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DESENVOLVIMENTO DE UM PROTOCOLO DE CRIOPRESERVAQAO SEMINAL
DE Leiarius marmoratus?

Autor: Eduardo Thomé Nicoleti
Orientador: Danilo Pedro Streit Jr
Coorientador: Rbmulo Rodrigues Batista

Resumo: A presente pesquisa avaliou desenvolver um protocolo de criopreservacao
espermatica de L. marmoratus padronizado para servir tanto na producédo de hibridos
como na conservacao ex situ da espécie. Vinte trés machos (n=23) foram distribuidos
em quatro experimentos onde amostras de sémen foram coletadas, criopreservadas e
submetidas a andlises apds seu descongelamento. O primeiro teste verificou qual o
crioprotetor permeével juntamente com metodologia de descongelamento apresentou
melhor desempenho sobre as amostras seminais da espécie. O segundo experimento,
utilizando as melhores amostras do primeiro e segundo teste, verificou a acao de
diferentes tempos de permanéncia em vapor de nitrogénio sobre o material
criopreservado. O terceiro experimento verificou qual a concentracdo do melhor
crioprotetor permeavel apresenta os melhores resultados apés descongelamento. Por
fim, o dltimo teste verificou qual o melhor crioprotetor impermeéavel apresenta melhor
desempenho em conjunto ao crioprotetor permeavel. As amostras de sémen foram
diluidas no meio testado (1:4), depois congeladas em recipiente com vapor de
nitrogénio e armazenadas em nitrogénio liquido a -196 °C. Os parametros de cinética,
avaliados em todos os experimentos, pods-descongelamento foram realizados pelo
sistema CASA e os resultados de analise de integridade da membrana (foi realizada no
ultimo experimento) foi obtido através de microscopia de fluorescéncia. Como resultado
foi possivel observar que: o tempo de 2 horas em vapor de nitrogénio ndo alterou a
qgualidade das amostras criopreservadas; as metodologias de 45 °C por 5 segundos e
40 °C por 8 segundos podem ser empregadas no descongelamento de amostras da
espécie; o Metanol sem o0 uso da combinacdo de um crioprotetor impermeavel,
apresentou no geral, os melhores resultados nas analises cinéticas e na integridade de
membrana. Assim, os testes in vitro mostraram que o Metanol pode ser empregado na
criopreservacao seminal de L. marmoratus, podendo ser utilizado no desenvolvimento
de um banco de germoplasma ou em sistemas de producéo de peixes brasileiros.

Palavras-chave: Pimelodidae; metanol; analise cinética; sémen; peixes.

! Dissertacdo de Mestrado em Zootecnia — Producdo Animal, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (p.72) Margo, 2024.



DEVELOPMENT OF A SEMINAL CRYOPRESERVATION PROTOCOL OF Leiarius
marmoratus?

Author: Eduardo Thomé Nicoleti
Advisor: Danilo Pedro Streit Jr
Co-supervisor: R6mulo Rodrigues Batista

Abstract: The present research evaluated the development of a standardized L.
marmoratus sperm cryopreservation protocol to serve both in the production of hybrids
and in the ex situ conservation of the species. Twenty three males (n=23) were
distributed in four experiments where semen samples were collected, cryopreserved and
subjected to analysis after thawing. The first test verified which permeable cryoprotectant
together with the thawing methodology performed better on the seminal samples of the
species. The second experiment, using the best samples from the first and second tests,
verified the action of different residence times in nitrogen vapor on the cryopreserved
material. The third experiment verified which concentration of the best cryoprotectant
permeable presents the best results after thawing. Finally, the last test verified which the
best waterproof cryoprotectant performs best together with the permeable
cryoprotectant. The semen samples were diluted in the tested medium (1:4), then frozen
in a container with nitrogen vapor and stored in liquid nitrogen at -196 °C. The kinetic
parameters, evaluated in all experiments, post-thawing was performed by the CASA
system and the results of membrane integrity analysis (it was performed in the last
experiment) were obtained through fluorescence microscopy. As a result, it was possible
to observe that: the 2 hour period in nitrogen vapor did not change the quality of the
cryopreserved samples; the methodologies of 45 °C for 5 seconds and 40 °C for 8
seconds can be used to thaw samples of the species; Methanol without the use of a
combination of an impermeable cryoprotectant, generally presented the best results in
kinetic analyzes and membrane integrity. Thus, in vitro tests showed that Methanol can
be used in the seminal cryopreservation of L. marmoratus, and can be used in the
development of a germplasm bank or within Brazilian fish production.

Keywords: Pimelodidae; methanol; kinetic analysis; semen; fish.

1 Masters dissertation in Animal Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. ( p.72) March, 2024.
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1. INTRODUCAO

A producéo brasileira de pescado € a maior entre todos os paises da América
do Sul, com perspectiva de aumento nos numeros produtivos, de acordo com 0s
altimos relatérios da FAO (2020). Segundo dados da Peixe BR (2024), a producao
aproximada da piscicultura no Brasil no ano de 2023 foi de 887 mil toneladas, com um
crescimento de 3,1% sobre a producédo do ano de 2022, sendo 29,7% desse montante
representado por peixes nativos.

Com a queda de 3,3% na producdo de espécies nativas no ano de 2023 em
comparacao a 2022 (Peixe BR, 2024), evidéncia que a producdo e manejo destas
espécies ainda enfrentam adversidades. Elas estdo relacionadas com problemas
envolvendo questdes sanitérias, legalizacdo da producéo, industrializacdo, ampliacédo
de novos mercados e reproducao dos animais em cativeiro. Este ultimo item € um dos
principais desafios na piscicultura comercial, uma vez que as espeécies nativas
apresentam técnicas singulares e requerem condi¢cdes especificas para sua
reproducéo (Garcez et al., 2021).

Com o intuito de alavancar a cadeia produtiva dos peixes nativos, algumas
técnicas podem ser empregadas na piscicultura a fim de auxiliar de forma prética a
producédo destas espécies de interesse comercial, ecolégico e potencial econémico. A
criopreservacao de sémen é um exemplo de técnica que pode ser utilizada, sendo um
procedimento essencial para aperfeicoar a conservacdo do material genético de
espécies com importancia econémica e ecoldgica (Figueroa et al., 2016). Também
pode ser empregada na conservacao da biodiversidade e preservacdo do sémen de
animais ameacados de extin¢cdo e na otimizacdo do manejo de machos geneticamente
superiores (Dietrich et al., 2017; Nynca et al., 2015; Cabrita et al., 2010).

Esta metodologia assegura inimeras vantagens, tais como, praticidade no
manejo dos reprodutores, ja que é possivel trabalhar com machos e fémeas em
momentos distintos; facilidade no transporte do material genético; a reducdo de
problemas causados por assincronia da maturidade gonadal entre fémeas e machos;
estabelecer programas de hibridizacdo com peixes de diferentes locais e periodos
reprodutivos (Maria et al., 2009; Martinez-Paramo et al., 2009; Viveiros et al., 2009).

Para a obtencé&o de bons resultados na criopreservacéo séo utilizadas solugcbes
crioprotetoras especificas com o intuito de atuar como um meio substituto da agua

presente no meio intracelular, onde através de gradiente osmdtico, realizam a
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desidratacdo parcial da célula, diminuindo assim o ponto de congelamento e
reduzindo a formacao de cristais de gelo nas camadas internas e externas da célula
(Rosato & laffaldano, 2013; Neves, 2008; Robles et al., 2003). Estas solucdes
apresentam funcéo de protecdo contra a exposi¢cao a baixas temperaturas no meio
em que as células sdo submetidas, contudo, estas podem vir a causar danos
osmoticos e toxicidade celular (Guan et al., 2010).

Dentre as inUmeras espécies nativas brasileiras que podem ser destinadas a
pratica da criopreservacao de sémen, o Leiarius marmoratus (Gill, 1870) é um peixe
de couro que possui boa adaptacéo nos sistemas de producéao, facilidade de consumo
de dietas secas e baixas taxas de canibalismo (Mateo & Rojas, 2005). Esta espécie
vem recebendo muita atencéo dos piscicultores brasileiros para a produgdo comercial
de hibridos através da sua reproducdo com P. reticulatum, produzindo o hibrido
conhecido como Jundiara (Barros et al., 2020).

Diante desse contexto, a criopreservacao seminal da espécie poderia auxiliar
no manejo reprodutivo em cativeiro, diminuindo os problemas relacionados a
assincronia entre machos e fémeas, que é notado nesta espécie. Algumas pesquisas
ja foram realizadas visando o desenvolvimento de um protocolo de criopreservacao
seminal para o jundia amazonico (Borges et al., 2020; Gheller et al., 2019), contudo,
os resultados obtidos ainda sé@o inconsistentes e ajustes no protocolo séo necessarios
para o sucesso da criacdo de bancos seminais da espécie.

Assim é necessario a busca pela diminui¢do de fatores que possam reduzir a
viabilidade e a fertilidade dos espermatozoides apos a realizacdo da criopreservacao
espermatica. Para espécies de interesse comercial e potencial econédmico, como o
caso do L. marmoratus, estes estudos podem vir a servir para a conservacao de
material genético da espécie e favorecer sua producdo e comercializacdo dentro do

cenario dos peixes nativos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cenario da aquicultura no Brasil

A aquicultura brasileira teve inicio por volta da década de 30, tendo um
crescimento gradativo ao longo dos anos (LEITE et al., 2013). O potencial hidrico do
Brasil e a grande variagdo de ambientes aquéticos, Ihe atribui uma grande riqueza e
abundancia de espécies, algumas ja com grande destaque no mercado nacional,
como Colossoma macropomum. Contudo, a observacdo de HAZIN (2006) que tem
quase duas décadas, que inumeras espécies de peixes que sequer foram
identificadas e, consequentemente, a capacidade zootécnica da ictiofauna nativa é
subestimada, ainda € bastante atual.

Em contrapartida, como mostra o relatério da FAO (2016), diversos estudos e
investimentos vém sendo aplicados para o desenvolvimento e aperfeicoamento de
técnicas e manejo produtivo dos peixes, com estatisticas que apontam um
crescimento de até 104% na producdo aquicola nos proximos anos no territorio
brasileiro. Segundo Sonoda et al. (2012), outro ponto importante para alavancar a
producao esta voltado para a demanda dos consumidores de pescado e como ela se
relaciona com outros tipos de proteinas e alimentos, o que € fundamental para garantir
um aumento do consumo de peixes.

Com esse enorme potencial, o Brasil ainda pode contribuir mais para a
producdo mundial de pescado, quando levado em consideracdo Seus recursos
hidricos e terrestres (FAO, 2018). Segundo a Peixe BR (2024), houve crescimento
significativo da atividade, com diminui¢ao da participacdo dos peixes nativos em 2023.
As dificuldades de comercializacdo impostas pela pandemia podem responder por
parte da queda na producéo de peixes nativos, que ocorreu em 2021, mas que voltou
a crescer no ano de 2022 (Peixe BR, 2023) e que devido questdes climaticas e
também sanitarias voltou a cair em 2023 (Peixe BR, 2024). Produtores de algumas
regides, como o Sudeste, tém investido em tecnologia e ampliado os sistemas de
producdo para piscicultura, principalmente nos estados de S&o Paulo e de Minas
Gerais, onde a producéo de espécies nativas e da tilapia, cresceram 86,4% e 104,6%,
respectivamente, entre 2014 e 2018 (FAO, 2018).

E importante ressaltar que o Brasil ainda passa por um periodo de

profissionalizacdo nesta atividade voltada para a industrializacdo (FAO, 2018) e
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grande parte dessas técnicas estdo relacionadas principalmente a nutricdo, sanidade,
domesticacdo de espécies nativas, reproducdo induzida e o manejo dentro das

propriedades (Lima, 2014).

2.2 Métodos reprodutivos de espécies nativas

O Brasil detém um grande potencial hidrico que permite reunir uma extensa
variedade de espécies nativas classificadas como espécies neotropicais, que por sua
vez possuem diferentes estratégias reprodutivas (Galo et al., 2015). Diversas espécies
neotropicais migram rio acima durante a reproducao (reofilicas), nadando para aguas
mais calmas para realizar a desova. Esse episdédio, chamado de piracema, ocorre
como resposta a sinais do ambiente, temperatura, chuva e fotoperiodo, que
desencadeiam a maturacdo dos gametas (Godinho et al., 2007).

As especies reofilicas ndo se reproduzem naturalmente fora de seu habitat
natural, pois ndo recebem a estimulagdo necessaria para resultar em uma resposta
enddcrina, e apenas desenvolvem parcialmente suas gbnadas (Murgas et al., 2011).
Com isso, para que ocorra o desenvolvimento gonadal adequado em cativeiro, é
preciso que ocorra intervencao manual, simulando condicbes ambientais favoraveis a
reproducao (Ribeiro & Moreira, 2014). A utilizacdo de hormdnios (Ribeiro & Moreira,
2014), como os extratos brutos de pituitaria de Cyprinus carpio, sao considerados 0s
mais comuns nessa etapa da inducgéao reprodutiva (Colpo et al., 2011).

A reproducdo artificial da maioria das espécies nativas é otimizada pelo uso da
induc&o hormonal (Figura 1). Ela possibilita a maturagao final e liberagédo dos gametas
de peixes mantidos em cativeiro, além de aumentar a eficiéncia da reproducdo em
condicdes laboratoriais (Carneiro, 2007). Esta técnica também pode ser utilizada para
aumentar a producéo seminal, antecipar o periodo reprodutivo, restringi-lo ou mesmo
sincronizar a reproducao de um lote de matrizes (Andrade & Yasui, 2003).

No Brasil, o hormdnio mais utilizado para realiza¢do da inducdo da reproducao
pela maturagéo final de peixes € o extrato bruto de hipdéfise de C. carpio (Zaniboni-
Filho & Nufier, 2004). A indugdo hormonal com extrato hipofisario nos machos, em
algumas espécies, € importante por possibilitar o aumento do volume de sémen
obtido, facilitando os procedimentos da reproducdo em laboratério e permitindo a
utilizacdo de um menor numero de machos. Isso possibilita a reducéo do plantel de

reprodutores e dos custos de producéo (Carneio, 2007).
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Figura 1. Indug@o hormonal reprodutiva em um exemplar de Leiarius marmoratus. Fonte: Autor, 2024.

Outra alternativa para a indugdo reprodutiva em peixes é a combinacdo de
hormonios liberadores de gonadotrofinas (MGnRHa e sGnRHa) e blogueadores dos
receptores de dopamina (pimozida, domperidona e metoclopramida), denominados
inibidores de GnRHa + dopamina (Araujo et al., 2014). Dentre esses indutores
hormonais, o Ovopel® foi desenvolvido pela Universidade de Godollo, Hungria, e é
conhecido como regulador do hormdnio luteinizante ou seus analogos superativos
(Das, 2004).

Martins (2011) avaliou a reproducéo de machos e fémeas de C. macropomum,
submetidos a indugcdo hormonal com Extrato de Hipoéfise de Carpa e Ovopel® e
observou que o indutor hormonal Ovopel® pode ser utilizado em substituicdo ao
protocolo tradicional com Extrato de Hipofise de Carpa. Foi verificado que os
parametros avaliados em ambos os sexos foram semelhantes entre os indutores
testados. Outro hormoénio substituto ao extrato hipofisario a ser citado € o Ovaprim®,
que utiliza o proprio sistema endodcrino dos peixes para induzir a maturacao de forma
segura, possibilitando coordenar as datas das desovas (Carvalho, 2016). Seu uso é
indicado para induzir a maturacdo dentro de um periodo, para antecipar a data da
desova e também aumentar a produgcéo seminal e contagem de células espermaticas
(Carvalho, 2016).



17

2.3 Criopreservacao

A criopreservagdo pode ser definida como a conservagéo da viabilidade de
tecidos e de células em baixas temperaturas no estado de quiescéncia, promovendo
0 cessamento das reacOes bioquimicas e possibilitando, apés o aquecimento, a
restauracdo das atividades metabdlicas (Cheuiche et al., 2011). Segundo Sztein et al.
(2018), o inicio dessa ciéncia deu-se em 1776 quando Lazzaro Spallanzani descreveu
a sobrevivéncia de espermatozoides de seres humanos, cao, touro, cavalo, sapo e
salamandra em ambientes quentes e frios. Mais tarde, Polge et al. (1949) publicou o
primeiro estudo com criopreservacdo seminal de uma espécie anima, no caso com
aves

Os materiais biol6gicos geralmente sdo estocados em ultrafreezers (-80 °C),
suspensos em botijées de vapor de nitrogénio liquido (-170 °C) ou até mesmo imersos
em nitrogénio liquido (-196 °C), sendo o udltimo método o mais utilizado. Em
temperaturas tdo baixas, os niveis de energia cinética sdo demasiadamente baixos
para permitir o movimento das moléculas, promovendo a conservacdo do material
criopreservado (Grout et al., 1990). Esta técnica é essencial para o armazenamento e
disponibilidade de recursos genéticos (Matthews et al., 2018).

Para realizacdo da criopreservacao, sao utilizadas solucdes crioprotetoras, com
o intuito de proteger as células e tecidos durante a diminuicdo da temperatura (Guan
et al., 2010). Estas solucdes apresentam como fungdes a retirada de agua, existente
no meio intracelular, por meio de gradiente osmatico, através da desidratacao parcial
da célula, reduzindo o limiar de congelamento e evitando a criagédo de cristais de gelo
no interior das células (Rosato & laffaldano, 2013).

Os agentes crioprotetores podem ser divididos em dois grupos em razéao da sua
capacidade de penetrar nas membranas celulares (Elliot et al., 2017; Xin et al., 2017).
Os crioprotetores classificados como ndo permeaveis sao aquelas substancias que
tem alto peso molecular. Supde-se que essas moléculas ndo conseguem penetrar no
interior da ceélula, mas promovem a acao protetora de forma externa. Por serem
compostos hidrofilicos, eles se ligam as moléculas de agua, aumentando a
viscosidade da solucéo e diminuindo a formacé&o de cristais de gelo (Fahy, 2007).

J& os crioprotetores permeaveis (internos) sdo, em teoria, substancias com alta
solubilidade em agua e de baixo peso molecular, podendo penetrar a membrana

celular e desempenhar sua acdo crioprotetora por todo o citoplasma e organelas,
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limitando a temperatura de congelamento intracelular, logo, suprimindo a formacao de
cristais de gelo (Hubalek, 2003). Um agente crioprotetor permeavel deve apresentar
como caracteristicas o baixo peso molecular, baixa toxicidade e alta capacidade de
atravessar a membrana celular (Fahy, 2010).

2.4 Criopreservacao de sémen em peixes

O primeiro estudo que obteve éxito com a criopreservacado de sémen de peixes
foi em 1953, com sémen de arenque (Blaxter, 1953). Ao longo das ultimas décadas
as metodologias de criopreservacdo de sémen de peixes evoluiram, aumentando
assim, o numero de potenciais aplicacbes. Na aquicultura, esta pratica visa
proporcionar o melhor aproveitamento dos reprodutores nas propriedades que
produzem alevinos; conservar a genética de animais selecionados por um programa
de melhoramento genético; e solucionar problemas de assincronia entre machos e
fémeas na maturacao final dos gametas (Asturiano et al., 2017).

A criopreservacdo seminal possui algumas etapas obrigatorias, como: coleta do
sémen (Figura 2); diluicdo do sémen em um extensor; tempo de equilibrio térmico ou
no crioprotetor; congelamento; armazenamento congelado. Cada etapa citada é de
suma importancia, pois a falha em qualquer fase do procedimento pode levar a erros

no resultado da técnica (Tiersch, 2001).

Figura 2. Coleta seminal de Leiarius marmoratus, usando uma seringa. Fonte: Autor, 2024.

Para o desenvolvimento de um protocolo de criopreservacédo, deve ser

selecionada uma solucéo extensora, com a finalidade de impedir a ativacao imediata
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da motilidade espermatica, atuando na protecdo das células e fornecendo os
nutrientes a elas. Aléem disso, possuem a funcdo de diluir a amostra até a
concentracéo esperada de espermatozoides e atuar como um meio transportador para
0s crioprotetores necessérios durante a criopreservacédo (Yang et al., 2016).

Na atividade de conservacdo de gametas masculinos, o dimetilsulfoxido
(DMSO) vem sendo considerado o crioprotetor mais eficiente para a maioria das
espécies (Suquet et al., 2000). No entanto, outros crioprotetores jA& mostram bons
resultados na criopreservacao do sémen de peixes. Muitos detalhes sdo cruciais e
poderdo influenciar na qualidade dos espermatozoides ap6s o descongelamento,
como a formacdo de gelo extra e intracelular no decorrer dos processos de
congelamento e descongelamento seminal (Gao & Critser, 2000).

A criopreservacao seminal possibilita algumas vantagens, uma delas é a
possibilidade de transporte de gametas para diferentes locais. Com isso, evita-se 0
transporte de animais, que pode influenciar nos seus parametros de qualidade seminal
(Cabrita et al., 2010). Outro ponto positivo da utilizagdo da técnica, é o
armazenamento de germoplasma, o que acaba permitindo a conservacdo de
caracteristicas de interesse na espécie foco de determinado estudo (Cabrita et al.,
2010). Nesse sentido, a criopreservacao serve como uma ferramenta para a producao

e estocagem desses materiais genéticos (Tiersch et al.,2011).

2.5 Avaliacdo da cinética espermética

Danos gerados durante o processo de criopreservacdo pela formacédo de
cristais de gelo, toxidade dos crioprotetores, flutuacao do pH, choque térmico e o efeito
da diferenca de osmolaridade, séo as principais fontes de reducdo na qualidade
espermatica (Chao & Liao, 2001). Vale ressaltar que, as caracteristicas do sémen
variam entre as espécies, o que faz com que analises de qualidade seminal e
desenvolvimento de técnicas para caracterizar essa qualidade sejam uma prioridade
a ser desenvolvida (Cabrita et al., 2010). Os problemas que podem ser oriundos do
processo de criopreservacdo podem ser analisados com uma diversidade de analises
e técnicas.

Uma das técnicas para avaliar os danos e a qualidade do sémen criopreservado
€ a motilidade espermatica, a qual, geralmente, se correlaciona bem com a fertilidade

(Kime et al., 2001). A avaliacdo da motilidade espermatica pode ser realizada de duas
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formas, a primeira é a avaliacdo subjetiva, onde um técnico experiente ou nao, avalia
a motilidade por meio de uma simples observacéao utilizando um microscopio optico.
O problema deste método € que os resultados sdo impactados pela experiéncia do
técnico que realiza a avaliacdo, podendo ser subestimados ou superestimados
(Gallego et al., 2018).

A segunda forma é a avaliacdo objetiva, onde uma camera acoplada a um
microscopio que grava um video dos espermatozoides em movimento. Esse video é
analisado utilizando-se softwares (Computer Assisted Sperm Analysis — CASA) que
capturam as posicdes das cabeca dos gametas, frame a frame, conseguindo assim
calcular as trajetorias e obtendo outras caracteristicas do movimento. Essa ferramenta
foi utilizada primeiramente em sémen de mamiferos na década de 70 e, somente, na
década de 90 o seu uso foi adaptado para estudo dos espermatozoides de peixes
(Perchec et al., 1995; Toth et al., 1995).

ApoOs a analise do video esses sao 0s parametros e suas respectivas unidades
que o software CASA (Figura 3) pode captar e estimar: a) relacao entre o numero de
espermatozoides moéveis e iméveis (MOT - %); b) velocidade média do caminho
percorrido (VAP - um s); c) velocidade curvilinea (VCL - um s?); d) velocidade em
linha reta (VSL - um s?); e) espermatozoides que realizam movimento progressivo
(PRG - %); f) espermatozoides que se movimentam de forma linear (LIN - %); g) indice
de oscilagdo da trajetéria (WOB, %); h) amplitude do deslocamento lateral da cabeca
(ALH - pm) e a i) frequéncia do batimento de flagelo (BCF — Hz) (Kowalskl & Cejko,
2019).

Figura 3. Esquema que demonstra os parametros analisados e estimados pelo software CASA. Os
circulos pretos representam as posi¢des sucessivas da cabeca do espermatozoide durante a gravacao
do video. VCL - velocidade curvilinea; VAP — velocidade média do caminho; VSL — Velocidade em
linha reta; ALH — amplitude do deslocamento lateral da cabeca; BCF — frequéncia do batimento de
cauda. Fonte: Gallego et al., 2018.
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2.6 Leiarius marmoratus

O jundia amazdnico ou jundid-onca (Figura 4) (Leiarius marmoratus) é um peixe
pertencente a familia Pimelodidae, na ordem Siluriformes. Esta espécie é encontrado
ao longo das bacias do Orinoco e Amazobnica (Lundberg & Littmann, 2003),
abrangendo a Venezuela, Coldmbia, Peru, Bolivia e os estados do Amapé, Acre,
Amazonas, Rondbnia, Roraima e Para no Brasil. E uma espécie que habita as
camadas mais profundas de rios e lagos, e que prefere se alocar sob pedras e troncos

ao fundo durante o dia, possuindo comportamento mais ativo entre o crepusculo e 0

alvorecer (Ramirez-Gil & Ajiaco-Martinez, 1997).

Figura 4. Exemplar macho de jundid amazonico, Leiarius marmoratus adulto. Fonte: Autor, 2024.

E um peixe tropical muito utilizado também na ornamentacdo devido ao seu
padrdo de manchas muito admirado pelos aquaristas. De acordo com Baensch & Riehl
(1995), como um peixe tropical, a faixa de pH adequada pela espécie situa-se entre
5,8 e 7,2, e temperatura entre 24 e 26°C. E uma espécie de couro que possui boa
adaptacdo nos sistemas de producado, apresenta facilidade de consumo de dietas
secas e baixas taxas de canibalismo na fase larval (MATEO & ROJAS, 2005). Esta
espécie vem ganhando muita atencéo dos piscicultores brasileiros para a producao
comercial de hibridos, por meio da sua reproducédo com P. reticulatum, produzindo o
hibrido conhecido como Jundiara (Barros et al., 2020).

Como relatado, o hibrido jundia amazonico apresenta grande potencial
produtivo. Contudo, produtores tém encontrando dificuldades na coleta de sémen do
L. marmoratus, sendo necessario em muitos momentos o abate do animal para

obtencdo de sémen (Mora & Kossolski, 2006; Castillo et al., 2003). Isso torna a
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reproducdo desta espécie restrita devido ao limitado numero de reprodutores nos
plantéis das pisciculturas.

O pequeno volume de sémen liberado por massagem abdominal pelo L.
marmoratus pode estar relacionada com a presenca de tecido muscular liso de
natureza contratil na porcédo distal dos testiculos, sugerindo a presenca de um
esfincter que pode limitar a saida do sémen pela papila urogenital (Mira et al., 2010).
Essa dificuldade na coleta de sémen aumenta a importancia do desenvolvimento de
um banco de sémen criopreservado da espécie para melhorar o manejo reprodutivo,

especialmente na producao de hibridos.
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3. HIPOTESE

O desenvolvimento um protocolo de criopreservagao seminal de L. marmoratus

possibilitara a manutencéo da viabilidade reprodutiva apos a criopreservacao.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Desenvolver um protocolo de criopreservacado espermatica de L. marmoratus
padronizado para servir tanto na producéo de hibridos como na conservacéo ex situ

da espécie.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar o crioprotetor permeavel e concentracdo mais adequados para
criopreservar o sémen de L. marmoratus;

e Avaliar a combinacdo entre os crioprotetores permeaveis e crioprotetores
impermeaveis em sémen de L. marmoratus;

¢ Identificar qual a temperatura de descongelamento adequada para o sémen
de L. marmoratus;

e Estabelecer o tempo minimo de armazenamento das amostras de sémen

criopreservadas de L. marmoratus em “dry-shipper”.
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1. Introducéo

O Leiarius marmoratus € uma espécie de peixe que pertence a ordem
Siluriforme e a familia Pimelodidae onde estao distribuidos pelas bacias do Orinoco e
Amazonas, podendo atingir mais de 100 cm de comprimento corporal e pesar até 12
kg (Lundberg e Littmann, 2003). Amplamente utilizado em aquarifilia e apreciado na
pesca esportiva, L. marmoratus também é utilizado na aquicultura brasileira para
produzir hibridos interespecificos com bagres do género Pseudoplatystoma
(Hashimoto et al., 2016; Hashimoto et al., 2012;Campos, 2010).

O objetivo da producéo de hibridos ocorre a partir dos aspectos zootécnicos
positivos, como: a producao de juvenis com alimentacao onivora, reduc¢ao no custo de
producédo e aproveitamento da popularidade do Pseudoplatystoma corruscans entre
os consumidores (Fantini et al., 2019). Mesmo com sua importancia comercial, seu
destaque na cadeia produtiva de peixes ainda é limitado por alguns motivos, como
dificuldades na coleta de sémen (Mora e Kossowski, 2006; Castillo et al., 2003) e
também a falta de sincronia reprodutiva entre fémeas do género Pseudoplatystoma e
machos de L. marmoratus (Galo et al., 2014).

Sendo assim, a formacdo de um banco de germoplasma para a espécie,
atenderia premissas importantes com objetivos zootécnicos. Segundo Maria et al.
(2009) bancos de germoplasma otimizam a hibridizagdo no cruzamento com peixes
com periodos reprodutivos diferentes e Maria e Carneiro (2012) relacionam ainda a

facilidade operacional no estabelecimento de programas de melhoramento genético e
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conservacao da espécie. Contudo, ainda faltam estudos para um protocolo de
criopreservacdo seminal confiavel que permita a formacdo de um banco de
germoplasma eficiente, como constataram Gheller et al. (2019).

Na literatura é possivel encontrar trabalhos que buscaram estabelecer
protocolos de criopreservacado seminal para a espécie (Borges et al., 2020; Gheller et
al., 2019). Entretanto, a falta de padronizacdo nos protocolos de criopreservacao
seminal bem como resultados pouco consistentes e de baixa replicabilidade,
convergem para a necessidade do desenvolvimento de um protocolo confiavel para
possibilitar a constru¢do de um banco de germoplasma.

Com isso, 0 presente estudo teve como objetivo estabelecer um protocolo de
criopreservacdo seminal para L. marmoratus, avaliando a acgdo de diferentes
temperaturas de descongelamento e tempo minimo de armazenamento em dry-
shipper e qual o efeito do protocolo sobre os parametros seminais ap0s 0 processo

de descongelamento.

2. Material e métodos

2.1. Localizacao, selecdo dos reprodutores, alimentacao e qualidade da agua

A pesquisa foi conduzida no municipio de Terenos, Mato Grosso do Sul, Brasil
(20:25’57" S e 55°17’11" W) no periodo de 06 a 22 de fevereiro de 2023. A
metodologia empregada no presente estudo foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (n° 1083/2019).

Os animais utilizados no experimento foram mantidos em um tanque escavado
de aproximadamente 1.000 m2, com uma renovacao continua de agua, de 10%/dia e
uma densidade de 0,2 peixes/m?. A alimentacdo dos reprodutores foi composta por
racdo (Supra®) carnivoros extrusada com pellet de 14 mm (matéria seca 88%,
proteina bruta 40%, extrato etéreo 8%, matéria fibrosa 3%, matéria mineral 13%,
calcio 1.5%, fésforo 1%, energia digestivel 3400 kcal/kg), fornecida uma vez ao dia
com quantidade equivalente a 1% da biomassa de cada tanque.

Durante o periodo experimental, as condicbes ambientais foram temperatura
maxima e minimas de 31,7 e 21,9 °C respectivamente, e a precipitacdo média de 93
mm (CEMTEC, 2023). Os peixes selecionados para realizacdo do experimento foram

transportados para o laboratério de reproducéo e alocados em dois tanques de 1.000
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L com renovacdo continua de agua. Nos tanques dentro do laboratério, a agua
manteve-se a uma temperatura media de 27,4 + 1,2 °C, com 8,5 mg/L de oxigénio

dissolvido e fotoperiodo natural.

2.2. Inducéo hormonal e coleta de amostras

A reproducdao induzida foi realizada conforme protocolo adaptado de Borges et
al. (2020). Os animais selecionados mantidos em laboratoério, foram pesados e
submetidos a inducdo hormonal com dosagem Unica intramuscular de 3,0 mg/kg de
peso corporal de extrato bruto de hipéfise de carpa (Hoepers®) diluido em 0,25 mL de
soro fisiolégico/kg de peso corporal de cada animal.

Apds um acumulo térmico de 180 horas-grau posterior a indugéo (6,7 horas a
27°C), foi realizada a coleta do sémen através de massagem abdominal no sentido
encéfalo-caudal. As aliquotas de sémen foram coletadas com seringa de 1 mL e
diluidas imediatamente em Beltsville Thawing Solution (BTS®) na propor¢édo 1:1
(Yasui et al., 2015; Spica et al., 2021). Em seguida, as amostras obtidas foram
transferidas para microtubos de 1,5 mL para avaliacGes laboratoriais. A diluicdo no
extensor BTS® foi realizada com o intuito de aumentar o baixo volume seminal obtido
na coleta de amostras da espécie, bem como, reduzir os efeitos de possiveis
contaminagdes com residuos de urina ou sangue, 0s quais poderiam ativar a
motilidade prematuramente e dessa maneira inviabilizar a utilizacdo das amostras
(Spica et al., 2021).

Em seguida, 1 yL de sémen de cada amostra foi colocado em camara
hematimétrica de Neubauer em microscépio Optico em uma objetiva de 40X para
verificagdo de ativagdo prévia dos gametas. As amostras com a presenca de
espermatozoides moveis foram descartadas. Os microtububos com amostras viaveis
foram mantidos refrigerados em caixas de poliestireno a 14 + 1°C a fim de preservar
parametros seminais da espécie por aproximadamente 5 minutos quando foi iniciado

0 processo de congelamento (Galo et al., 2014).

2.3. Desenho experimental

Um total de 23 machos de L. marmoratus com o peso médio de 2,71 + 0,96 kg

e identificados com microchip (AnimallTAG®) foram utilizados em quatro
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experimentos para definir o melhor protocolo de criopreservacdo de sémen para L.
marmoratus.

Desse modo: Experimento 1, identificou-se os crioprotetores permeaveis com
melhor desempenho assim como o melhor protocolo de descongelamento da amostra;
Experimento 2, se ocorreu diferengca em manter as amostras por duas ou 24 horas em
vapor de nitrogénio; Experimentos 3, diferentes concentragdes dos melhores
crioprotetores permedveis identificados no Experimento 1 foram testados contra o
protocolo sugerido por Gheller et al. (2019); Experimento 4, as duas melhores
combinacgdes (crioprotetor e concentracdo) no Experimento 3 foram associados a
crioprotetores ndo permeaveis e ainda comparados contra o protocolo sugerido por
Gheller et al. (2019).

2.4. Experimento 1 e 2

Sémen de sete animais com taxas de motilidade iguais ou superiores a 80%
foram submetidos a cinco crioprotetores permeavel: Metanol (Sigma Aldrich®),
Dimetilsulfoxido  (Sigma  Aldrich®), Dimetilformamida (Sigma  Aldrich®),
Dimetilacetamida (Sigma Aldrich®) e Propilenoglicol (Sigma Aldrich®). As amostras
selecionadas individualmente, foram diluidas na solucao crioprotetora na propor¢céo
de 1:4 (sémen:meio crioprotetor). O meio crioprotetor foi composto pelo extensor
(BTS®) + crioprotetor permeavel fixado na concentracdo de 10% (ajustado para o
volume final).

ApGs a diluicdo, as amostras foram imediatamente envasadas em palhetas de
0,25 mL (Minitube, Tiefenbach/Landshut, Alemanha). Em seguida, estas palhetas
foram armazenadas em botijado de vapor de nitrogénio (Dry-Shipper MVE SC4/2 V,
Genex, Toronto, Canada) por um periodo de 24 horas (Gheller et al., 2019; Borges et
al., 2020). Afim de observar se o menor tempo de estocagem no Dry Shipper altera a
qgualidade das amostras, parte das amostras apds 2 horas de armazenamento, foram
transferidas para um botijdo de nitrogénio liquido (MVE Millennium 2000, Genex,
Toronto, Canada. O restante das amostras, apos 24 horas, foram transferidas para o
mesmo botijdo de nitrogénio liquido, previamente reportado a -196 °C, onde
permaneceram por mais 24 horas até seu descongelamento.

Foram congeladas um total de cinco palhetas por tratamento para cada animal,

totalizando 175 palhetas criopreservadas foram analisadas. Para o descongelamento,
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as amostras que permaneceram 24 horas no vapor de nitrogénio foram
descongeladas por imersdo em banho-maria. Foram testadas as seguintes
combinacdes de tempos/temperaturas: 30°C/10s, 40°C/8s, 45°C/5s e 60°C/3s. Apoés
o descongelamento, foram realizadas analises cinéticas dos espermatozoides em
cada amostra, para determinar quais os melhores crioprotetores e a melhor
temperatura para realizar o descongelamento das amostras.

Para o segundo experimento, as amostras que tiveram melhor desempenho
cinético no primeiro teste e estocados por 2 horas no vapor de nitrogénio liquido, foram
descongeladas para serem analisadas. Os tratamentos contendo Metanol, DMF e
DMA foram selecionados para esse teste, ap0s passarem por analises estatisticas no
Experimento 1. As amostras foram descongeladas a uma temperatura de 45°C/5s, em
seguida o efeito do tempo de armazenamento sobre desempenho cinético.

"5 Experimento 1
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de Descongelamento

Motilidade Espermatica| _J Andlise de Sémen Descongelado

Figura 1. Experimento 1 - Teste de diferentes solugBes crioprotetoras e diferentes temperaturas de
descongelamento em sémen criopreservado de Leiarius marmoratus.

2.5. Experimento 3

No terceiro experimento os dois melhores crioprotetores permeaveis
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identificados no Experimento 1 (Metanol e DMF) foram confrontados com o protocolo
sugerido no estudo de Gheller et al. (2019) (Figura 2). Para este experimento um
delineamento completamente ao acaso foi realizado, testando-se sémen de 8 animais
em sete tratamentos: Metanol (5, 10 e 15%); Dimetilformamida (5,10 e 15%) além do
controle Trealose (200mM).

As amostras selecionadas individualmente, foram diluidas na solugéo
crioprotetora na proporgao de 1:4 (sémen:meio crioprotetor) e o controle apenas
Trealose (200mM). Para os tratamentos o meio crioprotetor foi composto pelo extensor
(BTS®) + crioprotetor permeavel fixado na concentracdo de acordo com cada
tratamento (5, 10 e 15%). ApoOs a diluicdo, as amostras foram imediatamente
envasadas em palhetas de 0,25 mL (Minitube, Tiefenbach/Landshut, Alemanha). De
acordo com o Experimento 2, as amostras foram mantidas por duas horas em botijao
de vapor de nitrogénio (Dry-Shipper MVE SC4/2 V, Genex, Toronto, Canada) e
posteriormente as palhetas foram transferidas para botijao de nitrogénio liquido (MVE
Millennium 2000, Genex, Toronto, Canada) a —-196 °C, onde permaneceram por mais
24 horas até seu descongelamento.

Para analise da cinética, cinco palhetas foram congeladas por tratamento para
cada animal, totalizando 280 palhetas criopreservadas. As amostras foram
descongeladas por imersdo em banho-maria na temperatura de 45°C/5s e seguiram

para a analise da cinética dos espermatozoides (Figura 2).
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Figura 2. Experimento 3 — Sémen de Leiarius marmoratus submetido em diferentes crioprotetores
permeéveis com diferentes concentracdes.

2.6. Experimento 4

Amostras de sémen de oito animais foram selecionadas, e testadas quanto a
combinacdo do melhor crioprotetor permeavel em diferentes concentracbes
combinados a crioprotetores impermeéveis. Os tratamentos foram testados foram
diluidos na solucao crioprotetora na proporcao de 1:4 (sémen+meio crioprotetor) além
do controle Trealose (200mM). Para os tratamentos o meio crioprotetor foi composto pelo
extensor (BTS®) + crioprotetor permeéavel (duas concentragdes) ou associado ainda a um
crioprotetor impermeavel. Apoés a diluigéo, a solugéo foi imediatamente adicionada as
palhetas de 0,25 mL (Minitube, Tiefenbach/Landshut, Alemanha).

O crioprotetor permeavel, nesse caso metanol, foi testado em duas
concentracdes (5 e 10%) isolado e combinado com leite em p6 (Molico Skimmed®,
Nestlé, S&o Paulo, Brazil) a 5% e trealose (Sigma Aldrich®) a 100 mM. ApGs o envase,
as amostras permaneceram por duas horas no vapor de nitrogénio no botijao de vapor
de nitrogénio (Dry-Shipper MVE SC4/2 V, Genex, Toronto, Canada). Apdés o
resfriamento por duas horas as palhetas foram transferidas para botijdo de nitrogénio



32

liguido (MVE Millennium 2000, Genex, Toronto, Canada) a -196 °C, onde
permaneceram por mais 24 horas até seu descongelamento.

Foram congeladas cinco palhetas por tratamento para cada animal, totalizando
280 palhetas criopreservadas. As amostras foram descongeladas por imersdo em
banho-maria a uma temperatura de 45 °C/5 segundos para posteriores avaliagbes da

cinética dos espermatozoides e de viabilidade celular (Figura 3).
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Figura 3. Experimento 4 - Sémen de Leiarius marmoratus testado apenas com crioprotetores
permeaveis ou combinado com crioprotetores impermeaveis.

2.7. Analises de amostras ap0s descongelamento
2.7.1. Parametros cinéticos (CASA)

Para avaliacdo dos parametros cinéticos utilizou-se o plugin Computer Assisted
Sperm Analysis (CASA) do software livre ImagedJ. Uma aliquota de 1 pL de sémen
descongelado foi adicionada a microtubo de 1,5 mL e ativada com 50 pyL de agua
destilada. Apds ativagao, 5 yL (sémen + agua destilada) da amostra em microtubo

foram depositados em camara hematimétrica de Neubauer (Olen, Kasvi, Sdo José dos
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Pinhais, Brazil), com 0,1 mm de profundidade, cobertos com laminula de vidro (24 x
24 mm) e em seguida levada a um microscopio optico (Bel Solaris, Milan, Italy) com
ampliacdo de 100 x, conectada a uma camera de video digital (Basler AC640-120uc,
658 x 492 pixels, 120 fps, Ahrensburg, Alemanha) configurada para a captura de
imagens a 100 frames por segundos. Foram gravados videos de 30 segundos
registrando a movimentacado espermatica, sincronicamente a ativacdo com agua
destilada.

A captura da imagem foi iniciada apos a ativagdo, a uma taxa de 100 quadros
por segundo (fps). Utilizando o programa Pylon Viewer (versédo 4.1.0.3660 64 bits;
Basler, Ahrensburg, Alemanha), foram selecionados trechos de 0,5 segundos de
video (100 frames) 10 segundos ap0s ativacao para analise e trés réplicas (campos
de amostras) foram feitas por animal em cada tratamento. Os videos foram
processados no software VirtualDub 1.10.4 (Version 1.10.04; Microsoft Virtual Studio,
Redmond, USA) de acordo com descri¢cdes de Wilson-Leedy e Ingermann (2007).

Posteriormente, os trechos selecionados foram salvos como sequéncias de
imagens em diretorio especifico e posteriormente importadas pelo software ImageJ
(Version 1.53e 64-Bit, National Institutes of Health, USA) e processadas a partir do
plugin CASA, utilizando-se as configuracdes adaptadas para peixes neotropicais
brasileiros. Para os experimentos 1 a 3, 0s seguintes valores de variaveis de entrada
foram usados no plugin CASA: a=1; b=40; c=50; d=8; e=3;f=10;g=15;h=5;i=1
;1] =25; k=25;1=35;m=80; n=80; 0=50; p=60;g=100 ; r=431.03;s=0;et=0.
Para o experimento 4, foram utilizados os valores a=4 ; b=120 ; ¢=50 ; d=8 ; e=3 ; f=10
;g=15;h=5;i=1;)=25;k=25;1=35; m=80; n=80; 0=50; p=60;q9g=100 ;r=431.03
;$=0;et=0.

Através do plugin CASA foi possivel avaliar taxa de motilidade espermatica
(MOT %), velocidade curvilinear (VCL um.s™), velocidade média de deslocamento
(VAP um.s?), velocidade em linha reta (VSL pm.s?), retilinearidade (STR %),
oscilacdo (WOB %), progressao (PROG um), frequéncia de batimento cruzado (BCF
Hz) e nimero de espermatozoides (SPTZs).

2.7.2. Integridade da membrana

Para avaliar a integridade da membrana espermatica, foi utilizado o kit de dupla
coloragéo LIVE/DEAD™ Sperm Viability Kit (Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA). O
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kit € composto pelos corantes fluorescentes SYBR-14 (para coloracdo de acido
nucleico de células vivas) e iodeto de propidio (PI, para coloracdo de acido nucleico
de células mortas que penetra através da membrana plasmatica danificada), adaptado
do método proposto por Hagedorn et al. (2009).

Uma aliquota de sémen de 50 pL foi misturado com 0,25 pL de SYBR-14 (0,02
mM) e incubado na auséncia de luz e temperatura ambiente de 25 °C por 4 min. Em
seguida, 1,0 pL de PI (1,19 mM) foi adicionado a amostra e incubada por 1 min nas
mesmas condi¢bes. Desta incubacdo, os espermatozoides foram utilizados para
preparar laminas histologicas e analisados em microscépio de fluorescéncia (Carl
Zeiss, Jena, Alemanha) em objetiva de 400X, microscopio de epifluorescéncia
Axioplan-Zeiss).

Foram avaliadas trés laminas por animal de cada tratamento, totalizando 200
espermatozoides por lamina. Apos a determinacdo do niumero de espermatozoides
com membranas integras e com membranas rompidas, foi calculada a taxa de

integridade da membrana.

2.8. Andlise estatistica

Quanto ao tratamento estatistico, os dados foram submetidos a analise de
normalidade (teste de Shapiro Wilk ou Kolmogorov-Smirnov) e de homogeneidade
(teste de Bartlett ou Levene). Além disso, foi analisado a presenca de outliers e
guando presente, foram retirados.

Para o experimento 1 (n=7) e 2 (n=3), os dados foram analisados por meio de
andlise de variancia de duas vias (Two-Way ANOVA), seguido de teste de Tukey
guando observado efeito significativo de um dos fatores. Esses dados estédo
apresentados em graficos de barra (média e desvio padrdo). Para o experimento 1, a
ANOVA de duas vias considerou os efeitos dos crioprotetores permeaveis, da
temperatura de descongelamento e da interacao entre os fatores. Para o experimento
2, a ANOVA de duas vias considerou os efeitos dos crioprotetores permeaveis, do
tempo de permanéncia das amostras no Dry-Shipper antes da transferéncia das
amostras para o botijao de nitrogénio liquido e a interacdo entre os fatores.

Para os experimentos 3 (n=8) e 4 (n=8), as variaveis que atenderam aos
pressupostos estatisticos foram submetidas a analise da variancia de uma via (One-

Way ANOVA), seguido de teste de Tukey quando observado diferenca significativa.
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Esses dados estédo apresentados em gréaficos de barra (média e desvio padréo).

As variaveis ndo paramétricas foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis,
seguido de teste de Dunn. Esses dados estdo apresentados em gréficos Box e
Whiskers (Mediana, maximo e minimo). Todas as analises foram realizadas
considerando uma significancia de 5% (p<0,05). Os testes estatisticos foram

realizados por meio do software GraphPad Prism 9.0.

3. Resultados

3.1. Experimento 1

Os resultados da analise de cinética espermatica sao apresentados na Figura
4. Para a motilidade espermatica (Figura 4A), houve efeito significativo (p<0,05) dos
crioprotetores permeaveis e da interacao entre os fatores, porém, ndo houve efeito do
protocolo de descongelamento. A motilidade espermatica das amostras
criopreservadas em metanol foi superior a dos outros crioprotetores independente do
protocolo de descongelamento. A excecdo foram as amostras descongeladas a
60°C/3s, que nao diferiu das amostras criopreservadas com DMF. Além disso, pode-
se destacar que o propilenoglicol apresentou as piores taxas (proximo de 0%), e que
0 DMSO e o DMF conseguiram ser mais eficientes de forma geral ao DMA e ao
propilenoglicol.

Houve efeito significativo (p<0,05) dos crioprotetores permeaveis para as
variaveis VCL (um.s-1), STR, WOB e Progressividade, porém nao diferiram quanto ao
protocolo de descongelamento e da interagéo dos fatores (Figuras 4B, 4E, 4F e 4G).
Os espermatozoides criopreservados em metanol, sempre apresentaram valores
superiores (p<0,05) de VCL, WOB e Progressividade em relacdo ao observado em
propilenoglicol e DMA, independente do protocolo de descongelacdo. Quanto ao STR
os resultados foram iguais (p>0,05) entre metanol, DMSO, DMF e DMA (com excecéao
no descongelamento com 45°C/5s), sendo superiores (p<0,05) aos resultados obtidos
com as amostras criopreservadas com propilenoglicol.

As variaveis VSL, VAP e BCF (Figura 4C, 4D e 4H) apresentaram efeitos
significativos (p<0,05) do crioprotetor permeéavel e no protocolo de descongelamento
das amostras, mas ndo houve (p>0,05) interacao significativa dos fatores. Quando
consideramos o0s efeitos dos crioprotetores permeaveis, VSL e VAP dos
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espermatozoides criopreservados em metanol se destacou positivamente, porém néo
foi possivel observar este desempenho no BCF. Por outro lado, os espermatozoides
criopreservados com propilenoglicol sempre apresentaram o pior desempenho
(p<0,05) para estas variaveis cinéticas, com excecdo dos tratamentos 40°C/8s e
60°C/3s para o BCF. Com relacdo ao protocolo de descongelamento, o
comportamento foi semelhante entre as variaveis VSL, VAP e BCF diferindo o
crioprotetor utilizado. Logo, tanto o VSL e o VAP dos espermatozoides que foram
criopreservados em DMF quanto a variavel BCF dos espermatozoides
criopreservados em propilenoglicol um tempo maior em uma temperatura mais baixa
(30°C/10s) foi pior (p<0,05) do que descongelados em 40°C/8s ou 45°C/5s.
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Figura 4. Efeito de diferentes temperaturas de descongelamento e diferentes crioprotetores permeaveis
na cinética espermatica. A) Motilidade (%) -(Efeito do Crioprotetor: F(4, 120) = 68,36; p<0,0001. Efeito
do descongelamento: F(3, 120) = 2,198; p=0,0918. Interacdo: F(12, 120) = 2,330; p=0,0102). B) VCL
(um.s-1) - (Efeito do Crioprotetor: F(4, 120) = 101,1; p<0,0001. Efeito do descongelamento: F(3, 120) =
1,581; p=0, 1976. Interacao: F(12, 120) = 1,157; p=0,3219). C) VSL (um.s-1) - (Efeito do Crioprotetor:
F(4, 120) = 117,5; p<0,0001. Efeito do descongelamento: F(3, 120) = 3,897; p=0,0107. Interacao: F(12,
120) = 1,704; p=0,0740). D) PAV (um.s-1) - (Efeito do Crioprotetor: F(4, 120) = 115,7; p<0,0001. Efeito
do descongelamento: F(3, 120) = 3,872; p=0, 0110. Interagdo: F(12, 120) = 1,699; p=0,0750). E) STR
(%) - (Efeito do Crioprotetor: F(4, 120) = 90,96; p<0,0001. Efeito do descongelamento: F(3, 120) =
1,348; p=0,2623. Interacdo: F(12, 120) = 0,8543;p=0,5949). F) WOB (%) - (Efeito do Crioprotetor: F(4,
120) = 106,9; p<0,0001. Efeito do descongelamento: F(3, 120) = 0,8321; p=0,4788. Interacdo: F(12,
120) = 1,253;p=0,2557). G) PROG (um) - (Efeito do Crioprotetor: F(4, 120) = 129,9; p<0,0001. Efeito
do descongelamento: F(3, 120) = 3,501; p=0,0627. Interacédo: F(12, 120) = 1,542; p=0,1184). H) BCF
(Hz) - (Efeito do Crioprotetor: F(4, 120) = 25,06; p<0,0001. Efeito do descongelamento: F(3, 120) =
5,123; p=0,0023. Interacdo: F(12, 120) = 3,250; p=0,0004). Letras mailsculas diferentes indicam
diferencas entre os crioprotetores, dentro do mesmo método de descongelamento, utilizando o teste de
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Tukey. Letras minasculas diferentes indicam diferenca entre forma de descongelamento, dentro do
mesmo crioprotetor, pelo teste de Tukey. n = 7.

3.2. Experimento 2

Os resultados da andlise de motilidade e cinética espermatica estdo
sumarizados na Figura 5. Como o objetivo deste experimento foi identificar se havia
alteracdo qualitativa nas amostras, quanto ao tempo de permanéncia no Dry-Shipper,
antes transferéncia para o nitrogénio liquido, selecionou-se os melhores tratamentos
obtidos no Experimento 1. Logo foram selecionados os crioprotetores permeaveis
metanol, DMSO e DMF, todos na concentragéo de 10%.

Para a motilidade espermatica (Figura 5A), houve efeito significativo apenas
dos crioprotetores permeaveis e ndo houve efeito do tempo de permanéncia no Dry-
Shipper e da interacdo entre os fatores. Em ambos os tempos de permanéncia das
amostras no Dry-Shipper (2 ou 24 horas), a maior motilidade dos espermatozoides foi
observada nas amostras criopreservadas com Metanol (10%), que diferiu

significativamente dos demais crioprotetores.
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Figura 5. Efeito de diferentes tempos de armazenamento em vapor de nitrogénio na cinética
espermatica. A) Motilidade (%) - (Efeito do Crioprotetor: F(2, 12) = 18,61; p=0,0002. Efeito do tempo no
Dry-shipper: F(1, 12) = 1,875; p=0, 1960. Interacdo: F(2, 12) = 0,5944,; p=0,5674). B) VCL (um.s-1) -
(Efeito do Crioprotetor: F(2, 12) = 1,637; p=0,2351. Efeito do tempo no Dry-shipper: F(1, 12) = 0,4642;
p=0,5086. Interagdo: F(2, 12) = 0,2957; p=0,7493). C) VSL (um.s-1) - (Efeito do Crioprotetor: F(2, 12)
= 3,955; p=0,0579. Efeito do tempo no Dry-shipper: F(1, 12) = 0,7955; p=0,3900. Interacdo: F(2, 12) =
0,2812; p=0,7597). D) VAP (um.s-1) - (Efeito do Crioprotetor: F(2, 12) = 3,903; p=0,0595. Efeito do
tempo no Dry-shipper: F(1, 12) = 0,8316; p=0,3798. Interacdo: F(2, 12) = 0,2763; p=0,7633). E) STR
(%) - (Efeito do Crioprotetor: F(2, 12) = 0,6744; p=0,5277. Efeito do tempo no Dry-shipper: F(1, 12) =
1,335; p=0, 2703. Interacdo: F(2, 12) = 0,3406; p=0,7180). F) WOB (%) - (Efeito do Crioprotetor: F(2,
12) = 2,059; p=0,1703. Efeito do tempo no Dry-shipper: F(1, 12) = 1,722; p=0,2140. Interacdo: F( 2, 12)
=0,3046; p=0,7429). PROG (um) - (Efeito do Crioprotetor: F(2, 12) = 3,238; p=0,0751. Efeito do tempo
no Dry-shipper: F(1, 12) = 0,9790; p=0,3420. Interacdo: F(2, 12) = 0,9790; p=0,3420. 12) = 0,3645;
p=0,7020). H) BCF (Hz) - (Efeito do Crioprotetor: F(2, 12) = 0,5843; p=0,5726. Efeito do tempo no Dry-
shipper: F(1, 12) = 1,694; p=0, 2175. Interagdo: F(2, 12) = 0,3779; p=0,6932). Letras mailsculas
diferentes indicam diferencas entre os crioprotetores, dentro do mesmo método de descongelamento,
utilizando o teste de Tukey. n = 3.

Nas demais variaveis de cinética espermatica ndo houve efeito significativo de
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nenhum dos fatores, demonstrando que a permanéncia das amostras por um tempo
reduzido no vapor de nitrogénio dentro do Dry-Shipper, ndo prejudica a qualidade do

processo de criopreservagao.

3.3. Experimento 3

Os resultados da analise da cinética espermatica estdo sumarizados na Figura
6. ApOGs o descongelamento dos espermatozoides submetidos em diferentes
tratamentos com crioprotetores permeaveis, o comportamento da motilidade
espermatica (6a), VSL (Figura 6C) e VAP (Figura 6D) foi semelhante (P>0,05). As
amostras criopreservadas com Metanol (10%) apresentaram resultados superior
(P<0,05) em relacdo as amostras seminais criopreservadas com DMF (15%) e
trealose (200mM).

O desempenho aquém das amostras criopreservadas em trealose (200mM) em
relagdo ao metanol foi também observada nas variaveis VCL (Figura 6B), WOB
(Figura 6F) e PROG (Figura 6G), entretanto com resposta diferente entre os
tratamentos. Resultados superiores (p<0,05) de VCL foram observados apenas nos
espermatozoides que foram submetidos em metanol (5%), enquanto as
concentracfes de 10 e 15% o WOB foi superior (p<0,05) ao protocolo com trealose
(200mM). Por outro lado, em qualquer concentracdo testada de metanol, a variavel
PROG foi maior (p<0,05) do que os espermatozoides submetidos em trealose
(200mM). Para as demais variaveis cinéticas analisadas, STR (Figura 6E) (p>0,05) e

BCF (Figura 6H) (p>0,05), nédo foi observado diferenca entre 0os grupos experimentais.
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Figura 6. Efeito de diferentes concentragfes de crioprotetores permeaveis na cinética espermaética. A)
Motilidade (%) (p<0,0001); B) VCL (um.s-1) (p=0,0049); C) VSL (um.s-1) - (p=0,0006); D) PAV (um.s-
1) (p=0,0009); E) FOR (%) (p=0,1516); F) WOB (%) (p=0,0010); PROG (um) (p=0,0002); H) BCF (Hz)
(p=0,4964). Letras minUsculas diferentes indicam diferencas entre os grupos experimentais, utilizando

o teste de Dunn. n = 8.

3.4. Experimento 4
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Na Figura 7, pode ser observada que a motilidade (Figura 7A) (p<0,05) e a
viabilidade celular (Figura 7B) (p<0,05), diferiram significativamente entre os grupos
experimentais. Para ambas varidveis o maior valor foi observado no grupo de
amostras criopreservadas com metanol (10%), diferindo significativamente das
amostras criopreservadas com a combinacdo de metanol (5%) e trealose (100mM), e

das amostras criopreservadas apenas com trealose (200mM).
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Figura 7. Analise da motilidade e viabilidade celular apos criopreservacdo com diferentes solucdes
crioprotetoras. A) Motilidade (%) (p=0,0054); B) Viabilidade (%) (p=0,0008). Letras minUsculas

diferentes indicam diferencas entre os grupos experimentais, utilizando o teste de Dunn. n = 8. Met
(Metanol); LP (Leite em P0).

Quanto ao VCL (Figura 8A) foi maior no grupo contendo metanol (5%) + leite
em pé (5%), ao tratamento combinando metanol (10%) e trealose (100mM), e das
amostras do tratamento apenas com trealose (200mM). O VSL (Figura 8B) e VAP
(Figura 8C) apresentaram o mesmo comportamento, maior valor observado no grupo
apenas com metanol (10%), em relacdo aos grupos que combinaram metanol (10%)

e trealose (100mM), e das amostras criopreservadas apenas com trealose (200mM).
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Figura 8. Cinética espermética apds criopreservag¢do com diferentes solugdes crioprotetoras. A) VCL
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diferentes indicam diferencas entre os grupos experimentais, utilizando o teste de Dunn. n = 8. Met
(Metanol); LP (Leite em P0).

O STR (Figura 9A) foi maior (p<0,05) nos grupos contendo metanol (5%), e
metanol (5% ou 10%) + leite em po6 (5%), em relagdo as amostras criopreservadas
apenas com trealose (200mM). As variaveis WOB (Figura 9B) e PROG (Figura 9C)
apresentaram o mesmo comportamento. Neste caso, 0s espermatozoides no grupo
com apenas o metanol (10%) na solucdo, diferiram (p<0,05) dos grupos que
combinaram metanol (10%) e trealose (100mM), e das amostras criopreservadas
apenas com trealose (200mM). Nas amostras criopreservadas com apenas 5% de
metanol o BCF (Figura 9D), foi maior (p<0,05) do que amostras criopreservadas com

a combinacéo de metanol (10%) e trealose (100mM), e das amostras criopreservadas
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apenas com trealose (200mM).
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Figura 9. Cinética espermatica apods criopreservagdo com combinagbes de diferentes solucdes
crioprotetoras. A) STR (%) (p<0,0001); B) WOB (%) (p<0,0001); C) PROG (um) (p<0,0001); D) BCF
(Hz) (p<0,0001). Letras minusculas diferentes indicam diferengas entre os grupos experimentais,
utilizando o teste de Dunn. n = 8. Met (Metanol); LP (Leite em P9).

4. Discussao

De acordo com a FAO (2019) a aquicultura € uma cadeia produtiva-industrial
predominantemente nova que ainda depende de espécies selvagens e com poucas e
relativamente novas instalagdes ex situ para a conservacgéo de recursos geneticos das
espécies produzidas. Na aquicultura brasileira, a producéo de juvenis do catfish
hibrido “pintado da amazonia”, depende da disponibilidade do sémen do L.
marmoratus durante o periodo reprodutivo da espécie. E por razbes como: pouco
volume de semen produzido pelo L. marmoratus; assincronia reprodutiva com as
fémeas de espécies do género Pseudoplatystoma e a dificuldade legal para obtencéo

de reprodutores na natureza, justificam o uso de sémen criopreservado. Neste estudo,
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um protocolo completo para criopreservar sémen de L. marmoratus foi desenvolvido
a partir de uma sequéncia de experimentos, a fim de tornar viavel o uso no setor
produtivo e ainda conservar recursos genéticos da espécie alvo.

A revisdo historica sobre a avaliacdo da motilidade espermatica como
ferramenta para de pesquisa na aquicultura produzida por Gallego e Asturiano (2018)
0s autores foram categoricos em afirmar que a avaliagdo seminal € uma ferramenta
potente para Aquicultura e fins ecoldgicos. Historicamente a motilidade espermética
vem sendo considerada o principal biomarcador de qualidade espermatica para os
peixes (Mylonas et al., 2017; Boryshpolets et al., 2013; Suquet et al., 2010; Billard e
Cosson, 1992). O resultado da motilidade espermatica obtido no primeiro experimento
(54,99 £ 20,05%), revelou a superioridade do metanol frente aos demais crioprotetores
permeaveis testados. A consisténcia dos resultados do metanol também foi notada no
segundo e terceiro experimento além do desempenho superior frente ao protocolo
proposto por Gheller et al. (2019) na literatura para criopreservar sémen de L.
marmoratus.

O uso do BTS® como extensor pode favorecer a ambiéncia dos
espermatozoides do L. marmoratus. No trabalho de Borges et al. (2020) que nao foi
empregado este extensor, 0s autores conseguiram motilidade espermatica inferior a
10% contrastando com o observado na mesma concentracdo de metanol no presente
estudo. O BTS® que originalmente é um extensor desenvolvido para suinos, adapta-
se muito bem para o sémen de peixes. InUmeras espécies sulamericanas o BTS ja foi
associado a 10% de metanol como para Prochilodus lineatus (Murgas et al., 2007)
Piaractus mesopotomaicus (Streit Jr et al., 2006) e Rhamdia quelen (Corso et al.,
2019). De acordo com o Murgas et al. (2007) o BTS® protocolo, ja que, é um diluidor
que possui em sua férmula componentes que, além de nutrirem células e
proporcionarem um microambiente osmoticamente favoravel, protege a membrana
citoplasmatica durante o congelamento. A facil permeabilidade celular do crioprotetor
metanol (Harvey e Carolsfeld, 1993) associado a qualidade supracitada do extensor
BTS, resultaram em uma motilidade maior dos espermatozoides de L. marmoratus
submetidos a este tratamento.

De um modo geral as demais variaveis avaliadas na cinética espermatica
devem ser compativeis com os resultados encontrados para a motilidade. Desse
modo, o desempenho do metanol para todos os indices cinéticos avaliados, quando

testado diferentes protocolos de descongelacdo foram superiores ao propilenoglicol e
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ao DMA, com algumas poucas excec¢Oes. Variaveis como VSL, VCL e VAP, séo
citadas como altamente correlacionadas com a fertilizacdo foram destacadas quando
utilizado o metanol. E fato, quanto maior a velocidade dos espermatozoides maior a
chance de alcancar o odcito e realizar a fertilizacdo (Viveiros et al., 2010; Gallego et
al., 2013).

Os principais danos para 0 sémen podem surgir em decorréncia do
descongelamento (Isachenko et al., 2019). Achar a combinacao ideal de temperatura
para descongelacéo e o tempo que o0 espermatozoide pode ficar exposto, € a chave
do processo. Logo, quanto mais lento o processo de descongelamento maior sera o
dano, uma vez que os cristais de gelo se fundem e formam cristais maiores, causando
mais problemas as células (Benson, 2015). No experimento para verificar a acédo de
diferentes metodologias de descongelamento para as amostras de L. marmoratus,
observou-se que, as diferentes metodologias néo influenciaram tanto quanto a
escolha do crioprotetor permeavel sobre as variaveis cinéticas.

A metodologia de 45°C/5 seg impactou na motilidade, VSL, VAP e BCF,
mostrando que uma taxa rapida de descongelamento pode trazer beneficios aos
espermatozoides (Martinez e Pardo, 2013). Em outra pesquisa de criopreservagao
seminal para a espécie alvo, o descongelamento também foi realizado com a
temperatura de 45°C/5 seg (Gheller et al., 2019). Portanto, a taxa de descongelamento
€ critica para preservar a viabilidade dos espermatozoides, tendo impacto sobre
parametros como motilidade, por exemplo, 0 que pode ser crucial para uma posterior
fertilizacdo com esse material descongelado (Yavas e Bozkurt, 2011).

De acordo com os resultados do presente estudo, temperaturas entre 40 e 45°C
por um curto periodo, foram ideias para recuperar a estabilidade da membrana ou o
metabolismo dos espermatozoides. Sendo assim, no primeiro experimento foi possivel
notar que a agdo como crioprotetor permeavel do Metanol, seguido do DMF e DMSO
podem ser utilizados para espécie e o protocolo de descongelamento a 45°C/5 seg
com bons resultados e foram mantidos nos proximos testes da pesquisa.

Grande parte dos protocolos de criopreservacdo de sémen utilizados para
peixes neotropicais empregam a manutengdo das amostras expostas no vapor de
nitrogénio por periodos de até 18 ou 24 horas antes da imersdo em nitrogénio liquido
(Carolsfeldt et al., 2003). Nesse sentido, € possivel verificar que esses periodos de
exposicao ao vapor de nitrogénio limitam o processamento de amostras em larga

escala, como por exemplo, atender mercado produtor de peixes (Krause et al., 2021).
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Os testes com melhores crioprotetores internos do primeiro experimento
(Metanol, DMF e DMSO) submetidos em diferentes tempos (2 e 18 horas) de
exposicdo ao vapor de nitrogénio nao alterou as amostras. Esse resultado, corrobora
com os encontrados por Krause et al. (2021), onde amostras de Rhamdia quelen
submetidas durante 30 min de exposicdo no vapor de nitrogénio ndo apresentaram
alteracdes significativas nos parametros cinéticos, sendo um tempo suficiente para
uma boa curva de congelamento. E importante ressaltar que a melhor motilidade
espermética, independentemente do tempo de exposi¢cdo no vapor de nitrogénio, foi
obtida com o sémen criopreservado com o metanol.

Ainda que os resultados desta pesquisa sugiram o uso de 2 horas de exposicéo
das palhetas ao vapor de nitrogénio para a espécie, possivelmente este periodo pode
ser reduzido, j& que em menos de cinco minutos a temperatura interna dos cilindros
pode chegar a -170 °C (Maria et al., 2006). Ja Franca et al. (2022), notou uma taxa de
congelamento de aproximadamente - 160 °C mint, onde as amostras atinjam uma
temperatura de — 180 °C em 20 min. Assim, a manutengdo das amostras de L.
marmoratus por apenas 2 horas em vapor de nitrogénio ja foi suficiente para
realizacdo da curva de congelamento eficiente para essa espécie, maximizando o
processo de criopreservagao de amostras.

E de conhecimento que a formac&o de cristais de gelo durante o processo de
criopreservacao seminal pode ser reduzida através do uso de fatores quimicos como
crioprotetores, que apés o descongelamento podem diminuir a acdo de crioinjarias
(Martinez e Pardo, 2013). Assim, durante o processo de criopreservacao € importante
estar atento em alguns pontos, como por exemplo, a concentracéo do crioprotetor na
solucédo congelante (Hasanah et al., 2020). Identificado os melhores crioprotetores
internos no segundo experimento (Metanol e DMF), diferentes concentracdes (5, 10 e
15%) foram testadas e com respostas significativas. Novamente o metanol (5 e 10%)
de um modo geral apresentou bons resultados em relacdo ao tratamento controle
usando trealose.

Com isso, os resultados obtidos nesse terceiro experimento mostram que a alta
taxa de permeabilidade do metanol (Murgas et al., 2007) pode vir a promover a
protecdo das ceélulas contra criolesdes (Nascimento et al., 2012). Em contrapartida,
concentragcdes mais altas dos crioprotetores internos podem promover a desnaturacao
de proteinas e comprometer os resultados (Nascimento et al., 2012). Logo, os

resultados utilizando uma porcentagem maior de metanol (15%) foram descartados
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do proximo para a realizacdo do quarto experimento.

O tratamento com trealose a 200mM consideramos como controle, pois o
mesmo foi proposto por Gheller et al. (2019) como protocolo para o L. marmoratus.
No presente estudo ao confronta-lo com os tratamentos com Metanol e DMF, os
resultados em sua maioria para a motilidade e cinética espermatica ndo foram
favoraveis. A motilidade espermatica por exemplo com metanol (10%) durante o
terceiro teste, foi de 72,72 £ 6,32% enquanto com trealose (200mM) ndo superou em
média 5,7 + 4,93%. No trabalho de Gheller et al. (2019) os autores registraram em
média 26,3%.

Os crioprotetores impermeaveis basicamente sdo acucares ou proteinas, que
por serem moléculas de grande peso molecular, ndo conseguem penetrar no interior
das células (Hovatta, 2005). Por possuirem caracteristicas hidrofilica (ligam-se as
moléculas de agua), esses crioprotetores conseguem aumentar a viscosidade da
solucéo e diminuir a ocorréncia de crioinjurias (Fahy, 2007). A partir deste contexto, 0
ultimo experimento da pesquisa o objetivo foi combinar os crioprotetores permeéaveis
e impermeaveis para criopreservar o sémen de L. marmoratus. Com isso observou-
se variaveis que tiveram respostas significativas tanto para combinacdo entre
crioprotetores como também para o uso individual do crioprotetor permeavel.

No quarto experimento foi possivel observar que o desempenho geral dos
tratamentos usando trealose né&o foi traduzido em melhora, nem mesmo quando
associado ao metanol. Tratamento contendo 200 mM de trealose, vale ressaltar que
estudos observaram gque concentracdes de trealose superiores a 150 mM resultaram
em efeitos negativos na criopreservacao (Liu et al., 2015; Varela Junior et al., 2012)
corroborando com os resultados da presente pesquisa.

Os resultados dos tratamentos contendo leite em pd como crioprotetor
impermeavel, foram tdo eficientes quanto a utilizacdo apenas metanol. O leite em p6
€ um crioprotetor conhecido pela sua atividade de estabilizar a membrana plasmatica
do esperma (Viveiros e Gondinho, 2009). Porém, de acordo com Morris et al. (2003)
leite em pod, usado como crioprotetor externo, pode contribuir para uma baixa
capacidade de fertilizagdo do sémen descongelado, ocasionado pela alteracdo
osmotica do ambiente. E importante também salientar que o uso do leite em p6 pode
favorecer a presenca de outro problema, a dificuldade da avaliacdo espermatica,
sendo é necessario ficar atento a proporcdo utilizada na solucdo crioprotetora
(Neyrao, 2022).
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A criopreservacdo vem sendo uma importante ferramenta para o
desenvolvimento de programas de melhoramento animal na producdo de peixes.
Embora as andlises de fertilizacao e taxa de eclosdo ndo tenham sido realizadas nesta
pesquisa, 0 estudo in vitro apresentou resultados significativos na manutencéo de

integridade celular e parametros de motilidade espermatica.

5. Concluséao

Um protocolo de criopreservacdo seminal de L. marmoratus deve conter
metanol, descongelado em 40°C/8 seg ou 45°C/5 seg e podendo ser resfriado por
apenas 2 horas em dry-shipper antes de ser criopreservado em No.
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CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel observar grande influéncia do crioprotetor permeavel sobre as
variaveis cinéticas do sémen criopreservado da espécie. Para o descongelamento de
amostras criopreservadas, a metodologia de 45 °C pelo tempo de 5 segundos teve
bons resultados para as variaveis analisadas. A manutencdo das amostras por apenas
2 horas no Dry-Shipper ja é suficiente para realizacdo da curva de congelamento
eficiente para essa espécie. A utilizacdo do metanol como crioprotetor permeavel no
congelamento seminal para L. marmoratus apresentou bons resultados, visto via
analises cinéticas e de viabilidade celular. Assim, o presente estudo atendeu a todos
0S objetivos propostos inicialmente, sendo possivel, realizar um congelamento
seminal para espécie alvo do estudo e obter bons resultados ao descongelar as

amostras seminais utilizando metanol como protocolo de congelamento.
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APENDICE 1 - AQUACULTURE - GUIDE FOR AUTHORS

Article structure

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be
numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section
numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to
'the text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear
on its own separate line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a
detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods

Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent
researcher. Methods that are already published should be summarized, and indicated
by a reference. If quoting directly from a previously published method, use quotation
marks and also cite the source. Any modifications to existing methods should also be
described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt
with in the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation
section represents a practical development from a theoretical basis.

Results

Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive
citations and discussion of published literature.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,
which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion
section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and
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equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2),
etc.; in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures:
Table A.1; Fig. A.1, etc.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

* Numbering.Manuscripts that are sequentially numbered (e.g., |, Il, etc.) are no
longer accepted.

« Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and
family name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. You
can add your name between parentheses in your own script behind the English
transliteration. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was
done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter
immediately after the author's name and in front of the appropriate address. Provide
the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available,
the e-mail address of each author.

« Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all
stages of refereeing and publication, also post-publication. This responsibility
includes answering any future queries about Methodology and Materials. Ensure
that phone numbers (with country and area code) are provided in addition to the
e-mail address and that contact details are kept up to date by the corresponding
author.

+  Present/permanent address. If an author has moved since the work described in
the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent
address') may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which
the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address.
Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Highlights

Highlights are optional yet highly encouraged for this journal, as they increase the
discoverability of your article via search engines. They consist of a short collection of
bullet points that capture the novel results of your research as well as new methods
that were used during the study (if any). Please have a look at the examples here:
example Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission
system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points
(maximum 85 characters, including spaces, per bullet point).

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose
of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often
presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason,
References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also,
non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must
be defined at their first mention in the abstract itself.


https://www.elsevier.com/authors/journal-authors/highlights
https://www.elsevier.com/authors/journal-authors/highlights
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The abstract should be not longer than 400 words.
Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 4-6 keywords, using American
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for
example, "and", "of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly
established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing
purposes.

Highlights of the manuscript

As part of the submission process, authors are required to provide 3 or 4 highlights,
each one sentence long. Beyond stating key discoveries, these highlights must
explicitly establish why the work is novel and why it has an application to aquaculture.
It is not sufficient to state that the species is one that is farmed.

Cover letter

A cover letter stating why you would like to submit to Aquaculture should be uploaded.
Please complete and upload the Cover letter.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the
first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must
be defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of
abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the
title or otherwise. List here those individuals who provided help during the research
(e.g., providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's
requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers
xXxX, yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and
the United States Institutes of Peace [grant number aaaa).

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants
and awards. When funding is from a block grant or other resources available to a
university, college, or other research institution, submit the name of the institute or
organization that provided the funding.



65

If no funding has been provided for the research, it is recommended to include the
following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.

Nomenclature and units
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of

units (SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent in Sl. You are urged
to consult JUPAC: Nomenclature of Organic Chemistry for further information.

1. Authors and editors are, by general agreement, obliged to accept the rules
governing biological nomenclature, as laid down in the International Code of Botanical
Nomenclature, the International Code of Nomenclature of Bacteria, and the
International Code of Zoological Nomenclature.

2. All biota (crops, plants, insects, birds, mammals, etc.) should be identified by their
scientific names when the English term is first used, with the exception of common
domestic animals.

3. All biocides and other organic compounds must be identified by their Geneva
names when first used in the text. Active ingredients of all formulations should be
likewise identified.

4.  For chemical nomenclature, the conventions of the International Union of Pure
and Applied Chemistry and the official recommendations of the IUPAC IUB Combined
Commission on Biochemical Nomenclature should be followed.

DNA sequences and GenBank Accession numbers. Many Elsevier journals cite "gene
accession numbers" in their running text and footnotes. Gene accession numbers refer
to genes or DNA sequences about which further information can be found in the
databases at the National Center for Biotechnical Information (NCBI) at the National
Library of Medicine. Authors are encouraged to check accession numbers used very
carefully. An error in a letter or number can result in a dead link. Note that in the
final version of the electronic copy, the accession number text will be linked to the
appropriate source in the NCBI databases enabling readers to go directly to that source
from the article.

Example 1: "GenBank accession nos. AI631510, AI631511, AI632198, and
BF223228, a B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no.
BE675048), and a T-cell lymphoma (GenBank accession no. AA361117)".

Authors are encouraged to check accession numbers used very carefully. An error in a
letter or number can result in a dead link.

In the final version of the printed article, the accession number text will not appear bold
or underlined (see Example 2 below).

Example 2: "GenBank accession nos. AI631510, AI631511, AI632198, and
BF223228), a B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no.
BE675048), and a T-cell ymphoma (GenBank accession no. AA361117)".


https://www.acdlabs.com/iupac/nomenclature/
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In the final version of the electronic copy, the accession number text will be linked to
the appropriate source in the NCBI databases enabling readers to go directly to that
source from the article (see Example 3 below).

Example 3: "GenBank accession nos. AI631510, AI631511, AI632198, and
BF223228), a B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no.
BE675048), and a T-cell lymphoma (GenBank accession no. AA361117)".

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple
formulae in line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a
horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be
presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number
consecutively any equations that have to be displayed separately from the text (if
referred to explicitly in the text).

Give the meaning of all symbols immediately after the equation in which they are first
used. In chemical formulae, valence of ions should be given as, e.g. Ca?* and not Ca**.
Isotope numbers should precede the symbols, e.g., 0. The repeated writing of
chemical formulae in the text is to be avoided where reasonably possible; instead, the
name of the compound should be given in full. Exceptions may be made in the case of
a very long name occurring very frequently or in the case of a compound being
described as the end product of a gravimetric determination (e.g., phosphate as P20s).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the
article. Many word processors can build footnotes into the text, and this feature may
be used. Otherwise, please indicate the position of footnotes in the text and list the
footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in
the Reference list.

Artwork

Electronic artwok

General points
» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
» Embed the used fonts if the application provides that option.
* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier,
Times New Roman, Symbol, or use fonts that look similar.
* Number the illustrations according to their sequence in the text.
» Use a logical naming convention for your artwork files.
* Provide captions to illustrations separately.
« Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.
» Submit each illustration as a separate file.
» Ensure that color images are accessible to all, including those with impaired color
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vision.

A detailed guide on electronic artwork is available.
You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are
given here.

Formats:

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply 'as is' in the native document format. Regardless of the
application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is finalized,
please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the
resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations
given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

IFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300
dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a
minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a
minimum of 500 dpi.

Please do not:

« Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these
typically have a low number of pixels and limited set of colors;

*  Supply files that are too low in resolution;

«  Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork:

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS
(or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your
accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no
additional charge, that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and
other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in
the printed version. For color reproduction in print, you will receive information
regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the
preparation of electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to
the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a
description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum
but explain all symbols and abbreviations used.

Text graphics

Text graphics may be embedded in the text at the appropriate position. See further
under Electronic artwork.

Tables


https://www.elsevier.com/authors/author-schemas/artwork-and-media-instructions
https://www.elsevier.com/authors/author-schemas/artwork-and-media-instructions
https://www.elsevier.com/authors/author-schemas/artwork-and-media-instructions
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Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either
next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables
consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes
below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data
presented in them do not duplicate results described elsewhere in the article. Please
avoid using vertical rules and shading in table cells.

References Citation
Intext

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but
may be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they
should follow the standard reference style of the journal and should include a
substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal
communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been
accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by
online links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and
indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data
provided in the references are correct. Please note that incorrect surnames,
journal/book titles, publication year and pagination may prevent link creation. When
copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOl is highly encouraged.

A DOl is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any
electronic article. An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue
is: VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic
continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal of
Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the format
of such citations should be in the same style as all other references in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a
source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately
(e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be included in
the reference list.

Data references
This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript

by citing them in your text and including a data reference in your Reference List. Data
references should include the following elements: author name(s), dataset title, data
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repository, version (where available), year, and global persistent identifier. Add
[dataset] immediately before the reference so we can properly identify it as a data
reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and
any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and
the year of publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al." and the year of
publication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references can be listed
either first alphabetically, then chronologically, or vice versa.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999)....
Or, as demonstrated (Jones, 1999; Allan, 2000)... Kramer et al. (2010) have recently
shown...

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the
same year must be identified by the letters 'a’, 'b’, 'c', etc., placed after the year of
publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific
article. J. Sci. Commun. 163, 51-59. https://doi.org/10.1016/j.Sc.2010.00372.
Reference to a journal publication with an article number:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2018. The art of writing a scientific
article. Heliyon. 19, e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.
Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New
York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article,
in: Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing
Inc., New York, pp. 281-304.

Reference to a website:

Cancer Research UK, 1975. Cancer statistics reports for the UK.
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ (accessed
13 March 2003). Reference to a dataset:

Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese
oak wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, V1.
https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Reference to software:

Coon, E., Berndt, M., Jan, A., Svyatsky, D., Atchley, A., Kikinzon, E., Harp, D., Manzini,


http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/
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G., Shelef, E., Lipnikov, K., Garimella, R., Xu, C., Moulton, D., Karra, S., Painter, S.,
Jafarov, E., & Molins, S., 2020. Advanced Terrestrial Simulator (ATS) v0.88 (Version
0.88). Zenodo. https://doi.org/10.5281/zenodo.3727209.

Journal Abbreviations Source

Define abbreviations that are not standard in this field at their first occurrence in the
article: in the abstract but also in the main text after it. Ensure consistency of
abbreviations throughout the article.

Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit
with their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the
article. This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video
or animation content and noting in the body text where it should be placed. All
submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's
content. In order to ensure that your video or animation material is directly usable,
please provide the file in one of our recommended file formats with a preferred
maximum size of 150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will
be published online in the electronic version of your article in Elsevier Web products,
including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame
from the video or animation or make a separate image. These will be used instead of
standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed
instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and animation
cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the
electronic and the print version for the portions of the article that refer to this content.

Data visualization

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact
and engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out
about available data visualization options and how to include them with your article.

Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be
published with your article to enhance it. Submitted supplementary items are published
exactly as they are received (Excel or PowerPoint files will appear as such online).
Please submit your material together with the article and supply a concise, descriptive
caption for each supplementary file. If you wish to make changes to supplementary
material during any stage of the process, please make sure to provide an updated file.
Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off the Track
Changes' option in Microsoft Office files as these will appear in the Electronicartwok.


https://www.sciencedirect.com/
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APENDICE 2 — CERTIFICADO CEUA

Servigo Publico Federal
Ministéno da Educagao
Fundacdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliacdo reprodutiva de machos e fémeas de espécies
reofilicas: indutores hormonais, retorno reprodutivo e sistemas reprodutivos”, registrada com o n®
1,083/2019, sob a responsabilidade de Jayme Aparecido Povh - que envolve a utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica = encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009,
e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO
GROSSO DO SUL/UFMS, na 72 reunido ordindria do dia 26/09/2019.

FINALIDADE ( ) Ensino (x ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagio 01/11/2019 a 31/10/2023

Astyanax spp. / Lambari, Piaractus mesopotamicus / Pacu,
Colossoma macropomum / Tambagui, Prochilodus lienatus /
Espécie/Linhagem/Raga Curimba, Brycon hilarii / Piraputanga, Leiarius marmoratus /
Lundia amazénico, Pseudoplatystoma corruscans / Pintado,
|Pseudoplatystoma reticulatum / Cachara

N de animais 110 (55 machos + 55 fémeas) de cada espécie

10g/ 1 ano, 3000 g / 3 anos, 6000 g/ 3 anos, 1000 g / 2 anos,

Peso/Idade 1000 g / 2 anos, 4000 g / 3 anos, 6000 g / 3 anos, 4000¢g /3
lanos
Sexo Machos e Fémeas

Estagdo Experimental de Piscicultura da UFMS (Campo
Origem Grande/MS); Setor de Piscicultura da UFMS (Terenos/MS);
Piscicultura Pirai Terenos/MS),

Fabio José Carvalho Faria
Coordenador da CEUA/UFMS
Campo Grande, 30 de setembro de 2019.

A autenticidade  deste  documento  pode ser conferida no @ site:
https://sei.ufms.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_ac
esso_externo=0, informando o cddigo verificador 1526228 e o codigo CRC 32DE2036.
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VITA

Eduardo Thomé Nicoleti filho de Sidnei José Nicoleti e Marlisete Roselaine
Thomé, é natural de Chiapetta no estado do Rio Grande do Sul, nascido em 18 de
setembro de 1997.

Concluiu o ensino médio no Instituto Federal do Rio Grande do Sul campus Bento
Goncalves, como formagdo médio técnico no curso Técnico em Agropecuéria e a
graduacédo em Palmeira das Missdes, pela Universidade Federal de Santa Maria, no
curso de bacharel em Zootecnia em 2022.

Iniciou a PGs graduacao em Zootecnia na Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, em 2022, na area de Producédo Animal, sendo bolsista CAPES. Nesse periodo
realizou atividades de pesquisa e ensino no Grupo de Pesquisa AQUAM (Producéo e
Conservacao da Biodiversidade das Espécies Aquaticas), com foco principal no
desenvolvimento e aprimoramentos de técnicas voltadas as metodologias de

reproducao, avaliacao de qualidade e criopreservacdo de gametas de peixes nativos.



