tanto € indispensavel o aperfeicoamento da técnica de reproducéo,
qualificando a eficiéncia reprodutiva das unidades produtoras de alevinos.
Dentre as possibilidades para melhorar a eficiéncia reprodutiva, administragéo
hormonal correta e manutencédo do sémen em baixas temperaturas (resfriamento
e criopreservacao) podem ser consideradas como alternativas Uteis.

Em sua grande maioria, para espécies nativas brasileiras, faz-se
necesséario inducdo hormonal para obtencdo dos gametas na reproducdo
artificial ou semi-artificial, contudo desde o estabelecimento do método de
inducdo hormonal utilizado ainda atualmente, o surgimento de outras técnicas
ou mesmo as viacdes das metodologias vem causando duvidas ou mesmo
incertezas sobre a qualidade dos gametas e até mesmo a qualidade reprodutiva
causada pela inducdo hormonal.

Em um cenario semelhante, a aplicacdo das técnicas de conservagao
seminal das espécies nativas enfrenta indmeros problemas. Diante disso, 0
estudo da qualidade seminal ap6s o resfriamento e a criopreservacao € de
extrema importancia para serem desenvolvidos como técnica e a partir dai,
definir padrdes de qualidade. O surgimento de novas tecnologias vem
funcionando com uma excelente ferramenta para estabelecer qual é a real
qualidade das células espermaéticas criopreservadas ou mesmo o potencial das
solucdes diluidoras para conservar a qualidade das células em curto prazo.

Espécies em Estudo

Piabanha — Brycon insignis
Ordem: Characiformes.
Familia: Characidae.
Sub-familia: Bryconidae.
Género: Brycon.
Espécie: Brycon insignis (Steindachner, 1877).
Nome popular: Piabanha (Figura 1).

Figura 1. Piabanha, da ordem Characiformes, espécie utilizada para

desenvolvimento de um dos experimentos (Acervo pessoal).
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Em geral as espécies do género Brycon, quanto a sua morfologia
possuem corpo alongado, com ventre arredondado, 0 que torna o corpo
fusiforme, é coberto por escamas, maxila e mandibula do mesmo comprimento
com a posicao da boca projetada para frente (Ceccarelli et al., 2013). A espécie
B. insignis, pode ser considerada de grande porte, podendo atingir até 60 cm
(Nomura, 1984), possui um habito alimentar carnivoro na fase inicial da vida,
porém na fase adulta pode ser considerada onivora (Girardi et al., 1993, Lima,
2001)

O B. insignis tem sua origem endémica principalmente nos rios da bacia
Paraiba do Sul, porém ja foram relatados registros que esta espécie fora
encontrada também na bacia do rio Grande (Hilsdorf et al., 2008). J4 esteve entre
uma das espécies mais capturadas no Brasil (Machado e Abreu, 1952), contudo,
atualmente € uma espécie que corre risco de extingao (Hilsdorf et al., 2008).

E considerada uma espécie reofilica, sua reproducdo acontece
comumente no periodo chuvoso, entre dezembro a fevereiro, os machos
comecam a se reproduzir a partr do segundo ano de vida (com
aproximadamente 20 cm) e as fémeas a partir do terceiro ano de vida (com
aproximadamente 25 com) (Salgado et al., 1997).

Apesar da piabanha ter sua carne muito apreciada pelo sabor e ter um
alto valor de mercado, a exploracéo desta espécie € quase inexistente para fins
comerciais, e nas estacdes produtoras de alevinos o foco da reproducdo é
principalmente com a finalidade conservacionista para repovoamento (Shimoda
et al., 2007).

Tambaqui — Colossoma macropomum
Ordem: Characiformes.
Familia: Characidae.
Sub-familia: Serrasalminae.
Género: Colossoma.
Espécie: Colossoma macropomum (Cuvier,
1818).

Nome popular: Tambaqui (Figura 2).

Figura 2. Tambaqui, da ordem Characiformes, espécie utilizada para realizacao
dos experimentos (Acervo pessoal).

A espécie C. macropomum, quanto a morfologia possui escamas sobre 0
corpo considerado romboidal, nadadeira adiposa curta com raios nas
extremidades, boca prognata pequena e fortes labios grossos, sua coloracao &
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parda na metade superior e preta ha metade inferior do corpo, podendo ainda
variar para mais clara ou escuta dependendo da cor da dgua (Queiroz et al.,
2013). E considerado o Unico peixe de grande porte da Amazonia que possui
longos rastros braquiais e dentes molariformes (Dos Santos, 2006).

Considerado onivoro, quando adulto consome basicamente frutos e
sementes em seu habitat natural e o zooplancton como alimentacéo
complementar, aceitando bem alimentacédo exégena (Furuya, 2001; Dos Santos,
2006).

Historicamente a espécie foi introduzida na piscicultura brasileira a partir
da década de 70, porém, com restricbes aos locais de criacdo, pois seu
crescimento passa a ser reduzido em temperaturas abaixo de 22 °C (Ranzani-
Paiva et al., 1999). Tem sua origem endémica nas bacias do rio Amazonas e do
rio Orinoco (Gomes et al., 2013).

A reproducéo do tambaqui comumente pode comecar a partir do segundo
ano de vida, medindo cerca de 60 cm de comprimento padréo, e tem seu periodo
reprodutivo entre os meses de setembro a marco (Streit Jr. et al., 2012). Sua
desova € total e por ser uma espécie de piracema, dentro de viveiros 0s
estimulos ambientais séo insuficientes para que a reproducao aconteca de forma
natural, sendo necessaria a inducéo hormonal (Streit Jr. et al., 2012). O indice
Gonadossomatico do tambaqui pode variar entre 2 e 8% do peso corporal em
massa de odcitos, podendo chegar a 10% dependendo de caracteristicas
alimentares e corporais (Dos Santos, 2006; Streit Jr. et al., 2012). E considerada
uma espécie facil de reproduzir em cativeiro, e tem sua reprodu¢do dominada
(Streit Jr. et al., 2012).

Considerado uma espécie rustica, com alto potencial de crescimento e
excelente conversdo alimentar, o tambaqui tornou-se um atrativo para 0s
produtores interessados em investir na piscicultura. A produgédo vem crescendo
ha quase 10 anos, e atualmente é a espécies nativa mais produzida no pais,
superando a marca de 139 mil toneladas ano (Pedroza-Filho et al., 2016).

Inducédo Hormonal

Apesar dos estudos com indu¢do hormonal no Brasil ter tido inicio em
meados de 1930, com os trabalhos de Rodolpho Von lhering (Rizzo e Bazzoli,
2014), o grande marco da reproducdo induzida no Brasil aconteceu apos a
publicacdo do primeiro manual de propagacao artificial de peixes de aguas
tropicais, que aconteceu no inicio da década de 80 (Woynarovich e Horvéth,
1983), e a técnica de inducdo hormonal recomendada era de hipofisacao, que
ainda atualmente € a técnica mais utilizada nas estacfes produtoras de alivinos
do Brasil (Rizzo e Bazzoli, 2014). Contudo desde o inicio dos anos 90, estudos
com outros hormonios, principalmente sintéticos, jA vem sendo testados em
espécies migradoras (Zaniboni-Filho e Barbosa, 1996).

Dentre os horménios ja utilizados nas espécies migradoras, 0s que
apresentaram os mehores resultados foram o extrato de hipdfise de carpa (EHC)
e hCG (Gonadotrofinas coribnica humana) — naturais e/ou analogos do hormonio
bloqueador de gonadotrofinas (GnRH ou LH-RH) e de antagonistas do horménio
bloqueador de gonadotrofinas (dopamina) — sintéticos (Zaniboni-Filho e Nufer,
2004; Gomes et al., 2013; Galo et al., 2015). A importancia na escolha e na
qualidade do horménio que sera utilizado para realizar a indu¢éo hormonal, ja foi
descrito, pois € um fator que pode limitar a qualidade dos gametas obtios apés
a inducédo (Andrade e Yasui, 2003; Mylonas et al., 2010).
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A qualidade do sémen de Piaractus mesopotamicus foi avaliado apds a
inducdo com EHC, e os autores concluiram que a inducéo ndo causou alteracées
significativas nos parametros qualitativos avaliados de motilidade progressiva,
vigor espermatico, tempo de motilidade e morfologia (Streit Jr. et al., 2006),
porém a utilizacdo do mesmo horménio para inducdo seminal em C.
macropomum, apontou que os efeitos podem ser eficientes e positivos quando
0s animais sao tratados hormonalmente (Maria et al., 2011).

Para verificar a influéncia da indu¢cdo hormonal em B. insignis, Garcia et
al. (2015), testaram a dosagem padrdo para peixes migradores com EHC, e as
variacbes das dosagens de analogos de GnRH (Ovopel), e observaram que
houve principalmente uma diminuicdo na concentracdo esperméatica de 11,52
x10° no tratamento controle (sem indu¢&o hormonal) para médias de 4,24 x10°
quando os animais foram induzidos (EHC ou anélogos de GnRH). Contudo para
fémeas de Brycon amazonicus, Pardo-Carrasco et al. (2006), observaram que
com a inducéo através de analogos de GnRH de mamiferos, as fémeas da
espécie ndo desovaram, enquanto quando a inducao fora realizada com EHC, a
desova aconteceu normalmente, porém nos machos de B. amazonicus a
inducdo por analogos de GnRH de mamiferos ndo causou influéncias quali-
guantitativas no sémen, como apresentou os machos que foram induzidos com
EHC (Pardo-Carrasco et al., 2006b).

Caracteristicas Seminais de Peixes

As principais caracteristicas seminais da maioria dos peixes teledsteos
séo a auséncia de acrossoma e imotilidade espermatica no plasma seminal. Para
a auséncia de acrossoma, existe a presenca da micrépila no odécito, que € um
orificio que permite a entrada do espermatozoide sem que 0 mesmo tenha que
perfurar a membrana do odcito (Rizzo e Bazzoli, 2014). Para que o0s
espermatozoides ndo tenham motilidade espermatica, os altos niveis osméticos
do plasma seminal em relacdo a agua mantém os espermatozoides inativos, ou
seja, ao entrar em contato com um meio hiposmotico (ex. agua), a pressao
osmotica interna da célula é alterada e isso provoca os batimentos flagelares,
movimentando assim o espermatozoide (Cosson, 2004). Cabe ressaltar que
existem outras caracteristicas de suma importancia para a compreensao da
qualidade seminal, como por exemplo, 0os parametros bioquimicos seminais
bésicos (Alavi et al., 2004). De uma forma geral, 0s principais ions presentes no
sémen de peixes sdo os Na*, Cl e K* (Cosson, 2004), porém, inUmeros fatores
influenciam na composicdo bioquimica seminal, seja na presenca, auséncia e
concentracdo de algum nutriente (Bobe e Labbé, 2010).

As informacdes reportadas no paragrafo anterior podem ser observadas
na espécie Barbus barbus L. que apresentou uma correlacdo com a alteracéo da
osmolaridade seminal nos grupos suplementados com diferentes racbes em
diferentes épocas do ano (Alavi et al., 2009). Em Rhamdia quelen a composi¢ao
bioquimica do plasma seminal variou nas diferentes estacdes do ano (Borges et
al., 2005). Ja para Macrozoarces americanus a alteracdo bioquimica no plasma
seminal pode ser observada até mesmo no periodo reprodutivo, aonde as
concentracéo de Na* e Cl foram negativamente afetadas no decorrer do periodo
(Wang e Crim, 1997). As caracteristicas seminais variam até mesmo com a
origem dos reprodutores. Por exemplo em Gadus morhua L. a concentragéo
lipidica, osmaética e a motilidade foram superiores para os reprodutores
selvagens quando comparados com reprodutores provenientes de cativeiro
(Butts et al., 2011).
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As correlagbes das caracteristicas seminais com a qualidade seminal
constituem uma ferramenta de extrema importancia para analisar os indices
reprodutivos, pois a partir do momento que se tem conhecimento de como
melhorar a qualidade do gameta, e até mesmo em que época os coletar, havera
um aperfeicoamento e aprimoramento elevando assim a qualidade reprodutiva
dos laboratorios de producéo de juvenis.

Métodos para Conservacdo do Sémen de Peixes

A conservacdao de células espermaticas pode ser realizada principalmente
por meio de dois métodos diferentes: a preservacdo a curto prazo, também
conhecida como resfrimento e a preservacao por meio de criopreservacao, sem
tempo definido (Carneiro, 2007). A aplicacdo destas técnicas também se diferem
quanto a praticidade de aplicabilidade, por exemplo: no caso do resfriamento,
mais simples, apenas a utilizacdo de uma solugéo diluidora, podendo usar ou
ndo um crioprotetor (depende do protocolo) e uma geladeira comum. A
criopreservacao, necessita de solugdo crioprotetora e equipamentos especificos,
dry-shipper, ultrafreezer e botijdo de nitrogénio para armazenamento de
amostras.

Resfriamento do sémen de peixes neotropicais

Resfriar o sémen de peixes tem como objetivo manter a viabilidade da
célula espermatica por horas ou até mesmo dias em uma temperatura em torno
de 8 °C (Zaniboni Filho e Nurfier, 2004; Carneiro et al., 2006). Porém cuidados
para conservacdo dos espermatozoides devem ser levados em conta, € o
principal deles € a diluicho do sémen em uma solugdo diluidora capaz de
preservar as caracteristicas das células, mantendo assim sua viabilidade
(Viveiros et al., 2014a). Sendo a aplicacdo desta técnica considerada facil e
barata, € uma técnica que pode ser empregada para auxiliar a mitigar os efeitos
de assincronia reprodutiva em estacdes de piscicultura ou até mesmo a troca de
material entre piscicultura (Marques e Godinho, 2004; Garcia et al., 2016b).
Pesquisas com espécies nativas para o desenvolvimento desta técnica tem seus
primeiros registros com Leporinus obtusidens (Murgas et al., 2002), P.
mesopotamicus (Miliorini et al., 2002) e Prochilodus lineatus (Franciscatto et al.,
2002), e em ambos os trabalhos, o diluidor base para suinos BTS® foi utilizado
com sucesso por mais de 4 dias de armazenamento do sémen das espécies, e
as taxas de motilidade variaram entre 58, 42 e 58%, respectivamente.

Ao longo das utimas décadas outras espécies nativas neotropicais como:
Brycon nattereri, onde apds sete dias de resfriamento com BTS® (Beltsville
Thawning Solution — Minutub) a taxa de motilidade era de 48% (Oliveira et al.,
2007). Ao utilizar uma solucdo com base de NaCl (1,1%) enriquecida com Tris,
Maria et al. (2006), conservaram o0 sémen de Brycon orbignyanus com 40% de
motilidade por sete dias. A solugdo diluidora nesta técnica é de extrema
importancia, pois a mesma deve fornecer um meio adequado para conservacao
da célula (Zaniboni Filho e Nufier, 2004).

Em C. macropomum, os testes entre as solucdes diluidoras ACP®, HBSS
e BTS®, causaram diferentes efeitos na conservacéo das células espermaticas
ao longo de cinco dias, e os autores recomendam que o sémen seja conservado
por até 72 horas com BTS que preservou a motilidade espermatica em torno de
50% (Garcia et al., 2016b). Fato semelhante aconteceu com o resfriamento do
sémen a 5 °C de P. mesopotamicus com quatro diferentes meios diluidores ao
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longo de 120 horas, e os autores observaram que o BTS pode ser utilizado até
72 horas de armazenamento sob resfriamento (Streit Jr et al., 2007).

Criopreservacao do sémen de peixes neotropicais

A técnica de criopreservacao consiste em conservar com vida em baixas
temperaturas as ceélulas espermaticas visando sua utilizagdo posteriormente
(Holt, 2000; Mazur, 2004; Pegg, 2007). Essa técnica funciona utilizando uma
solucao crioprotetora capaz de desidratar e reidratar a célula através de um fluxo
de ions, com o objetivo de impedir a formacéo de cristais de gelo, que podem
danificar a célula (Holt, 2000; Mazur, 2004). Os beneficios desta técnica incluem;
minimizacdo dos efeitos de assincronia reprodutiva entre machos e fémeas,
melhor aproveitamento seminal, simplificacdo do estoque de reprodutores,
facilitacdo na troca de material genético entre estacGes produtoras de alevinos e
a formacdo de um banco de germoplasma para programas de melhoramento
genético e conservacao (Cabrita et al., 2010).

A criopreservagdo pode ser dividida principalmente em dois tipos de
congelamento: lento e o ultrarrdpido —também chamada de vitrificacdo (Magnotti
et al., 2016). Exemplificando, o congelamento lento é obtido por curvas de
congelamento lentas e graduais, através do vapor do nitrogénio. Ja vitrificacao,
€ a imersdo direta da amostra no nitrogénio liquido (que esta a -196 °C). No
Brasil a técnica mais comum utilizada para as espécies nativas brasileiras de
agua doce é a criopreservacao através de congelamento lento (Viveiros et al.,
2014a).

Os estudos com a criopreservagdo seminal de peixes neotropicais
comecaram no Brasil em meados da década de 80, em algumas espécies
nativas (Coser et al., 1984; Coser et al., 1987; Kavamoto et al., 1989). J& no
inicio da década seguinte mais alguns trabalhos vieram a ser publicados também
com espécies nativas (Carolsfeld et al., 1990; Fogli Da Silveira et al., 1990).
Porém uma lacuna de quase dez anos sem pesquisas deixou 0s estudos com
criopreservacédo seminal de peixes um tanto quanto esquecidos no Brasil. No
final da década de 90, quando entdo € publicado novamente um trabalho que
tratou sobre a técnica com a espécie C. macropomum (Farias et al., 1999), os
estudos foram retomados com maior énfase no inicio dos anos 2000, por meio
de um estudo conduzido por Carolsfeld et al. (2003), qué serve de marco para a
pesquisa com criobiologia de espécies nativas, neste estudo o0s autores
apresentavam protocolos para criopreservacdo de seis espécies nativas.
Atualmente mais de 15 espécies nativas tem pelo menos um protocolo que pode
ser utilizado no congelamento de sémen (Viveiros et al., 2014a). Todavia
algumas delas detém maior foco nas pesquisas tendo assim mais informacao
sobre o assunto.

Quando se trata dos métodos de congelamento das amostras de sémen
de peixes no Brasil, alguns autores ja consideram um avanco a escolha da
utilizacao do dry-shipper no emprego da técnica, pois melhora a comparacéo e
replicacédo de estudos (Garcia et al., 2016a), além de ser considerado um método
de congelamento pratico e seguro (Varela Junior et al., 2015). Cabe ressaltar,
que os dry-shippers comumente comercializados no pais e utilizados nos
trabalhos possuem variagdes muito pequenas de temperaturas, e quando bem
manejados e alojados e lugares adequados sua taxa de congelamento pode ser
de 27,5 — 40 °C/min, até sua estabilizagdo em torno de -160 °C (Taitson et al.,
2008; Carneiro et al., 2012; Maria et al., 2015).
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Tecnicamente a ultima parte do processo de criopreservagdo € o
descongelamento das amostras, e para isso escolhe-se uma temperatura e um
tempo em que essas amostras serdo descongeladas, porém, deve-se levar em
conta, o recipiente utilizado na criopreservacéo, pois este pode influenciar na
qualidade do sémen devido as variacGes sofridas nas temperaturas (Cabrita et
al., 2001). Outro fator que deve ser relacionado sdo as altas temperaturas no
momento do descongelamento que também podem afetar a qualidade, devido a
desnaturacdo de enzimas e proteinas (Lahnsteiner et al., 1997). Contudo,
observa-se que existem variagdes utilizadas em um mesmo recipiente e para a
mesma espécie nos diferentes protocolos encontrados na literatura. Contudo,
nota-se uma grande variacdo em espécies onde foram utilizados palhetes de 0,5
mL para criopreservagao seminal, como em B. orbignyanus, que as taxas de
descongelamento variaram entre 40-48°C/3-4 segundos (Carolsfeld et al., 2003)
ou 60°C/8 segundos (Viveiros et al., 2015). Por outro lado, em L. obtusidens
podem ir de 35-37°C/10 segundos (Taitson et al., 2008) ou 60°C/8 segundos
(Viveiros et al., 2008), assim como em C. macropomum, onde podem variar de
37°C/30 segundos (Leite et al., 2011) ou 60°C/8 segundos (Carneiro et al., 2012).

Cabe ressaltar, que outros estudos com tamanhos do recipiente e curvas
de descongelamento mais adequadas para tal, vém sendo analisadas para
melhorar e aperfeicoar o emprego da criopreservagdo seminal com aplicacdo em
qualidade e quantidade (Velasco-Santamaria et al., 2006; Maria et al., 2015).
Isso porgue os cuidados na escolha os recipientes e nas curvas de
congelamento e descongelamento devem ser devidos, pois a aplicacéo
inadequada pode acarretar em formacdes de cristais de gelos, favorecendo
assim a aparicao de crioinjarias (Pegg, 2007).

Solucéo diluidora

Existe uma importancia muito grande em conhecer os efeitos da solugéao
diluidora que sera utilizada na aplicacédo das técnicas de conservacao. Esta ndo
s0 dilui o liquido seminal, mas fornece um meio adequado para a sobrevivéncia
da célula durante o processo de resfriamento e antes e apds a criopreservacao
(Garcia et al., 2016a). Pode-se levar em consideracao que uma solucao diluidora
deve manter a viabilidade celular apds a diluicao, fornecer suporte metabdlico
através de lipidios, carboidratos e proteinas, prevenir ou controlar o crescimento
bacteriano danoso, além de controlar o pH e a osmolaridade do meio
(Lahnsteiner e Radner, 2010).

Os primeiros estudos que utilizaram e recomendaram o emprego de
solu¢des diluidoras com espécies nativas brasileiras foram em meados dos anos
2000, porém essa aplicacdo se restringia a utilizacdo para o resfriamento do
sémen (Franciscatto et al., 2002; Miliorini et al., 2002; Murgas et al., 2002).
Porém, a importancia da utilizacdo do diluidor pode ser evidenciada com a
publicacdo dos protocolos para criopreservacdo seminal de espécies nativas
proposto por Carolsfeld et al. (2003), que adicionaram a gema de ovo (galinha)
ou leite em po para auxiliar na criopreservacao. Compostos como a gema de ovo
(galinha), contem lipoproteinas de baixa densidade, e isso pode auxiliar na
estabilizacdo da membrana espermatica, reducao de injurias e estresse térmico
causado pelo processo de criopreservacao (Watson, 1981). O possivel beneficio
causado pela adicdo da gema de ovo aos protocolos utilizados para
criopreservacdo seminal pode ser observado em C. macropomum, onde a
adicdo do composto acarretou um aumento percentual de espermatozoides
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moveis e da viabilidade espermatica (Carneiro et al., 2012). O pressuposto
ocorreu também em P. lineatus, onde pode ser observado um aumento da
motilidade espermética com a substituicdo do leite em pd pela gema de ovo
(Vasconcelos et al., 2015).

Mesmo com resultados positivos, ainda assim o uso da gema de ovo traz
algumas duvidas sobre seu real efeito (Leite et al., 2011). Para tanto, 0 emprego
de um diluidor originalmente criado e utilizado para resfriamento do sémen de
suinos, vem apresentando bons resultados como solucéo diluidora para 0 sémen
de peixes nativos (Viveiros et al., 2014a), o Belstville Thawing Solution ou
simplesmente BTS® ja foi testado em B. insignis (Viveiros et al., 2012a); B.
nattereri (Oliveira et al., 2007; Viveiros et al., 2012b); B. orbignyanus (Andrade
et al., 2014; Viveiros et al., 2015); C. macropomum (Varela Junior et al., 2012;
Garcia et al., 2015; Varela Junior et al., 2015); Leporinus obtusidens (Viveiros et
al., 2008) e P.mesopotamicus (Streit Jr et al., 2006), com resultados satisfatorios
e superiores muitas vezes a outros meios diluidores. No entanto, vem sendo
testado um possivel meio diluidor, que manipulado de sua forma original pode
ser empregado como meio diluidor de sémen para espécies de peixes nativos
brasileiros. Conhecido como ACP® - Agua de Coco em P6/ACP Biotecnologia
(Viveiros et al., 2010), o meio ja fora testado em trabalhos com espécies como;
B. orbignyanus (Viveiros et al., 2008); C. macropomum (Garcia et al., 2015; Melo-
Maciel et al., 2015); L. obtusidens (Viveiros et al., 2008); P. lineatus (Viveiros et
al., 2008; Viveiros et al., 2010; Viveiros et al., 2014b) e Salminus brasiliensis
(Zanandrea et al., 2014). Porém ainda existem recomendacdes de mais testes
(Zanandrea et al., 2014).

Agentes crioprotetores

Os agentes crioprotetores sejam eles internos — permeaveis ou externos
— impermeédveis, sdo fundamentais para o sucesso da crioproservacado (Mazur,
2004). As condi¢cBes quimicas para a escolha de um agente crioprotetor € que
este deva ter baixa toxidez e alta solubilidade em agua, ser capaz de penetrar a
membrana espermatica facilmente, se ligar com moléculas de agua (Chao e
Liao, 2001). A toxicidade dos agentes crioprotetores é dependente do tipo de
crioprotetor utilizado e sua concentracdo, do tempo de equilibrio entre
crioprotetor e célula e a temperatura/taxa de congelamento e descongelamento
utilizados na aplicacéo da técnica (Chao e Liao, 2001).

Podemos considerar como agentes crioprotetores externos os agucares,
leite em pd, gema de ovo e agua de coco (Murgas et al., 2014; Viveiros et al.,
2014a), esses sdo comumente utilizados em conjunto com as solugdes
diluidoras e essencialmente necessitam da presenca de uma agente crioprotetor
interno para compor a solucao crioprotetora.

Os agentes crioprotetores internos ou permeaveis, comumente
encontrados na literatura para espécies nativas brasileira de agua doce sao;
Dimetilsulfoxido — DMSO, Dimetilformamida — DMF, Etilenoglicol — EG,
Metilglicol — MG e o Metanol — MET (Viveiros et al., 2014a). Nas espécies
brasileiras estudadas, em sua grande maioria, foram testados mais de um
crioprotetor, e mesmo atualmente podem ser encontrados trabalhos com bons
resultados com os diferentes agentes crioprotetores em espécies iguais. A
diversificacdo no uso de diferentes crioprotetores permeaveis para as espécies
de peixes existentes pode ser atribuido a efeitos mesmo biolégicos e
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morfologicos de cada espécie (Asturiano et al., 2016), ou mesmo da qualidade
dos gametas dentro de cada espécie (Bobe e Labbé, 2010).

Os resultados obtidos com as pesquisas realizadas na &rea para as
espécies nativas brasileiras de agua doce apontam resultados satisfatorios com
os diferentes agentes crioprotetores. Em B. orbignyanus, foi avalianda a
eficiéncia de solucbes crioprotetoras compostas com DMSO, MET ou MG, e
Viveiros et al. (2015) observaram que a motilidade espermatica com MG fora de
63%, considerado resultados satisfatorios e superiores aos demais
crioprotetores. No entanto Galo et al. (2011), realizaram a criopreservacao
seminal da mesma espécie utilizando DMSO, e observar que as anormalidades
esperméticas sofridas apds a criopreservacdo ndo sao superiores ao sémen
fresco. Contudo, Andrade et al. (2014) demonstram que as células esperméticas
criopreservadas com DMSO nao apresentavam motilidade espermética,
recomendando assim a utilizagdo do MET ou EG. Outra espécie nativa com
inumeros estudados é P. lineatus, que por sua vez teve a recomendacdo da
utilizacdo do DMSO ao invés de MET como agente crioprotetor (Carolsfeld et al.,
2003). Entretanto, Vasconcelos et al. (2015) observam que a solucéo
crioprotetora contendo MET como agente crioprotetor, pode apresentar taxa de
motilidade superiores aos DMSO. Por outro lado, recentemente Viveiros et al.
(2015) avaliaram os crioprotetores DMSO, MET ou MG na solucéo crioprotetora
e observaram que as melhores taxas de motilidade séo alcangcadas com a
solucéo que continha MG.

As variagcdes sao encontradas na utilizacdo e escolha dos agentes
crioprotetores também sobre a espécie nativa mais produzida no Brasil, o C.
macropomum, um dos protocolos considerados pioneiros para a espécie
recomenda a utilizacdo de EG como agente crioprotetor (Maria et al., 2011).
Porém, ao avaliar a acao de diferentes crioprotetores em células espermaticas
criopreservadas, Varela Junior et al. (2012) apresentam como alternativa o DMF.
Todavia Garcia et al. (2015), utilizando o DMSO como base para testes de
solucBes diluidoras, observam que a solucdo crioprotetora pode manter a
integridade do DNA espermatico quase que em sua totalidade utilizando o
DMSO. Cabe ressaltar que possivelmente a escolha final do crioprotetor cabera
ao técnico responsavel por executar a criopreservacao, que através de avaliacdo
dos efeitos do agente nas células da espécie em interesse, custos e beneficios
optara pela solucdo mais adequada (Garcia et al., 2016a).

Avaliacdo do Sémen de Peixes

As avaliagOes seminais podem ser realizadas desde a forma mais simples
e objetiva por meio de microscopia Optica (indiretamente) ou mesmo por meio de
sistemas computadorizados de avaliacdo seminal (CASA — Image J), que
analisam diferentes dados dos parametros espermaticos (Cabrita et al., 2010).

Atualmente analisar com precisao a verdadeira qualidade do sémen é um
fator decisivo para a sua avaliagéo, isto porque, comumente avaliacdes mais
simples ou basicas ndo fornecem informagbes seguras para garantir que
realmente as células espermaticas terdo capacidade fisica e/ou biol6gica de
fertilizar o odcito. Ainda com a evolucdo dos campos das pesquisas e
tecnologias, aferir informag¢des com mais precisas sobre o sémen criopreservado
tem se tornado recorrente (Cabrita et al., 2010; Cabrita et al., 2014; Asturiano et
al., 2016; Robles et al., 2016).

Dentre as informacgOes sobre as caracteristicas seminais, a motilidade
espermatica ainda € a mais utilizada para aferir a qualidade do sémen (Asturiano
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et al.,, 2016), e essa informacdo pode ser considerada padrdo de qualidade
(Cosson et al., 2008). Porém acredita-se que a combina¢éo de mais fatores pode
aferir melhor a real qualidade do sémen principalmente apds a criopreservagao
(Garcia et al., 2016a).

A avaliagdo da motilidade espermatica em sua grande maioria nas
espécies nativas brasileiras é realizada de forma subjetiva, porém observa-se
que a utilizacdo de sistemas computadorizados vem crescendo no campo da
pesquisa para aferir esta varidvel com uma maior seguranca (Garcia et al.,
2016a), porém, as avaliacfes realizadas subjetivamente através de um técnico
treinado podem produzir resultados semelhantes ao de um sistema
computadorizado de avaliacdo seminal (Nascimento et al., 2010; Viveiros et al.,
2010). Contudo apesar da dificuldade a comparacao de resultados entre taxas
de motilidade, por virtude da metodologia utilizada em cada experimento,
Viveiros et al. (2015) observaram que apds a criopreservagdo, a motilidade
espermatica avaliada através do CASA de P. lineatus foi 26%. Por outro lado,
Andrade et al. (2014) observaram através de analise subjetiva 74,6% de
espermatozoides moveis. Cabe ressaltar que ambos autores utilizaram solugfes
crioprotetores semelhantes (DMSO+BTS®), contudo houve uma ampla variacéo
nos resultados. Ja em C. macropomum, Garcia et al. (2015) utilizaram avaliacdo
subjetiva para analisar a qualidade seminal apés a criopreservacao, observaram
motilidade espermatica de 18,5%, este resultado foi proximo do encontrado por
Melo-Maciel et al. (2015), quando avaliaram através do CASA e observaram
motilidade de 20,8%. Ambos o0s autores também utilizaram solucdes
crioprotetoras semelhantes (DMSO+ACP-104%).

A motilidade espermética pode ser considerada a primeira avaliacdo
utilizada para aferir a qualidade seminal (Nascimento et al., 2010),
principalmente por estar associada ao sucesso reprodutivo na fertilizacao (Kime
et al., 2001), visto que considera-se uma célula espermatica de qualidade aquela
que é capaz de fertilizar o o6cito (Rurangwa et al., 2004). Contudo a avaliacéo
da taxa de fertilizacdo ndo sé depende da motilidade apesar de estar
correlacionada, mas também de outros fatores (Rurangwa et al., 2004; Cabrita
et al., 2010; Cabrita et al., 2014; Asturiano et al., 2016).

Exemplificando, a qualidade do sémen criopreservado de P. lineatus foi
mensurada através da taxa de fertilizacdo, com uma média geral de 74% de
embrides viaveis (Viveiros et al., 2009). Todavia, o potencial de diferentes
agentes crioprotetores e suas concentracbes foram utilizados para
criopreservacdo de sémen de C. macropomum onde também foi avaliado a
fertilizacdo e as maiores médias obtidas 91,6% com DMF — 8% e 83,0% com MF
— 8% (Varela Junior et al., 2012). A maneira que o sémen criopreservado é
ativado pode influenciar também na taxa de fertilizagdo, pois ao ativar com
alguma solugdo osmoticamente balanceada, evita-se o choque osmotico,
melhorando a capacidade de motilidade do espermatozoide, consequentemente
a fertilizacdo. Este fato pode ser observado em R. quelen que ao ativar o sémen
criopreservado com 4gua destilada a taxa de fertilizacao ficou em torno de 30%,
e ao utilizar uma solucéo balanceada com frutose, a fertilizacao ficou ao redor
de 60% (Adames et al., 2015).

O surgimento de novos estudos e técnicas a serem aplicadas para avaliar
a qualidade seminal j& é uma realidade, como por exemplo, a aplicacdo de
corante e fluorescéncia para observar a integridade e permeabilidade da
membrana espermatica apés o descongelamento, bem como a morfologia e
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ultraestrutura com microscopias de varredura e transmissdo, a um nivel
organoléptico da célula, onde é avaliado o efeito da criopreservacdo nas
mitocondrias, alcangando por final a escala molecular, onde s&o observados os
efeitos da técnica nas proteinas, RNAs e DNAs das células (Cabrita et al., 2010;
Cabrita et al., 2014; Asturiano et al., 2016; Robles et al., 2016).

Outras Abordagens para Aferir a Qualidade Reprodutiva

Com o objetivo de melhorar a compreensao sobre a qualidade
reprodutiva, ferramentas estatisticas estdo sendo aplicadas para avaliar a
qualidade espermética ou mesmo correlacionar as caracteristicas reprodutivas
com fenotipicas, essas informacdes podem definir possiveis reprodutores que
apresentaram caracteristicas reprodutivas superiores quando comparado a
outros reprodutores.

Clusters como ferramenta para anélise seminal

Inimeras pesquisas ja foram realizadas utilizando a ferramenta estatistica
multivariada através de andlise de clusters para avaliar a qualidade seminal
(Martinez-Pastor et al., 2008; Beirdo et al., 2009; Beirdo et al., 2011; Kanuga et
al., 2012; Gullu et al., 2015). Essa ferramenta auxilia a maximizar a utilizacéo
dos dados, dando uma nova abordagem para descrever as caracteristicas
seminais, Martinez-Pastor et al. (2008) descreveram que esta ferramenta
estatistica € til para observar subpopulacdes esperméticas em Solea
senegalensis, e que mesmo os reprodutores estando nas mesmas condicdes
podem apresentar diferencas espermaticas. Segundo Beirdo et al. (2009), que
aplicaram a ferramenta de andlise de clusters na mesma espécie descrita acima,
foi possivel encontrar subpopulacdes espermaticas nos reprodutores utilizados,
e que é possivel selecionar reprodutores pelas caracteristicas seminais.

Ao avaliarem as caracteristicas plasmaticas seminais (concentracdo de
proteina, uréia, triglicerideos, glicose, Ca*, Na*, K*, Mg?*, pH, osmolaridade,
volume e densidade) de Bradus grypus, os autores puderam observar através
de andlise de clusters que existe a formacdo de grupos que apresentam
diferentes taxas de motilidade (porcentagem e duracdo) entre os reprodutores
(Gullu et al., 2015). Ja em Oncorhynchus mykiss, foi relatado a formacao de
grupos durante a utilizacdo de meios para ativacdo da motilidade espermética
(Kanuga et al., 2012).

Quando o efeito da criopreservacdo realizada com diferentes
crioprotetores foi avaliada em Sparus aurata, os autores puderam concluir que
as motilidades espermaticas formam subpopulacdes dentre os reprodutores
guando os crioprotetores sao diferentes, e mesmo o processo de congelamento
pode interferir na formacdo de grupos juntamente com a combinacdo dos
crioprotetores (Beirdo et al., 2011).

Recentemente as abordagens sobre subpopulacbes foi verificada no
sémen de reprodutores C. macropomum, e antes da criopreservagao os autores
observaram a formacdo de trés subpopulagcdes segundo as motilidades
espermaticas (VCL, VAP, VSL), e ap06s o descongelamento do sémen, as
motilidades apresentaram a formacéo de duas subpopulagdes (Gallego et al.,
2017).

Correlagcdes seminais

As correlacgfes sao muito utilizadas em mamiferos para realizar predicdes
reprodutivas e genéticas (Barrozo et al., 2012; Ahmed et al., 2016; Kumar et al.,
2016; Reis et al., 2016). Em peixes, essa ferramenta estatistica € apresentada
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principalmente entre as variaveis espermaticas avaliadas, Varela Junior et al.
(2012) apontaram que a taxa de fertilizacdo tem correlacdo positiva (r = 0,42)
com a motilidade espermética em C. macropomum ap0s a criopreservacao.
Semelhante caso acontece em P. lineatus (Viveiros et al., 2010), quando apéds a
criopreservacao, a taxa de fertilizacao apresentou correlagdo com as motilidades
VCL (r = 0.80), VSL (r = 0.56) e VAP (r = 0.72). E no estudo com diferentes
crioprotetores para criopreservacdo seminal de B. orbignyanus e P. lineatus
(Viveiros et al., 2015), a motilidade espermatica apresentou correlagdo com a
integridade da membrana (r = 0.92) e funcionalidade da mitocéndria (r = 0.71)
apos a criopreservacao.

Entre outras espécies a ferramenta de correlagdo € usada para apontar
inmeros fatores, como por exemplo, em Acipenser persicus, foi observado que
existe uma estreita correlacdo (r = 0.53) entre os niveis de concentracao ibnica
e espermatica com a funcéo reguladora para composicéao idnica (principalmente
o ion de K*) durante a espermiacéo (Aramli et al., 2013). E em Danio rerio foi
descrito a correlacdo de agentes causadores de toxicidade na qualidade seminal
(Gerber et al., 2016). Em Brabus grypus, foi observado que a concentracéo de
glicose e nivel do pH estdo correlacionado com a motilidade espermatica
(Khodadadi et al., 2016). Dentre os fatores avaliados, a correlacdo negativa do
Ca* pode influenciar na duracdo da motilidade espermatica em Rutilus frisii
(Fallah Shamsi e Khara, 2015). Ja a fertilizacdo tem alta correlacdo com o pH e
concentragdo espermatica em Huso huso (Aramli et al., 2015)
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HIPOTESES

As caracteristicas seminais do B. insignis quanto a motilidade, tempo de
motilidade, concentracéo e alteracbes morfolégicas podem ser afetadas pela
inducdo hormonal.

O sémen de reprodutores C. macropomum pode ser conservado com
viabilidade sob resfriamento por um periodo de 120 horas se for diluido em
solugdes diluidoras.

O sémen dos reprodutores C. macrpopomum possuem varia¢cdes quali-
quantitativas apos a criopreservacdo mesmo quando a técnica é aplicada sobre
0S animais nas mesmas condi¢des.

As caracteristicas seminais ap0s a criopreservagdo, estdo
correlacionadas com as caracteristicas fenotipicas e do sémen fresco dos
reprodutores C. macropomum.

OBJETIVOS

Geral,

Em reprodutores B. insignis avaliar os efeitos da indugdo hormonal nas
caracteristicas seminal, e em reprodutores C. macropomum avaliar a qualidade
seminal apds a diluicdo e o resfriamento e apds a criopreservacdo avaliar a
qualidade do sémen criopreservado e correlacionar com possiveis indicadores
de qualidade seminal.

Especificos;

Avaliar os efeitos da inducdo hormonal realizada por meio de diferentes
hormdnios e niveis de posologia quanto a influéncia nas caracteristicas do
sémen de B. insignis, através de microscopia optica analisando parametros de
motilidade, tempo de motilidade, morfologia espermatica e concentracao
espermatica.

Avaliar por meio de microscopia optica os parametros de motilidade,
tempo de motilidade, vigor e morfologia espermatica, quanto a qualidade do
sémen diluido e resfriado a temperatura de 6 °C dos reprodutores C.
macropomum ao longo de 120 horas.

Verificar a qualidade do sémen criopreservado dos reprodutores C.
macropomum por meio microscopia optica, computadorizada e citometria de
fluxo analisando parametros de motilidades espermaticas, morfologia
espermatica e integridades celulares dos reprodutores criados e mantidos sobre
0 mesmo sistema de criagéo.

Determinar por meio das caracteristicas seminais a existéncia de
diferentes grupos de reprodutores C. macropomum que apresentem melhores
resultados quanto a qualidade seminal apds a criopreservagdo seminal.

Correlacionar as caracteristicas seminais apds a criopreservagao com as
caracteristicas fenotipicas de peso, comprimento total, padrdo e altura dos
reprodutores C. macropomum.

Correlacionar as caracteristicas seminais ap0s a criopreservacdo de
reprodutores C. macropomum com as caracteristicas do sémen fresco de
motilidade, tempo de motilidade, concentracdo e morfologia espermética.
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Seminal characteristics of piabanha before and after induction with different
hormones
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ABSTRACT. The migratory species piabanha does not reproduce in lentic environments
since it requires environmental stimuli for the maturation and extrusion of gametes, and
therefore hormonal induction is mandatory. Current study compares the seminal
characteristics of Brycon insignis without any hormonal induction (Control - Ctrl) and
with two types of hormonal inductors, or rather, carp pituitary extract (T1 - 2.5 mg kg*
body weight) and GnRH analogues, the latter applied in two different concentrations (T2
- 0.7 mg kg body weight and T3 - 1.4 mg kg™ body weight). Post-induction analyses
showed that the hormones increased the motility rate - Ctrl (95%), T1 (100%), T2 (100%)
and T3 (98%), although sperm concentration - Ctrl (11.52 x 10°%); T1 (4.37 x 10°%); T2
(4.34 x 10%); T3 (4.01 x 10°%) decreased. Assessments for sperm vigor, motility time and
spermatic morphology did not vary with hormonal induction. Hormonal inducer does not
alter negatively the seminal characteristics of the piabanha, and the choice for the proper
hormone depends on the preference of the dispenser.

Keywords: Brycon insignis, carp pituitary extract, GhnRH analogues, sperm.

Caracteristicas seminais de piabanha antes e ap06s a indugdo com diferentes

hormonios
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RESUMO. A espécie migradora piabanha ndo possui a capacidade de reproduzir em
ambientes Iénticos devido a necessidade de estimulos ambientais para a maturagdo e
extrusdo dos gametas, por isso a necessidade da indugdo hormonal. No presente estudo,
as caracteristicas seminais do Brycon insignis foram comparadas sem inducdo hormonal
(Ctrl) e utilizando dois tipos de indutores hormonais - Extrato de Hipofise de Carpa (T1
- 2,5 mg kg de peso vivo) e Analogos de GnRH, sendo este ultimo aplicado em duas
concentragdes distintas (T2 - 0,7 mg kg™ de peso vivo e T3 - 1,4 mg kg™ de peso vivo).
As analises realizadas apés a indu¢do mostraram que 0s horménios utilizados produziram
um aumento da taxa de motilidade - Ctrl (95%), T1 (100%), T2 (100%) e T3 (98%),
porém houve uma diminuigio na concentragdo espermatica - Ctrl (11,52 x 10°), T1 (4,37
x 10%), T2 (4,34 x 10% e T3 (4,01 x 10°). Os restantes das avaliagdes, vigor espermatico,
tempo de motilidade e morfologia espermatica ndo apresentaram variagdes com a inducao
hormonal. Portanto, a utilizagdo do indutor hormonal ndo altera negativamente as
caracteristicas seminais de piabanha, e a escolha do mesmo se deve a preferéncia do
manipulador.

Palavras-chave: Brycon insignis, extrato de hipdfise de carpa, anadlogos de GnRH, sémen.

Introduction

The species Brycon insignis, popularly known as piabanha in Brazil (FOWLER,
1951), is one of the most fished species in the country, mainly in the Paraiba do Sul region
(MACHADO; ABREU, 1952). Although highly appreciated for its meat and high market
value, the B. insignis is scantily exploited for commercial purposes and is rather found in
fish farms for restocking and conservation purposes (SHIMODA et al., 2007). Precisely

for such purposes, studies on the seminal characteristics of this Brazilian native species
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are of great importance, especially for the acquisition and improvement of its several
reproductive traits, in captivity (VIVEIROS; GODINHO, 2009).

Like all rheophilic fish species, the piabanha needs hormone treatment to trigger
and increase the release of gametes in captivity. Although hypophysation is one of the
most costly methods of hormonal induction, it is the most used method in Brazil
(WOYNAROVICH; HORVATH, 1983). Synthetic hormone compounds, such as
mammalian GnRH analogues, have been successfully tested to induce fish reproduction
(DAS, 2000; 2004; ULIKOWSKI, 2004; KROL et al, 2009; TARGONSKA;
KUCHARCZYK, 2011), and have proved to be easy-to-use and low-cost products when
compared to pituitary hormones.

Current assay compares the seminal quality of B. insignis before and after

induction with hypophysation and GnRH analogues.

Material and methods

Place and animals

The seminal collection and evaluation of the animals were performed at a
commercial fish farm in Nova Mutum, Mato Grosso State, Brazil (13°49'44"S and
56°04'56"W). During the reproductive period twelve B. insignis males were selected and
underwent mild abdominal massage in the craniocaudal direction to release the semen.
Hormonal induction

Before the hormonal treatment, the animals were fasted for 24 hours. Breeding
fish were weighed separately and subdivided into three groups according to hormones
and doses: T1 — Carp Pituitary Extract (CPE - 2.5 mg kg™ body weight); T2 - GnRH
analogues (0.7 mg kg body weight) and T3 - GnRH analogues (1.4 mg kg body
weight). The hormone was administered near the base of the dorsal fin, with an interval

of 7 hours between the application and the seminal collection.
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The qualitative and quantitative seminal characteristics of each animal were
evaluated before and after the administration of hormones, and the control group (Ctrl)
was composed of the semen samples taken before hormonal induction.

Collection and evaluation of semen quality

Prior to the collection of the milt, the urogenital papilla was cleaned with paper
towels to prevent contamination by feces or urine, and the premature activation of sperm
cells. The semen was then collected by lightly massaging the coelomic wall in a
craniocaudal direction and the samples were placed in sterile test tubes and kept at room
temperature (23°C).

After collecting the semen, the samples, with and without hormonal induction,
were analyzed by a single examiner, respecting the following protocols:

- Motility rate and sperm vigor: a 2 pL aliquot of the collected semen was diluted in 100
uL of distilled water. Subsequently, 20 pL of this dilution were placed between a slide
and coverslip, and rates from 0 to 100% were assigned to the motility rate, depending on
the percentage of motile sperm; and point rates from 1 to 5 were assigned to the vigor of
the spermatic movement. The variables were analyzed with the 40X objective of an
optical microscope.

- Motility time: when diluting the semen with distilled water in the previous analysis, a
stopwatch was started and only stopped when the sperm’s flagellar beats ceased. Motility
rates were calculated in seconds.

- Concentration and sperm morphology: a 2 pL aliquot of semen was diluted in 2000 uL.
of saline-buffered formalin. Sperm concentration was obtained from this dilution by a
Neubauer chamber under a 100X objective, counting the number of sperms present on
the slide. In the case of sperm morphology, a sample of the initial dilution (100 pL) was

placed on a histological slide and stained with Rose Bengal, following Streit Junior et al.
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(2004). Sperm morphology was evaluated according to Miliorini et al. (2011), sorting the
sperm into the categories ‘normal’ and ‘abnormal’.
Experimental design

The design was completely randomized, with control and three treatments (Ctrl -
without induction; T1: CPE - 2.5 mg kg* body weight; T2: GnRH analogues 0.7 mg kg
! body weight; T3: GnRH analogues 1.4 mg kg™ body weight). A normal analysis for all
dependent variables was performed with Shapiro-Wilk test. The sperm motility and vigor
were converted into a rannor function and the variable "sperm concentration” was
converted into a logarithm. Collected data were submitted to an F test for analysis of
variance; when differences between the means were detected, Tukey’s test was performed
at a significance level of 5%. Analyses were performed with the General Linear Model

(GLM) by Statistical Analysis System, version 9.4 (SAS, 2013).

Results and discussion

Motility rate was higher (p<0.05) in treatments T1 and T2 when compared to
control group, but sperm concentration was significantly reduced (p<0.05) by hormonal
induction in all treatments. The variables sperm vigor and motility time showed no
difference between treatments (Table 1).

Hormone inducement in reproduction increases plasma, sperm production and
motility rates (CLEARWATER; CRIM, 1998). Improvement in sperm quality in current
study may probably be justified by the composition of hormones chosen. In fact, carp
pituitary extract is composed of 11-ketotestosterone, testosterone, 17a,20B-dihydroxy-4-
pregnem-3-one or 17.20B,21-trihydroxy-4-pregnen-3-one (SCHULZ; MIURA, 2002),
whereas GnRH analogues comprise D-Ala6, Pro9Net-mGnRH, metoclopramide and

dopamine (DAS, 2004).
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Table 1. Qualitative and quantitative parameters of the semen of B. insignis before and
after induction, with different hormones and dosages.
Variable Ctrl Tl T2 T3 p*

MR (%)  95.83+6.10b 100.00+0.00a 100.00 +0.00a 98.75 + 2.50ab 0.0283
SC (x10%)@ 11.42+6.692 4.37+169  434+241b  4.01+0.53b 0.0012
SV (1-5)® 1.92 +0.90 3.00 +£0.82 2.75+0.96 3.00+£092 0.4179

MT (seg.)® 58.33+8.07 63.25+4.99 64.50+10.63 6550+12.12 0.4197

Statistical differences for dependent variables are represented by letters on the same line. Ctrl - Control (without
hormonal induction); T1 — Carp Pituitary Extract (CPE - 2.5 mg kg™ body weight); T2 - GnRH analogues (0.7 mg kg
! body weight) and T3 - GnRH analogues (1.4 mg kg body weight). (1) - MR (Motility Rate); (2) - SC (Sperm
Concentration); (3) - SV (Sperm Vigor); (4) - MT (Motility Time).

Previous studies on hormonal administration show lower motility rates than those
found in current analysis. Andrade-Talmelli et al. (2001) employed hCG and obtained a
90% rate in their evaluation of B. insignis semen, while Pardo-Carrasco et al. (2006)
reported motility rates between 49 and 86% in the semen of Brycon amazonicus subjected
to different hormonal inducers, respectively, CPE and GnRH-a. In a study on Brycon
nattereri (OLIVEIRA et al., 2007) motility was evaluated at around 100% after hormonal
induction with CPE, corroborating result in current assay.

Despite increased motility rate after induction, the spermatic vigor did not change.
Response pattern in B. insignis was similar to that observed by Streit Junior et al. (2008b)
in the species Salminus maxillosus, where they failed to report any difference before and
after induction with CPE. Hormonal induction with CPE altered the sperm vigor in
another rheophilic species, Leporinus elongatus, reducing it from 2.93 to 2.37 (STREIT
JUNIOR et al., 2008a).

The duration of sperm motility generally coincides with the time the micropyle
oocyte remains open (COSSON, 2004). In current study, sperm motility lasted about 65
seconds in hormone-induced animals. This time was considered sufficient for fertilization

of oocytes in artificial reproduction since the micropyle closed minutes after hydration of
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the structure by water (NAKATANI, 2001). In another Brycon species, the reported
average motility time was lower than that in current study, with approximately 34 seconds
in B. amazonicus induced with GnRH-a (PARDO-CARRASCO et al., 2006), and with
approximately 39 seconds in B. orthotaenia induced with CPE (MELO; GODINHO,
2006). Motility times are also quite variable in other South American neotropical fish
species, and rates between 128 and 164 seconds have been reported for Prochilodus
lineatus induced with GnRH-a (PAULA et al., 2012) and 486 seconds for Piaractus
mesopotamicus induced with CPE (MARIA et al., 2004).

In the case of sperm concentration, a great variation exists among species of
teleosts (VIVEIROS; GODINHO, 2009) and even within the same species. Semen of B.
insignis induced with CPE (CPE 0.5 mg kg body weight) was more concentrated than
that in current study, or rather, 24.38 x 10° (SHIMODA et al., 2007).

When compared to that reported prior to hormonal induction in the control group
(11,4 x 10°%), reduction in sperm concentration after induction in all treatments (average
of 4.29 x 10% may be due to testicular hydration caused by hormonal induction
(SCHULZ; MIURA, 2002; VIVEIROS et al., 2002;. MARIA et al., 2011). According to
Maria and Carneiro (2012), testicular hydration increased seminal volume in assisted
reproduction and a better handling of gametes. The importance of sperm concentration in
determining the correct sperm:oocyte ratio is worth mentioning since it enhances a better
fertilization rate (BOMBARDELLI et al., 2006; SANCHEZ et al., 2009; LEITE et al.,
2013).

The morphological analysis of semen showed no significant difference between

control and treatments (p>0.05) (Tables 2 and 3).
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Table 2. Assessment of sperm morphology before and after hormone induction, with
different dosages and hormones in B. insignis.

Variable Ctrl T1 T2 T3 p*

NS (%)Y 39.99+500 41.14+480 28.35+14.63 31.21+13.61 0.2854
PC (%)@ 2.64 +2.29 1.50 £ 0.93 212+ 1.34 229+144  0.2685
SC (%)® 5736 £555 57.37+4.28 69.53+1357 66.50+13.23 0.3611

Ctrl - Control (without hormonal induction); T1 — Carp Pituitary Extract (CPE - 2.5 mg kg™ body weight); T2 - GnRH
analogues (0.7 mg kg™ body weight) and T3 - GnRH analogues (1.4 mg kg body weight). (1) - NS (Normal Sperm);
(2) - PC (Primary Change); (3) - SC (Secondary Change).

Table 3. Percentage distribution of damages on semen before and after induction, with
different hormones and dosages.

Variables®™) Ctrl T1 T2 T3 P*

Macro 0.25+0.47 0.00+0.00 0.25 £ 044 0.30+0.52 0.0835
Micro 0.34+£066 051+£044 0.81+0.84 0.99+0.86 0.1601
PCD 0.24 £0.68 0.21 £0.37 0.25+0.44 0.00£0.00 0.1385
DCD 1.82+2.40 0.78 £0.83 0.79+£0.84 1.00+1.16 0.9922
IH 5.01+£2.37 2.55+0.90 1.71+157 207+£295 0.4873
DH 0.81 £0.97 1.20+1.42 1.82 +0.61 280+£197 0.1239
MD 0.55+0.66 0.44 £0.38 0.28 £0.49 0.98+1.10 0.1601
FT 33.36+6.29 3531+522 4530+1046 37.94+10.63 0.2116
BT 6.69 £4.19 8.68 + 4.66 8.43+£5.94 6.63+4.60 0.6919
CT 2.24 £150 3.16 £ 2.08 6.03+6.11 522+396 0.6689
DT 8.70 £ 6.51 6.01+£1.75 5.96 £ 2.16 10.85+4.18 0.3716

Ctrl - Control (without hormonal induction); T1 — Carp Pituitary Extract (CPE - 2.5 mg kg body weight); T2 - GnRH
analogues (0.7 mg kg body weight) and T3 - GnRH analogues (1.4 mg kg* body weight). (1) - Variables: Macro
(Macrocephaly); Micro (microcephaly); PCD (Proximal Cytoplasmic Droplet) and DCD (Distal Cytoplasmic Droplet);
IH (Isolated Head); DH (Degenerated Head); MD (Midpiece Degenerated); FT (Folded Tail); BT (Broken Tail); CT
(Coiled Tail); DT (Degenerate Tail).

Cell morphology in current assay was not altered by hormonal inductors. Result

was similar to assay on Cyprinus carpio (MORAES et al., 2004), Prochilodus lineatus
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(MORAES et al., 2004) and P. mesopotamicus (STREIT JUNIOR et al., 2006). However,
the CPE induction reduced the occurrence with abnormal sperm of C. macropomum from
25 to 15% after hormone administration (MARIA et al., 2011). According to Streit Junior
et al. (2008b), sperm morphology is an important parameter for assessment and is related
to the low rate of fertilization and motility.

Although varying among species, morphology may also be changed within the
same species, according to treatment. The use of different hormones in Leporinus
macrocephalus showed different rates for the number of normal sperm, namely, 51% with
CPE and 31.2% with rabbit pituitary extract (MORAES et al., 2004).

Although a classification standard exists for sperm pathologies in mammalian
semen (CBRA, 2013), there is still no standard of acceptable conditions in fish
(MILIORINI et al., 2011) and the great variation in the neotropical species of South

America makes it difficult to conduct comparative studies.

Conclusion

Hormone induction in Brycon insignis with carp pituitary extract and GnRH
analogues enhanced a greater seminal motility rate when compared to that of specimens
with no additional hormones. Contrastingly, induction caused an increase in seminal
plasma, the effects of which could be observed in the low concentration of sperm cells in

the semen of hormone-induced animals.
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Different extenders solutions for tambaqui semen cooling
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Abstract — The objective of this work was to evaluate the efficiency of extenders solutions
in tambaqui (Colossoma macropomum) semen cooling at 6°C. The treatments consisted
of semen dilutions with three extenders — BTS, HBSS, and ACP-104 —, and a control with
undiluted semen. Cooled semen was evaluated by 24, 48, 72, 96, and 120 hours. There
were differences for the duration of motility and fertilization rates among the semen
dilutions. Motility duration proved a highly variable evaluation after 72 hours. Dilution
testing can be performed by the three products, and cooling storage for 72 hours is most
effective with BTS extender.

Index terms: Colossoma macropomum, ACP, BTS, HBSS, motility, sperm.

Diferentes solu¢des diluidoras para o resfriamento do sémen de tambaqui
Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de solucgdes diluidoras no
resfriamento do sémen de tambaqui (Colossoma macropomum) a 6°C. Os tratamentos
consistiram de diluicbes de amostras de sémen com trés solucdes — BTS, HBSS e
ACP-104, e de um controle com sémen nao diluido. O sémen resfriado foi avaliado por
24, 48, 72, 96 e 120 horas. Houve diferengas quanto & duracdo da motilidade e taxa de
fertilizagdo entre as dilui¢des do sémen. A dura¢ao da motilidade mostrou-se altamente
variavel depois de 72 horas. Os testes de diluicdo podem ser realizados pelos trés
diluidores, e seu armazenamento por 72 horas é mais eficaz com o diluidor BTS.
Termos para indexacdo: Colossoma macropomum, ACP, BTS, HBSS, motilidade,

espermatozoide.
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Popularly known as tambaqui, Colossoma macropomum is a Brazilian fish species
widely accepted in the consumer market, and it stands out currently as the most produced
fish in the country (Pedroza Filho et al., 2016). However, some difficulties are
encountered in the production of fingerlings, and a viable alternative to control
reproduction is the storage of semen through cooling, preserving the most of their
fertilizing capacity (Zaniboni-Filho & Nuidier, 2004).

The use of the extender BTS — Beltsville thawing solution (Minitib GmbH,
Tiefenbach, Germany) —, which was developed for pigs, has shown satisfactory results
for fish semen (Murgas et al., 2004; Viveiros et al., 2014a), and the same success can be
observed with HBSS (Hank’s balanced salt solution) (Wayman et al., 1998). The extender
solution powdered coconut water ACP (ACP Biotecnologia, Fortaleza, CE, Brazil), was
developed for several freshwater species; this solution has recently been adapted for
semen fish, received the name ACP-104 (Viveiros et al., 2010), and was tested in
Prochilodus lineatus (Viveiros et al., 2014b).

The use of cooled semen has been addressed as a solution for the problems of
reproductive asynchrony between males and females, as it can be used for some hours or
even days (Zaniboni-Filho & Nuiier, 2004; Carneiro et al., 2006). Besides being cheap
and practical, this technique application can ensure the productivity of fingerling
producing stations, and it can utilize semen in several females which may come spawning
at different times (Marques & Godinho, 2004; Zaniboni-Filho & Nuiier, 2004).

The objective of this work was to evaluate the efficiency of extenders solutions to

maintain the quality of tambaqui semen cooling.
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The study was carried out in the Farm Buriti, in Nova Mutum, MT, and in the
Aquaculture Laboratory of the Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
RS, Brazil.

For this experiment, 32 tambaqui males were used. Breeders were induced
hormonally with 2.5 mg kg of carp pituitary extract and, after 12 hours, 2 mL semen
were collected from each animal, in disposable syringes, by means of a mild massage in
the cranio-caudal direction. The motility of sperm cells was evaluated to ensure that there
was no early activation from water or urine. After collecting the semen samples, the
material was activated in distilled water at 1:50 ratio, then placed between a slide and a
cover slip for observations under an optical microscope with a 40X objective. For this
evaluation, there were assigned values between 0 and 100% for motility rate. According
to the intensity of cellular movement, there were assigned values from 1 to 5 for the
spermatic force. At the time of semen dilutions, a chronometer was started, and the time
was count in seconds to stop the sperm flagellar beating.

The semen samples were diluted and fixed at 1:1000 saline buffered
formaldehyde, and subsequently homogenized and analyzed. Slide preparations were
performed by the staining method Rose Bengal (Streit Jr. et al., 2004), and sperm
morphology was observed following the recommendations of Miliorini et al. (2011).
Cells were placed on a blade, coupled with a dye drop, and a light smeared was performed.
Slides were dried at room temperature, the morphological evaluation was performed by
counting 300 cells per slide, and the average percentage of normal cells was assigned. For
concentration, sperm per milliliter of collected semen of the sample was analyzed by
using a Neubauer chamber.

After the seminal analysis, the sample of each animal was equally divided into

four subsamples, and the treatments were applied separately on each one, at 1:4
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(semen:extender), in 50 mL Falcon tubes. Four treatments were tested: semen diluted in
Beltsville thawing solution (BTS); semen diluted in Hank’s balanced salt solution
(HBSS); semen diluted in powdered coconut water (ACP104); and a control of semen in
natura without dilution.

Cooling temperature was set and maintained at 6£2°C, and monitored with an
analogue thermometer. Upon dilution, the extender media average temperature was
20+2°C; and six hours after dilution, the cooling temperature was reached. For cooling,
the treatments were placed in a cooler, in racks, which were in the interior of a container
with water to avoid large variations of temperature. The seminal evaluations were
performed over 120 hours (0, 24, 48, 72, 96, and 120 hours).

Six C. macropomum females were used to evaluate the efficiency of the diluted
semen in the extenders, in comparison to in natura semen as for the oocyte fertilizations.
After extrusion, 1 mL oocyte aliquot containing 980£30 cells on average was used for
each animal per treatment, and fertilized with 50 pL of each animal semen per treatment.
The fertilized oocytes were taken to the experimental incubators and, after eight hours, a
sample of each incubator was collected, in order to measure the fertilization rate by
counting the viable and nonviable eggs. A hundred of considered viable eggs were again
incubated and, after 18 hours, the hatching rates were evaluated.

The experimental design was completely randomized with repeated
measurements over time, which were considered in four treatments (BTS, HBSS, ACP,
and control), six assessment times (time 1, the hour of collection; time 2, cold for 24
hours; time 3, cold for 48 hours; time 4, cold for 72 hours; time 5, cold for 96 hours; and
time 6, cold for 120 hours), and 32 replicates represented by each animal. Not normal

variables, even after transformations and were analyzed by Kruskal-Wallis test, at a
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maximum 5% probability. To perform these analyses, we used the SAS statistical
software, version 9.4.

Average sperm concentration in the animals was 14.4+10.3x10°%. Extender
positive actions were observed after 24 hours of cooling, since the motility of the control
group decreased by more than 50%, in comparison to the various treatments of diluted
semen. Diluted semen viability was maintained after 120 hours, and BTS had higher
values than ACP (Figure 1 A).

Sperm motility over 120 hours of cooling constantly declined, and can be
explained by the reduction of cell activity caused by dilution and semen cooling
(Zaniboni-Filho & Nuiier, 2004). Due to the high correlation of this variable with the
sperm vigor (Galo et al., 2011), the fall of both occurs concurrently, and losses on the
quality of sperm cells range according to native species (Marques & Godinho, 2004). In
the present study, sperm motility treatments cooled with BTS, HBSS, and ACP showed
a better motility (50%) after 48 hours of exposure. However, only BTS and ACP
extenders maintained motility higher than 30%, after 72 hours of cooling, and HBSS
showed no difference.

As an extender of cooling technique, for semen cryopreservation of Neotropical
species, BTS is associated with its ability to keep sperm with good motility capacity.
Studies with Brycon orbignyanus showed 65% motility until the sixth day (Murgas et al.,
2004). This work is a pioneer in testing HBSS for semen cooling of Neotropical fish, with
no comparisons in the literature until present.

When compared to the control group, treatments with BTS, HBSS, and ACP
showed differences only in the assessments carried out after 24 and 48 hours of cooling.
Up to 120 hours under cooling effects, only BTS and ACP showed samples with apparent

vigor level (Figure 1 B). The motility reduction rate may be related to gas exchange means
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between the extender and sperm cells during the days of conservation (Viveiros et al.,
2014a).

In general, semen dilution used in the treatments enabled a greater duration of
motility over 120 hours (Figure 1 C). Although the energy resources of fish sperm cells
are limited, the chemical composition of the extender means may interfere with the
motility over time (Alavi & Cosson, 2005). This fact can be observed in the present study,
since at the time of dilution, sperm in control group showed a motility time of 157 s, while
the term in the treatments of semen diluted with the extenders BTS, HBSS, and ACP was
323, 267, and 190 s respectively. Even after cooling for 72 hours, sperm in the treatments
with BTS, HBSS, and ACP moved on average 104, 85, and 62 s respectively, while in
control group, motility was only 10 s. These values were similar to those found in seminal
cooling of P. lineatus with BTS, in which motility found after 72 hours of cooling was
79.1 s (Franciscatto et al., 2002).

Figure 1.

The increased number of morphological changes during cooling can be observed
with a reduction in the percentage of normal cells (Figure 1 D). Before cooling, normal
sperm was over 50% in all treatments and, after 72 hours, normal sperm cells in the BTS,
HBSS, and ACP treatments were of 42, 26, and 35%, respectively. In control, only 4% of
normal cells were recorded.

Although there is a pattern of morphological changes to mammals (Colégio
Brasileiro de Reprodugdo Animal, 2013), the accepted rates for cellular abnormalities in
fish have not yet been defined, making it difficult to compare seminal assessments
(Miliorini et al., 2011). The morphological changes can occur due to the reduction of

cellular functions, caused by temperature variations of the medium for sperm preservation
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(Alavi & Cosson, 2005), and these changes are associated with the reduced motility and
fertilization capacity (Galo et al., 2011).

The fertilization rate was not different between treatments and the control group
at the time of semen dilution (Figure 2). There is probably a higher motility than 50 s,
after 120 hours of cooling, and the treatments BTS, HBSS, and ACP were sufficient to
fertilize the oocyte. Even when the fertilization rate was low, in the present experiment,
it showed no difference between treatments; therefore, this drop can be related to the
oocyte quality. This parameter is influenced by preovulatory chronic stress and by the
period of spawning and extrusion of oocytes (Donaldson et al., 2000), and may result in
lower fertilization rates. Also, the hatching rates did not differ between treatments, and
resulted in near 70% hatching of fertilized eggs.

Figure 2.

The use of extenders for the semen cooling of C. macropomum may be the
alternative for semen dilution and seminal storage in the short term. The tested thinners,
mainly the BTS, kept the C. macropomum sperm in good conditions under cooling at 6°C
for up to 72 hours.
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Figure 1 — Percentage of sperm motility (A), spermatic vigor (B), motility time (C) and

percentage of normal cells (D) in the C. macropomum over us treatment in the 120 hours

of cooling at 6 °C.
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Figure 2 — Fertilization and hatching rates in the C. macropomum using cold semen at
6°C diluted with BTS, HBSS and ACP.
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Analise de clusters para diferencia¢éo de grupos de reprodutores Colossoma
macropomum a partir do sémen criopreservado
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Abstract — O Colossoma macropomum é a espécie nativa brasileira mais produzida no
pais e os estudos acerca desta espécie vem auxiliando na consolidacdo da sua cadeia de
producdo. Este estudo teve o objetivo de agrupar reprodutores através de analise
multivariada levando em conta as caracteristicas seminais apds a criopreservacao e
correlacionar com as caracteristicas fenotipicas e do sémen fresco. Os indicativos
fenotipicos observados nos reprodutores foram; peso (kg), comprimento padrdo (cm) e
total (cm), cabeca (cm) e altura (cm), além das caracteristicas do sémen fresco quanto a;
motilidade (M), tempo de motilidade (MT), morfologia (SM) e concentragao espermatica
(SC). Apds a criopreservacdo foi utilizado o CASA para as avaliacdes de; motilidade total
(TM), motilidade progressiva (PM), velocidade em linha reta (VSL), velocidade
curvilinear (VCL) e velocidade a parte média (VAP) e citometro de fluxo para;
integridade da membrana (Mi), integridade do DNA (DNAIi) e funcionalidade
mitocondrial (Mf), e observada a taxa de fertilizacdo (FR), tempo de motilidade (MTc) e
morfologia espermatica (SMc). Apds a avaliacdo por cluster trés grupos (G1, G2 e G3)
foram identificados, o G1 foi o grupo considerado superior (P<0,05) nas variaveis; TM
(71%), PM (56%), VCL (56 pm/s), VAP (48 pum/s) e FR (52%). Para MTc (s), VSL
(um/s) e SMc (%) o G1 e G2 foram semelhantes, sendo superiores ao G3. Na variavel Mi
0 G1 foi semelhante a G2, porém para as caracteristicas de DNAi e Mf ndo houveram
diferencgas significativas entre os grupos. A variavel FR apresentou correlacdo negativa
(P<0,03) para a caracteristica fenotipica comprimento de cabeca. Ja as caracteristicas do
sémen fresco, apenas o MT foi significativo (P<0,05) para FR. Com este estudo € possivel
estimar que animais que apresentem tamanho de cabeca menor poderédo apresentar melhor
qualidade seminal apds a criopreservacdo, assim como o MT pode ser um indicador pré
congelamento, da qualidade pds criopreservacao com relacdo a taxa de fertilizag&o.

Keywords; anélise multivariada, qualidade espermética, tambaqui, correlacéo

Introducéo

Atualmente as pesquisas com criopreservacdo seminal, em sua grande maioria buscam
definir a qualidade e a eficiéncia da célula espermatica apds o descongelamento e deste
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modo melhorar os indices reprodutivos e consolidar ainda mais a tecnica (Cabrita et al.,
2010; Asturiano et al., 2016). Esse cenario é similar para a espécie nativa brasileira mais
produzida, o Colossoma macropomum (Pedroza-Filho et al., 2016), onde é possivel
observar estudos com diferentes crioprotetores (Menezes et al., 2008; Varela Junior et
al., 2012), solugdes diluidoras (Garcia et al., 2015; Melo-Maciel et al., 2015), solugédo
para ativacdo seminal (Carneiro et al., 2012), métodos de congelamento e
descongelamento (Varela Junior et al., 2015) e recipientes de armazenamento (Maria et
al., 2015).

Os beneficios do emprego da técnica de criopreservacdo podem ser: mitigar a assincronia
reprodutiva entre machos e fémeas, maximizar da utilizacdo do sémen, simplificar o
estoque de reprodutores, facilitar a troca de material genético entre pisciculturas e a
formacdo de bancos de germoplasma para conservacao ou programas de melhoramento
(Cabrita et al., 2010). Todavia, 0 emprego da técnica de criopreservacdo seminal é
passivel de reducdo da qualidade espermatica, pois a aplicacdo da mesma causa inimeros
fatores de estresse celular que podem reduzir a qualidade dos espermatozoides (Pegg,
2007). No entanto, essas alteracfes podem ser de intensidade diferente em cada espécie
ou mesmo dentro da espécie (Cabrita et al., 2009; Cabrita et al., 2014), por isso se faz
necessario conhecer a qualidade do reprodutor utilizado em estacdes produtoras de
alevinos para melhorar indices reprodutivos (Murgas et al., 2011; Streit Jr. et al., 2012).

Para aferir a qualidade espermatica, a utilizacdo de analises que avaliam o estado das
células espermaticas quali-quantitativamente é de fundamental importancia (Cabrita et
al., 2010; Cabrita et al., 2014; Asturiano et al., 2016; Robles et al., 2016), e por
consequéncia a analise atraves da ferramenta estatistica multivariada para validacdo dos
dados observados estdo sendo empregadas através de clusters para melhorar a
compreensdo dos resultados obtidos (Martinez-Pastor et al., 2008; Beirdo et al., 2011;
Kanuga et al., 2012; Gullu et al., 2015). No entanto, ndo ha registros em peixes da
correlacdo entre caracteristicas seminais com as caracteristicas fenotipicas dos
reprodutores. Por outro lado, esta avaliacdo € uma pratica recorrente para selecdo de
reprodutores mamiferos para selecdo de reprodutores de melhor qualidade (Barrozo et al.,
2012; Ahmed et al., 2016; Kumar et al., 2016; Reis et al., 2016).

O presente estudo teve como objetivo diferenciar possiveis grupos com caracteristicas
superiores/inferiores quanto a qualidade seminal ap0s a criopreservacao atraves de analise
de clusters e posteriormente correlacionar o grupo de melhor qualidade com as
caracteristicas fenotipicas e do sémen fresco.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido em duas etapas; a campo na piscicultura localizada no
municipio de Pimenta Bueno — RO, e nos laboratorios ReproPel em Pelotas — RS na
UFPel e AQUAM em Porto Alegre — RS na UFRGS.
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Animais

Foram utilizados 25 reprodutores C. macropomum que eram mantidos em viveiros
escavados, foram selecionados quando apresentavam liberacdo espermatica através de
uma massagem craniocaudal, eram entdo identificados e levados ao laboratério de
reproducdo. Posteriormente, as avaliagdes biométricas eram aferidas para cada
reprodutor; peso (kg), comprimento total (cm) e padrdo (cm), comprimento da cabeca
(cm) e altura (cm). Em seguida os animais foram estocados em tanques de 5.000 litros,
com a agua em temperatura média de 27,5+ 1,0 °C.

Para obtencdo do sémen os animais foram induzidos com extrato de hip6fise de carpa,
(0,5 mg/kg de peso corporal) em dosagem Unica. Sete horas apds 0 manejo de indugéo, o
sémen foi coletado. Inicialmente secou-se o orificio urogenital com papel-toalha, e ap6s
massagem abdominal, coletou-se o sémen em seringas descartaveis de 10 mL. Ao ser
observado contaminacao do sémen com urina, sangue ou fezes 0 mesmo foi descartado.

Avaliacdo seminal a fresco

Apos a coleta seminal, a amostra foi dividida em duas aliquotas, uma para as avalia¢des
seminais a fresco e a outra utilizada para a criopreservacgéo. As avaliagdes do sémen fresco
foram realizadas através de microscopia optica, por meio de um unico avaliador treinado.
As analises realizadas foram;

- A motilidade espermaética foi definida através de duas variaveis: tempo de motilidade e
porcentagem de espermatozoides moveis. Em uma lamina, foi colocada uma aliquota de
2 ul de sémen, homogeneizados com 100 ul de 4gua destilada. Imediatamente sobre esta
amostra foi colocada uma laminula e entdo levadas ao microscopio Optico pré-ajustados
em 40X. Assim que ocorria a homogeneiza¢do do sémen com a dgua, um crondémetro era
disparado, e ao cessar dos batimentos flagelares dos espermatozoides presentes no campo
de visdo, o tempo de motilidade (MT) foi expresso em segundos. A porcentagem de
espermatozoides moveis (M) foi mensurada em escala arbitraria segundo Fabbrocini et
al. (2000).

- Concentracao (SC) e morfologia espermatica (SM); foram avaliadas em microscépio
Optico com objetiva de 100X. Em eppendorf, uma aliquota de 2 pl de sémen foi
homogeneizado com 2 mL de formol salina tamponado. Posteriormente uma aliquota
desta amostra foi utilizada para a contagem espermatica em uma camera de Neubauer,
calculando-se posteriomente o nimero de espermatozéides por mL. Em seguida corou-se
as amostras na lamina com Rosa de Bengala (Streit Jr et al., 2004), e posterior contou-se
e qualificou-se 300 espermatozoides por lamina obtendo a porcentagem de
espermatozoéides morfologia espermatica alterada de acordo com Miliorini et al. (2011),
adaptada por Garcia et al. (2015).

Criopreservacao

Para o congelamento uma amostra de sémen de cada animal foi diluida em proporgéo de
1:4 (sémen:solugo), com a solugio crioprotetora de 90% de BTS® (Beltsville Thawing
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Solution — Minitub®) + 10% de DMF (Dimetilformamida — Sigma Aldrich), previamente
preparada e armazenada em refrigerador (T = 8 °C). Ap06s a homogeneiza¢do da amostra,
0 sémen foi envasado em palhetas de 0,25 mL e mantidas em equilibrio por dois minutos
e entdo alojadas em botijdo de dry-shipper por 12 horas até seu armazenamento em
nitrogénio liquido (Varela Junior et al., 2012). O descongelamento das amostras foi
realizado mediante a metodologia descrita para espécie (Garcia et al., 2015), imergindo
as palhetas em banho Maria a 40 °C por 8 segundos.

Analise do sémen criopreservado

O sémen criopreservado foi avaliado utilizando as varidveis tempo de motilidade (MTc)
e morfologia espermatica (SMc) tal como foram descritas para o sémen fresco. Para 0s
demais parametros de motilidade espermatica o sistema Computer Assisted Semen
Analysis — CASA, contendo o software Sperm Class Analyser — SCA foi utilizado para
recolher os parametros de: motilidade total (TM), motilidade progressiva (PM),
velocidade em linha reta (VSL), velocidade curvilinear (VCL) e velocidade a parte média
(VAP). Uma aliquota da amostra descongelada e homogeneizada com agua destilada foi
colocada no microscdpio em uma cadmera do tipo LEJA de contagem. Um total de 1000
celulas foram analisadas por individuo.

A citometria de fluxo foi realizada no citdmetro Attune™ Acoustic Focusing Cytometer
(Applied Biosystems). Inicialmente a deteccéo da populagdo espermatica foi determinada
pela eliminacédo de eventos ndo espermaticos através de graficos de dispersdo SSC x FSC,
identificando-se claramente a populacdo correspondente aos espermatozoides
(Petrunkina et al., 2005; Piehler et al., 2006). Foram selecionados 20.000 eventos
espermaticos por amostra com um fluxo de 200 células/segundo, e os resultados obtidos
foram analisados através do programa Attune Cytometric Software v.2.1.

Para verificacdo da integridade de membrana espermatica (Mi), 5 pL da amostra de sémen
foram adicionados em um eppendorf contendo 500 pL de BTS® e 20.0 uM de diacetato
de carboxifluoresceina (DCF - emite fluorescéncia verde) e 7.3 uM de iodeto de propideo
(IP - emite fluorescéncia vermelha) (Sigma-Aldrich — Saint Louis, MO, EUA). A
classificacdo espermatica aconteceu com nao lesados (DCF+/IP-) e lesados (DCF+/IP+)
(Gillan et al., 2005; Fernandez-Gago et al., 2013). Os resultados Sd0 expressos em
porcentagem de espermatozoides com integridade de membrana (IP).

A integridade do DNA espermatico (DNAI) foi mensurado por meio de ensaio de
estrutura de cromatina espermatica (SCSA). Para esta avaliacdo foi utilizado 10 pL de
amostra de sémen diluida em 500 pL de BTS® homogeneizadas com 5 pL de TNE (0.01
M de Tris-HCI; 0.15 M NaCl; 0.001 M EDTA; pH 7.2). Apos 30 segundos adicionou-se
10 pL de Triton (Triton X-100 0,1%) (v/v) e, ao final de 30 segundos, 5 uL de laranja de
acridina (Sigma-Aldrich — Saint Louis, MO, EUA) foi adicionado a amostra. Os
resultados foram expressos em percentual de espermatozoides sem danos ao DNA
(Evenson et al., 1994).
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A funcionalidade mitocondrial (Mf) foi verificada com os corantes fluorescentes
Rhodamina 123 (13.0 M) que possuem fluorescéncia verde e IP (7.3 M). Apenas as
células espermaticas integras (IP-) foram classificadas com alta funcionalidade (alta
fluorescéncia) e baixa funcionalidade (baixa fluorescéncia) (Gillan et al., 2005). Os
resultados sdo expressos em porcentagem de espermatozoides com a mitocondria
funcional.

Taxas de fertilizagéo

As desovas de cinco fémeas foram utilizadas para verificar o potencial de fertilizagdo das
células espermaéticas criopreservadas. A desova de cada fémea foi separada em aliquotas
de 1 g de odcitos/fémea em triplicata, e cada aliquota recebeu o sémen criopreservado de
cada reprodutor. A concentracdo espermaética utilizada para a fertilizagdo foi de 100.000
espermatozoides/odcito (Leite et al., 2013). Apds a homogeneizacdo dos odcitos com o
sémen criopreservado, adicionou-se agua filtrada para ativacdo dos gametas. Apds 60
segundos, os embrides foram transferidos para incubadoras experimentais de 300 mL com
fluxo de agua continuo e temperatura média de 26.5 £ 1.0 °C. Decorrentes oito horas de
incubacdo (fechamento do blastoporo), foi contabilizada a taxa de fertilizacdo (FR),
através da contagem do ndmero total de ovos viaveis em fungdo do nimero de ovos
incubados (Leite et al., 2013). O resultado foi expresso em porcentagem de embrides
viaveis (em desenvolvimento) do valor médio das triplicatas.

Analise estatistica

Cada reprodutor foi utilizado como unidade experimental para todas as variaveis
avaliadas, e cada variavel foi analisada em triplicata, obtendo-se assim a média de cada
reprodutor que foram utilizadas para a andlise estatistica. Os dados do sémen fresco sdo
apresentados por média geral e erro padrdo da média. Posteriormente utilizando as
analises realizadas para aferir a qualidade do sémen criopreservado (MTc, SMc, TM, PM,
VSL, VCL, VAP, Mi, DNAI, Mf e FR) uma analise de clusters por meio de distancia
Euclidiana foi realizada através da métodologia estatistica multivariada para determinar
a formacdo de possiveis grupos apds a criopreservacdo, em seguida por meio da
metodologia de agrupamento de ligacdo média pode ser observado os grupos formados,
os resultados foram expressos pela média geral e erro padrdo da média dos grupos. A
normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilks. Para as varidveis
consideradas paramétricas, uma andlise de variancia foi aplicada seguida por um teste de
Tukey para verificar as diferencas significativas entre os grupos. E para as variaveis ndo
paramétricas o teste de Kruskal-Wallis foi utilizado. O nivel de significancia utilizado foi
P<0,05. Correlacdo pelo método de Pearson foi gerada para as variaveis fenotipicas e
caracteristicas seminais para o grupo de animais considerados superiores.

Resultados

O peso médio corporal dos reprodutores C. macropomum foi de 7,26 kg e comprimento
total de 72,36 cm. Dentre as caracteristicas seminais a fresco, a taxa de motilidade média
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foi de 98%, tempo de motilidade abaixo de 70 segundos e mais de 40% dos
espermatozoides possuiam alguma alteracdo morfoldgica (Tabela 1).

Tabela 1 — Resultados das caracteristicas fenotipicas e avaliagdes seminais dos
reprodutores C. macropomum (n=25) utilizados no estudo.

Caracteristicas Fenotipicas Médias EPM*
Peso (kg) 7,26 0,26
Comprimento Total (cm) 72,36 0,91
Comprimento Padréo (cm) 63,68 0,77
Cabeca (cm) 20,12 0,38
Altura (cm) 28,20 0,37
Caracteristicas Seminais

Taxa de Motilidade (%) 98,00 0,75
Tempo Motilidade (s) 69,56 3,12
Concentragdo Espermatica (sptz/mL) 21,8x10°  2,59x10°
Morfologia Espermatica (%) 42,00 1,98

*Erro Padrdo da Média

A anélise multivariada através de clusters (Figura 1) das caracteristicas seminais apos a
criopreservacao apontou a formagéo de trés grupos; Grupo 1 (G1 - animais 9, 10, 15, 21,
23 e 25), Grupo 2 (G2 - animais 2, 4,5, 6, 7, 8,11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 22 e 24)
e Grupo 3 (G3 - animais 1 e 3). Os resultados médios das avaliacdes do sémen
criopreservado dos grupos para as variaveis utilizadas na avaliacdo de clusters estdo
apresentadas na Tabela 2.
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Figura 1 — Dendrograma com distancia Euclidiana, a partir das variaveis analisadas do
sémen criopreservado de C. macropomum.

Para as variaveis TM, PM, VCL e VAP as médias foram sempre superiores (P<0,05) no
G1 do que nos demais grupos. Por outro lado, MTc e VSL nédo houve diferenga entre os
grupos G1 e G2, sendo superiores (P<0,05) a G3. A média da SMc foi sensivelmente mais
elevada (P<0,05) no grupo G3 do que nos demais grupos.
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Na andlise de Mi, o valor encontrado no G1, foi maior (P<0,05) que no G3 e quanto a FR
observada no G1, apresentou a maior (P<0,05) media. Para as demais varidveis: DNAI e
Mf, ndo foi observado diferencas (P>0,05) entre 0s grupos.

Tabela 2 — Resultados apresentados pelas médias das andlises realizadas no sémen
criopreservado de C. macropomum (n=25) pela formacao dos grupos a partir da anélise
de clusters e erro padrdao da média.

Variaveis Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
MTc (s)* 36,83 + 1,08a 35,35+ 1,97a 18,50 £ 6,50b
SMc (%)?* 49,17 + 3,59a 58,82 £+ 2,85a 83,00 + 13,00b
T™ (%)%* 71,42 £ 3,57a 40,31 + 2,84b 0,00 £ 0,00c
PM (%)** 56,73 + 4,09a 27,76 £ 2,85b 0,00 £ 0,00c
VSL (um/sec)®* 37,43 +1,15a 31,54+1,13a 0,00 £ 0,00b
VCL (um/sec)® 56,46 + 1,33a 44,05 + 0,86b 0,00 £ 0,00c
VAP (um/sec) 48,07 £ 0,79a 38,54 +1,14b 0,00 £ 0,00c
Mi (%)% 61,43 +4,36a 45,79 + 3,76ab 34,75 + 13,05b
DNAI (%)° 98,18 + 0,37 97,80 £ 0,37 97,55+ 1,75
Mf (%)° 42,21 +7,07 40,61 + 6,53 27,78 £ 13,80
FR (%) 52,88 £ 9,03a 15,03 £ 2,07b 18,60 £ 10,83b

1_MTc — Tempo de Motilidade;?- SMc — Morfologia Espermatica;® — TM — Taxa de Motilidade; * — PM — Motilidade
Progressiva;® — VSL — Velocidade em Linha Reta;® — VCL — Velocidade Curvilinea; 7 — VAP; Velocidade Média;® —
Mi — Integridade da Membrana;® — DNAI — Integridade do DNA;° — Mf — Funcionalidade da Mitocondrial; * — FR —
Taxa de Fertilizagdo. * - Variaveis significativamente diferentes (P<0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis. # - Variaveis
significativamente diferentes (P<0,05) pelo teste de Tukey.

O resultado da andlise das correlacdes significativas entre 0 G1 e as variaveis séo
apresentadas na Tabela 3. A caracteristica fenotipica de comprimento da cabeca (P<0,03)
teve correlacdo negativa com a FR, no entanto a MT (P<0,01) apresentou correlagéo
positiva com a FR.

Tabela 3 — Correlag6es significativas das variaveis avaliadas no sémen criopreservado
do Grupo 1 com a caracteristica fenotipica e do sémen fresco dos individuos.

Variavel Caracteristica Fenotipica Caracteristica do Sémen Fresco
HL? MT3
FR (%)t -0,86* 0,93**

! — FR - Taxa de Fertilizagdo; 2 — HL — Comprimento da Cabega; 2 — MT — Tempo de Motilidade. * - correlagéo
significante a nivel de P<0.03, ** - correlagdo significante a nivel de P<0,01.

Discussao

O conceito de que os efeitos danosos sofridos pelas células espermaticas durante o
processo de criopreservacdo podem ser diferentes entre os reprodutores, torna-se mais
plausivel com os resultados obtidos no presente estudo. A andlise estatistica multivariada
através de clusters permitiu por meio de uma avaliagdo conjunta dos diferentes
parametros que sdo utilizados para aferir a qualidade espermatica, formar grupos (G1,
G2, G3) de reprodutores.
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O monitoramento da qualidade dos gametas dos reprodutores utilizados nas fertilizaces
em estacOes produtoras de alevinos pode ser decisivo para o sucesso da reproducédo (Bobe
e Labbé, 2010), principalmente se os gametas foram criopreservados (Cabrita et al.,
2010), pois ja sd@o conhecidos os efeitos danosos da criopreservagdo nas células
espermaticas (Pegg, 2007). E quando se trata de qualidade seminal, cabe ressaltar que
quanto maior o nimero de avaliacdes utilizadas para verificar a qualidade espermatica,
os resultados se tornam mais confiaveis (Cabrita et al., 2010; Asturiano et al., 2016).

A aplicacdo da analise multivariada através de clusters para analisar os dados seminais
vem sendo utilizado para interpretar da melhor forma possivel os resultados obtidos nos
experimentos relacionados com a qualidade espermatica e entre reprodutores de peixes
sobre inumeros fatores (Martinez-Pastor et al., 2008; Beirdo et al., 2009; Beirdo et al.,
2011; Kanuga et al., 2012; Gullu et al., 2015). Em Solea senegalensis, a aplicacdo de
clusters diferenciou a sub-populagéo por meio da motilidade, e os autores descrevem que
algumas sub-popula¢Ges podem ser menos resistentes ao choque osmoético quando a
célula é liberada na agua-salgada, isso devido a estrutura da membrana celular e do DNA
espermatico (Beirdo et al., 2009). A aplicacdo de cluster permitiu a classificacéo de sub-
populacdes espermaticas com diferentes qualidades espermaticas em C. macropomum,
antes e apls a criopreservacdo, porém, reforcando que os efeitos sofridos pelos
espermatozéides na aplicacdo da técnica, sdo passiveis de alteracdo na movimentacao e
nas taxas de fertilizacdo (Gallego et al., 2017).

Tendo em vista que o principal objetivo de célula espermaética é fecundar o odcito
(Rurangwa et al., 2004), o G1, pode ser classificado como tendo alto potencial para
criopreservacao, pois obteve a melhor qualidade espermatica apds o descongelamento,
apresentando FR de 52%. Segundo alguns autores, a fertilizagdo do sémen criopreservado
de C. macropomum pode variar principalmente quando avaliado com diferentes
crioprotetores e suas concentra¢des ou/e métodos de congelamento do sémen (Varela
Junior et al., 2012; Varela Junior et al., 2015).

De acordo com Kime et al. (2001), a taxa de fertilizacdo estd correlacionada
positivamente com os indices de motilidade espermatica, sendo que este pode ser
considerado um parametro de qualidade (Cosson et al., 2008). Este relato foi reforcado
qguando observada que a PM (56%) e TM (71%) foram superiores no G1 aos demais
grupos. No entanto, é de conhecimento que a motilidade espermatica é passivel de ser
influenciada pelas caracteristicas seminais individuais, como osmolaridade, concentracao
proteica e niveis de Na* e K™ (Cosson, 2004; Alavi e Cosson, 2006; Gillu et al., 2015).
Estes parametros podem ser expressos de forma diferentes entre os reprodutores (Bobe e
Labbé, 2010), podendo estar relacionado a variabilidade entre reprodutores da mesma
especie, que foi observado no estudo de Martinez-Pastor et al. (2008), em S. senegalensis,
por exemplo. Do mesmo modo que a PM, a velocidade espermatica também tem
associacdo com a fertilizacdo (Gage et al., 2004; Tuset et al., 2008; Gallego et al., 2017),
e neste caso no G1 em sua totalidade foi também superior aos demais grupos nas
variaveis; MTc de 36 seg.,VSL de 37 um/seg, VCL de 56 pum/seg e VAP de 48 um/seg.
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Alteracfes morfoldgicas nos espermatozoides de espécies nativas brasileiras podem
acontecer ap0s a criopreservagdo (Streit Jr et al., 2006). Novamente a andlise de cluster
dos animais do G1 foi identificado como sendo o que menos sofreu (49%) com alteragoes
morfologicas das células esperméticas. De acordo com Miliorini et al. (2011) os valores
acima de 50% de anormalidades esperméticas em peixes pode se tornar critico e
influenciar na fertilizacdo. Fato este que corrobora com a premissa do nosso estudo, onde
as alterac6es morfologicas acima de 50% (G2 e G3) apresentaram taxas de fertilizacdo
mais baixas que no G1. As anormalidades espermaticas podem ser consideradas como
uma avaliacdo mais simples. Entretanto, utilizando uma técnica mais refinada, o resultado
da Mi confirmou as observagdes descritas com as anormalidades espermaticas, pois o0 G1,
também foi superior, muito embora s6 em relacdo ao G3. O dano provocado pelo processo
agressivo de criopreservacdo, em geral esta relacionado com a motilidade do
espermatozoide, porém, é determinante que tenham células espermaticas com a
membrana integra, pois é fundamental para a funcionalidade ideal dos espermatozoides,
sem que estes percam a funcdo primordial de fertilizacdo (Cabrita et al., 2010).

Acredita-se que o estresse osmotico causado pela criopreservacao pode ter influenciado
nas baixas taxas de Mf obtidas no presente experimento (<42%), fator que pode explicar
0 baixo MTc (36, 35 e 18 s, respectivamente entre 0s G1, G2 e G3) consequentemente. A
mitocondria fornece energia através de ATP para a movimentacdo do espermatozoide
(Cabrita et al., 2014), quando h& danos mitocondriais, consequentemente ocorrera a
reducdo da motilidade ou até mesmo imotilidade espermatica. Cabe ressaltar, que a
funcionalidade da mitocondria estd correlacionado com a integridade do DNA
espermatico (Figueroa et al., 2015). Autores salientam a importancia de se avaliar os
danos causados ao DNA da célula espermatica (Cabrita et al., 2014; Robles et al., 2016).
De Mello et al. (2016) relatam que a célula espermaética criopreservada de C.
macropomum com diferentes agentes crioprotetores podem sofrer metilacdo do DNA,
afetando a viabilidade da prole. Porém no presente experimento a DNAI ndo apresentou
diferenca entre os Grupos, e foi observado mais 97% de integridade, valor muito
semelhante ao encontrado por Garcia et al. (2015) e Varela Junior et al. (2015) na mesma
espécie. O resultado nos leva a interpretar que 0 DNA espermatico da espécie, pode ser
bem protegido, e esse efeito pode estar relacionado com o tipo de compactacdo da
cromatina, no entanto mais estudos devem ser realizados para comprovar essa afirmacao.

Conhecer o potencial dos reprodutores utilizados nos laboratérios de producdo de
alevinos é de fundamental importancia para maximizacgdo de sua utilizacdo, seja em
fertilizacdo com sémen fresco ou criopreservado (Murgas et al., 2011; Streit Jr. et al.,
2012). Contudo, as dificuldades encontradas em realizar analises a campo podem
atrapalhar o estabelecimento real dos parametros avaliados (Garcia et al., 2016),
principalmente tendo em vista a similaridade das caracteristicas seminais obtida de forma
subjetiva em C. macropomum (Maria et al., 2010; Maria et al., 2011). Para tanto, a
correlacdo das variaveis apos a criopreservacdo do G1, com as caracteristicas fenotipicas
e do sémen fresco, foi realizada a fim de encontrar possiveis parametros de diagnostico
que auxiliem na selecdo de reprodutores para melhor utilizagdo e potencialidade do
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sémen. No presente estudo o comprimento da cabeca (HL) apresentou correlacdo negativa
com a FR (r = - 0,86), ou seja, acredita-se que aqueles animais que apresentarem HL
menor podem apresentar melhores FR quando seu sémen for criopreservado. Cabe
ressaltar, que foi observado em mamiferos por Reis et al. (2016), uma possivel perda de
qualidade seminal quando os animais sdo0 mais jovens, porém, esta analise abre uma
perspectiva importante para determinar uma alternativa quanto ao tamanho ideal para
utilizacdo dos reprodutores migradores, como o C. macropomum, em estacdes produtoras
de alevinos.

Quanto a informacdo obtida das caracteristicas do sémen pOs criopreservacao,
correlacionadas com as caracteristicas seminais antes da criopreservacdo, a MT (r = 0,93)
do G1 apresentou uma alta correlacéo (p<0,01) com a FR. Esse resultado pode ser valioso,
pois selecionando os animais a partir do tempo de motilidade espermatica, possivelmente
as FR serdo maiores quando for utilizado o sémen criopreservado destes individuos. Esta
informacdo amplia a observacgdo de Varela Junior et al. (2012), de que a espécie em estudo
apresenta correlacdo positiva entre a taxa de fertilizacdo e a motilidade no sémen
criopreservado. Logo, ndo sé é importante que os espermatozoides tenham motilidade
espermatica antes da criopreservacao, mas também que apresentem tempo de motilidade
elevado no sémen fresco. De todo modo, a valiosa informacéo obtida para os reprodutores
C. macropomum, em relacdo a pré-disposicao fenotipica positiva para criopreservacao
seminal, reforca as observacoes citadas por Silveira et al. (2010), Siqueira et al. (2013) e
Kumar et al. (2016) em mamiferos com relacéo a pre-disposicéo para qualidade seminal.

Novas abordagens para verificar a qualidade dos gametas e potencializar a utilizacdo dos
reprodutores em piscicultura vém sendo discutida recentemente (Migaud et al., 2013).
Mesmo porque ha conhecimento dos inimeros fatores que afetam a qualidade do sémen
de peixes, e possiveis alternativas para melhora-lo (Bobe e Labbé, 2010; Mylonas et al.,
2010; Migaud et al., 2013; Valdebenito et al., 2013). J& combinacBes entre observagdes
por meio de microscopio ocular, avaliacdo por meio de CASA e citometria de fluxo,
promovem um alto nivel de informacgbes para pré-dizer a qualidade reprodutiva de
algumas espécies como cavalos (Battut et al., 2016). Certamente a combinacao destas
metodologias para avaliaces espermaticas em peixes produziu com maior intensidade
resultados mais fiaveis sobre a qualidade espermatica apds a criopreservacao. No entanto,
com outra espécie de mamiferos, Utt (2016) descreve que para previsdes da fertilizacdo
em touros, requer conhecimento préatico entre a biologia reprodutiva e estatistico. Deste
modo, acredita-se que a utilizacdo das caracteristicas fenotipicas combinadas com as
informac0des geradas sobre a qualidade dos gametas possa estimar a qualidade reprodutiva
dos reprodutores C. macropomum em um futuro proximo. Logo, estes fatores poderédo
auxiliar na escolha dos melhores reprodutores para serem utilizados na criopreservagéo
de células reprodutivas, buscando melhores indices reprodutivos.

Concluséao

Os reprodutores C. macropomum podem ser classificados quanto a sua qualidade
espermatica ap0s a criopreservacdo. As maiores taxas de fertilizacdo do sémen
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criopresrvado dos reprodutores desta espécie poderdo ser encontradas naqueles que
apresentarem menor tamanho de cabeca e maior tempo de motilidade espermética do
sémen fresco.
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CONSIDERACOES FINAIS

A influéncia da indugdo hormonal em reprodutores Brycon insignis
ndo é capaz de alterar significativamente a qualidade espermatica a ponto de
dominuir a qualidade. A recomendacé&o sobre qual homénio indutor utilizar pode
ser feita com base na disponibilidade ou preco do produto no mercado.

A utilizacdo de solucdes diluidoras para resfriar e preservar o sémen
de reprodutores Colossoma macropomum é uma alternativa para minimizar
alguns efeitos que possam surgir durante o periodo reprodutivo. O diluidor BTS®
pode ser empregado nesta funcdo, porém acreditamos que se faca necessario
a buscar por um meio diluidor para 0 sémen das espécies nativas. A conservacao
a curto prazo do sémen deve ser realizada com cautela, e procurar ndo exceder
as 72 horas de armazenamento.

A qualidade do sémen criopreservado, pode variar mesmo que 0S
reprodutores possam estar nas mesmas condi¢des, e foram submetidos aos
mesmos tratamentos. A classificagdo dos reprodutores para utilizagdo em
piscicultura auxilia no aumento da producdo e melhoramento do manejo. Os
reprodutores que apresentem tamanho de cabeca menor, podem apresentar
melhores taxas de fertilizacdo quando o sémen dos animais for criopreservado.
A avaliagdo simples de tempo de motilidade pode ser considerada como um
indicador de qualidade seminal pré congelamento, onde 0s animais que
apresentarem as melhores taxas poderem apresentar taxas de fertilizacao
melhores quando o sémen for criopreservado.

A utilizacdo de diferentes analises para aferir a qualidade seminal é
capaz de gerar resultados mais fidedignos sobre a real qualidade das células
esperméaticas ou mesmo o impacto da aplicacao da técnica de criopreservacao.
A utilizacdo da ferramenta estatistica multivariada através de clusters, auxiliou a
interpretacdo dos resultados quando agrupou os animais utilizando diversas
variaveis, e esse fator pode gerar dados extremamente informativos para a
classificacao de reprodutores.
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