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RESUMO 
 
 
 

O objetivo, neste trabalho, foi analisar o comportamento reprodutivo da espécie 

Colossoma macropomum, quanto à qualidade de seus gametas masculinos e femininos 

ao longo da estação reprodutiva, a fim de determinar a melhor época para realizar a 

reprodução. Além disso, foi analisada a interação entre a presença de proteínas do 

plasma seminal do C. macropomum como indicadores de qualidade seminal pós-

descongelamento. O experimento foi executado em Pimenta Bueno-Rondônia, na 

estação reprodutiva de novembro de 2009 a janeiro de 2010, e de novembro de 2010 a 

março de 2011. Utilizaram 27 machos de C. macropomum durante a estação reprodutiva 

de 2009-2010, e 36 fêmeas na estação de 2010-2011. Os gametas masculinos foram 

coletados para as análises quali-quantitativas ao longo da estação reprodutiva, a cada 

15±5 dias, igualmente ocorrido com a coleta dos gametas femininos, sendo classificado 

como: período (1) – início de novembro (09/11); (2) – final de novembro (25/11); (3) – 

meados de dezembro (14/12); (4) – inicio de janeiro (03/01), e (5) – final de janeiro 

(22/01); (6) – início de fevereiro (07/02); (7) – final de fevereiro (23/02); (8) – início de 

março (10/03) e (9) – final de março (28/03). Durante as avaliações da qualidade 

espermática no período três (meados de dezembro) e quatro (inicio de janeiro) de 

2009/2010, uma alíquota de sêmen de cada animal foi criopreservada, a base de 

Beltsville Thawing Solution (BTS) com 8% DMSO. Uma amostra de 200 µL de sêmen 

de cada animal foi diluída em 800 µL de BTS, e centrifugada em 800 rpm, e somente o 

sobrenadante (proteínas) foi criopreservado para posterior análise do perfil proteico do 

plasma seminal, através da eletroforese unidimensional (SDS-PAGE). Decorridos 15 

dias da criopreservação, uma palheta com sêmen criopreservado foi descongelado para 

análise dos parâmetros quali-quantitativos. Para os parâmetros espermáticos, não foi 

verificado (P>0,05) efeito de período dentro da estação para volume do sêmen, vigor 

espermático, tempo de motilidade e concentração espermática. Quando se avaliou a 

motilidade progressiva entre os períodos de coleta, o efeito (P<0,05) encontrado foi de 
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comportamento quadrático. Quanto à morfologia espermática do sêmen, verificaram 

diferenças (P<0,05) na probabilidade de ocorrências de espermatozoides normais, 

anormalidades primárias e secundárias em função do período de coleta. A taxa de 

fertilização e eclosão apresentaram efeito significativo (P<0,05) dentro do período. Para 

os parâmetros qualitativos dos gametas femininos durante a estação 2010-2011, foi 

verificado efeito (P<0,05) de período (coleta) dentro da estação para peso de oócitos, 

índice de produtividade e taxa de fertilização (P<0,05). Apesar do período 3 (mês de 

dezembro) não ter diferenciado (P>0,05) de alguns períodos, foi o período que 

apresentou os melhores parâmetros estabelecidos para a qualidade dos oócitos. Para a 

análise do plasma seminal, considerando todas as coletas, o SDS-PAGE identificou 15 

bandas proteicas (12, 25, 29, 34, 37, 40, 44, 50, 65, 70, 75, 78, 85, 90 e 100 kDa). 

Quando se avaliou a interação (presença ou ausência) das proteínas encontradas no 

plasma seminal, com os parâmetros espermáticos pós-descongelamento, observou-se 

grande influência da presença das proteínas para a qualidade espermática. A maioria das 

proteínas encontradas no plasma seminal influenciou (P<0,05) a motilidade progressiva 

do sêmen congelado com DMSO. Em consequência, observou-se maior taxa de 

fertilização (P<0,05) com a presença das proteínas 12, 34, 44, 85 e 90 kDa. Em 

conclusão, os parâmetros qualitativos do sêmen e oócitos de C. macropomum 

apresentaram mudanças durante a estação reprodutiva. As mudanças nos parâmetros 

qualitativos do sêmen estão associadas aos processos de envelhecimento dos 

espermatozoides no final da estação reprodutiva, que podem levar a consequente 

redução das taxas de fertilização e eclosão. Já o peso de oócitos liberados, índice de 

produtividade e taxa de fertilização, foram observados melhores resultados nos períodos 

de dezembro e janeiro, indicando melhor época para se realizar a reprodução da espécie. 

As proteínas do plasma seminal de C. macropomum apresentam influência na qualidade 

espermática pós-descongelamento, assim como podem ser utilizadas como indicadores 

para a qualidade espermática após descogelamento, principalmente, as proteínas com 

peso molecular ≤50 kDa. 

Palavras-chave: characidae, oócitos, parâmetros seminais, período reprodutivo, plasma 

seminal.



 
 
 
 
 
 
 
 

ABSTRACT 
 
 
 

The objective, in this work, was to analyze the reproductive behavior of the Colossoma 

macropomum specie, on quality of its male and female gametes throughout along the 

reproductive station, in order to determine the best time to accomplish the reproduction. 

Besides, it was analyzed the interaction among the presence of proteins of the seminal 

plasma of the C. macropomum as an indicators of seminal quality post-thawing. The 

experiment was carried out in Pimenta Bueno-Rondônia, in the reproductive station of 

November of 2009 to January of 2010, and November of 2010 to March of 2011. 23 

males of C. macropomum were used during the reproductive station of 2009-2010, and 

36 females in the station of 2010-2011. The male gametes were collected for the quali-

quantitative analyses along the reproductive station, every 15±5 days, the same 

happened with the collection of the feminine gametes, being classified as: period (1) - 

beginning of November (11/09); (2) - final of November (11/25); (3) - middle of 

December (12/14); (4) - beginning of January (01/03), and (5) - final of January (01/22); 

(6) - beginning of February (02/07); (7) - final of February (02/23); (8) - beginning of 

March (03/10) and (9) - final of March (03/28). During the evaluations of the spermatic 

quality in the periods three (middle of December) and four (beginning of January) from 

2009/2010, an aliquot of semen of each animal was cryopreserved, using Beltsville 

Thawing Solution (BTS) with 8% DMSO. A sample of 200 µL of semen of each 

animal, was diluted in 800 µL of BTS, and centrifuged in 800 rpm, and only the 

supernatant (proteins) was cryopreserved to subsequent analysis of the protein outline of 

the seminal plasma, through the unidimensional electrophoresis (SDS-PAGE). After 15 

days the cryopreservation, a "pallet" with cryopreserved semen was thawed for analysis 

of the quali-quantitative parameters. For the sperm parameters, it was not verified 

(P>0.05) period effect inside station for semen volume, spermatic vigor, time motility 

and spermatic concentration. When the progressive motility was evaluated among the 

collection periods, the effect (P <0.05) found was of quadratic behavior. About the 
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sperm morphology significant differences were verified (P <0.05) in the probability of 

occurrences of normal sperms, primary and secondary abnormalities in function of the 

collection period. The fertilization rate and hatching presented significant effect (P 

<0.05)  inside  the period. For the qualitative parameters of the female gametes during 

the season 2010-2011, it was verified (P <0.05) period effect (it collects) inside the 

season for amount of oocytes, productive index and fertilization rate (P <0.05). In spite 

of the period 3 (collection - month of December) had not differentiated (P>0.05) from 

some periods, it was the period that presented the best established parameters for the 

oocytes’quality . For the analysis of the seminal plasma, considering all the collections, 

SDS-PAGE identified 15 protein bands (12, 25, 29, 34, 37, 40, 44, 50, 65, 70, 75, 78, 

85, 90 and 100 kDa).  When the interaction was evaluated (presence or absence) of the 

proteins found in the seminal plasma, with the sperm parameters post-thawing, great 

influence of the presence of the proteins was observed for  sperm quality. Most of the 

proteins found in the seminal plasma influenced (P <0.05) the progressive motility of 

the frozen semen with DMSO. In consequence, a larger fertilization rate was observed 

(P <0.05) with the presence of the proteins 12, 34, 44, 85 and 90 kDa. In conclusion, the 

qualitative parameters of the semen and oocytes of C. macropomum presented changes 

during the reproductive station. The changes in the qualitative parameters of the semen 

can be associated to the aging processes of the sperms in the end of the reproductive 

station that can take a consequent reduction of the fertilization rates and hatching. The 

weight of liberated oocytes, production index and fertilization rate, had  better results 

observed in the periods of December and January, indicating a better time to  place the 

species reproduction. The proteins of the seminal plasma of C. macropomum  influence  

the sperm quality post-thawing, as well as they can be used as indicators for the sperm 

quality post-thawing, mainly the proteins with molecular weight ≤50 kDa.  

Key words: characidae, oocytes, seminal parameters, reproductive season, seminal 

plasma.
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1. Introdução Geral 

O uso de gametas de alta qualidade de peixes é de grande importância para 

assegurar a produção de descendentes para aquicultura (Bromage & Roberts, 1995). 

Segundo Bobe & Labbé (2010) a qualidade de oócitos em peixes, pode ser definida 

como a capacidade de serem fertilizados e consequentemente desenvolver um embrião 

normal. De maneira semelhante, a qualidade espermática pode ser definida como sua 

habilidade para fertilizar um ovócito e subsequentemente permitir o desenvolvimento de 

um embrião normal. Em condições selvagens ou até mesmo na criação em cativeiro, a 

qualidade dos gametas de peixes podem ser altamente variável e influenciada 

significativamente por inúmeros fatores externos e manejo dos reprodutores, além de 

possuir uma variação conforme o período da estação reprodutiva (Bobe & Labbé, 

2010). 

Em cultivo comercial, o sêmen é frequentemente inadequado em termos de 

qualidade e quantidade e nem sempre tem apresentado sucesso na fertilização e no 

processo de inseminação artificial comumente utilizado nas espécies aquáticas 

(Rurangwa et al., 2004). Existem poucos estudos que informe sobre o desempenho 

reprodutivo, produção de oócitos e sêmen durante a estação reprodutiva, além da 

qualidade dos gametas de peixes em cativeiro (Murgas et al., 1999; Streit Jr. et al., 

2008). A qualidade dos oócitos e produção de larvas em cativeiro são considerados um 

fator limitante e de muita importância na produção de larvas (Kjorsvik et al., 1990) e 

consequentemente, no desenvolvimento aquícola Assim como a qualidade do sêmen é 

igualmente importante, podendo afetar o sucesso da fertilização e produção de ovos 

viáveis (Bromage, 1995). 

Trabalhos relatam assíncronia entre os sexos, enquanto as fêmeas ainda estão 

produzindo oócitos de boa qualidade, o mesmo  não ocorre com o sêmen que declina 

severamente com o final da estação reprodutiva (Babiak et al., 2006). Um protocolo 

seguro de armazenamento de sêmen (criopreservação) poderia reduzir o problema da 

baixa qualidade no final da estação, pela disponibilidade deste material com qualidade. 

Além disso, o estabelecimento de uma rotina poderia facilitar outros aspectos no manejo 

dos reprodutores. A frequente extrusão do sêmen para fertilizar os grupos de oócitos, 

pode reduzir consideravelmente a mão de obra, tempo, custo com grandes estoques de 

reprodutores inviabilizados, e reduzir o risco de injúrias nos reprodutores durante a 

coleta do sêmen.   
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Dentre os grupos de espécies cultivadas no Brasil, os Characiformes apresentam 

destaque, pela textura e sabor de sua carne e ao bom rendimento de carcaça. O cultivo 

de tambaqui, Colossoma macropomum (Characiformes, Characidae), vem crescendo 

rapidamente, principalmente na região norte do Brasil, em função da sua rusticidade, do 

seu aparente potencial de crescimento, e de sua resistência a baixas condições de 

oxigênio (Val & Almeida-Val, 1995; Baldisserotto & Gomes, 2005). 

 

2. Revisão de Literatura 

2.1. Situação atual da aquicultura 

A aquicultura representa hoje a única alternativa para o aumento da produção de 

pescados, tendo apresentado um desenvolvimento crescente nos últimos anos. Segundo 

dados da FAO (2011), em 2011 a produção mundial da aquicultura (sem plantas 

aquáticas) foi superior a 55 milhões de toneladas. Já no Brasil, em 2010 a produção da 

aquicultura brasileira foi superior a 479 mil toneladas, a aquicultura continental 

representou 82,3% deste total. As regiões brasileiras mais representativas na produção 

em águas continentais foram o sul (133.425 ton), nordeste (78.579 ton), sudeste (70.915 

ton) e centro-oeste (69.840 ton), ficando a região norte em quinto lugar com 41.581 

toneladas. Das espécies produzidas em 2010 (ambiente continental) destacando a tilápia 

(Oreochromis ssp.) (155.450 ton), carpas diversas (94.579 ton), e em seguida, os peixes 

redondos, tambaqui (54.313 ton), tambacu (21.621 ton) e o pacu (Piaractus 

mesopotamicus) (21.245 ton) (MPA, 2012). Os peixes redondos somam um total de 

97.179 toneladas, representando 24,6% da produção total da aquicultura continental do 

Brasil (MPA, 2012). 

Com o avanço da piscicultura no Brasil, a partir da década de 1980 começaram a 

surgir novas técnicas de criação e também alternativas quanto às espécies de peixes 

nativos criadas, como o C. macropomum e o P. mesopotamicus (Martins et al., 2002). 

Analisando a situação das perspectivas da produção comercial de pescado no Brasil, 

destaca-se o potencial do país em se tornar um importante fornecedor mundial de 

pescado de água doce, a partir da criação de espécies nativas (Fonseca & Silva, 2004).  

 

2.2. Espécie: Tambaqui (Colossoma macropomum) (Cuvier, 1818) 

O C. macropomum pertence à ordem Characiformes, família Characidae e 

subfamília Serrasalminae, sendo considerado o segundo maior peixe de escama da 

América do Sul, chegando a atingir 90 cm e 30 Kg (Lopera-Barrero et al. 2011). Esta 
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espécie ocorre naturalmente nas bacias dos rios Amazonas, Solimões e Orinoco, 

amplamente distribuído na parte da América do Sul e na Amazônia Central, que é 

conhecido como cachama negra (Colômbia e Venezuela) e gamitana (Peru). No Rio 

Amazonas, a espécie é comumente encontrado da foz do rio Xingu, no Estado do Pará, 

até o médio rio Ucaiali, no Peru (Araujo-Lima & Gomes, 2005). 

No Brasil, o C. macropomum é a espécie endêmica mais produzida (MPA, 2012), 

sendo muito apreciado por seu sabor e considerado como importante fonte de proteína 

animal, principalmente pelas comunidades tradicionais da Amazônia, que é explorado 

desde o século XIX (Menezes et al., 2008). Hoje o C. macropomum é a principal 

espécie de importância comercial da Amazônia, sendo uma das criações mais presentes 

em todo o Brasil, 24 estados dos 27 existentes, em que o Estado do Amazonas é o 

principal produtor. Segundo o Boletim Estatístico da Pesca e Aquicultura do Ministério 

da Pesca e Aquicultura (MPA, 2012), a produção de C. macropomum se elevou, de 

31.000 toneladas em 2007, para mais de 54.313 toneladas em 2010. Devido a estes 

fatores, a Embrapa iniciou, em 2008, o programa de melhoramento genético de espécies 

aquática no Projeto Aquabrasil, que escolheu o C. macropomum como uma das espécies 

a estudar, por representar grande potencial de desenvolvimento.   

A primeira maturação sexual no C. macropomum ocorre com cerca de 60 cm 

comprimento padrão e aproximadamente dois anos idade. Seu período reprodutivo se 

estende de setembro a fevereiro, sendo uma espécie de água tropical de desova total e 

com movimento reprodutivo migratório, espécie de piracema. Em cativeiro só se 

reproduz com indução hormonal, e com elevada prolificidade (Castagnolli, 1992). A 

reprodução induzida vem sendo  estudada com inúmeros relatos sobre o uso de 

diferentes indutores hormonais. A literatura descreve o uso de produtos naturais, como 

extrato de hipófise e hCG (Gonadotrofina coriônica humana), e substâncias sintéticas, 

como os análogos do hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH ou LH-RH) e de 

antagonistas do hormônio bloqueador de gonadotrofinas (dopamina) (Araujo-Lima & 

Gomes, 2005). O extrato de hipófise é o indutor reprodutivo mais usado em C. 

macropomum. Porém, é usando intensamente o Ovopel que é análogo de hormônio 

liberador de gonadotrofina (mGnRHa e sGnRHa) associado a bloqueador de receptor da 

dopamina. No trabalho de Zaniboni Filho & Weingartner (2007), foi comparado o custo 

de indução hormonal reprodutivo do Ovopel e do extrato de hipófise, e levou a 

conclusão ser o primeiro o indutor reprodutivo mais econômico. 



5 

 

A área de vida do C. macropomum é caracterizada por águas ricas em nutrientes 

com temperaturas médias entre 25 e 34oC e abundâncias de áreas alagáveis. A espécie é 

capaz de resistir a baixas concentrações de oxigênio dissolvido na água, 

aproximadamente 1 mg/L, que são características do seu habitat (Val & Almeida-Val, 

1995). Segundo Reis Neto (2007) os resultados na criação em sistema-intensivo são 

satisfatórios quando divididas nas fases de recria (60 dias) e engorda (240-300 dias) 

com ração comercial de 34 a 28% de proteína, respectivamente.  

 

2.3. Desempenho e produção de gametas no período reprodutivo 

A qualidade dos oócitos em cativeiro é considerada fator limitante e muito 

importante na produção de larvas (Kjorsvik et al., 1990) e consequentemente, no 

desenvolvimento aquícola. A qualidade do sêmen é igualmente importante, podendo 

afetar o sucesso da fertilização e produção de ovos viáveis (Bromage, 1995). De todo 

modo, mudanças podem ocorrer nas características de qualidade do sêmen durante o 

período reprodutivo (Fauvel et al., 1999) e o “stress”  ou estresse ocasionado em peixes 

no cativeiro podem ocasionar efeito negativo na função reprodutiva e qualidade dos 

gametas (Papadaki et al., 2008). 

Avaliando o sêmen de Hippoglossus hippoglossus e Mastacembelus 

mastacembelus ao longo do período reprodutivo, Babiak et al. (2006) e Sahinoz et al., 

(2007), relataram que houve perda de qualidade  no final da estação. As alterações 

resultam na redução da capacidade de fertilização, sendo observado um aumento da 

concentração espermática, correlacionada negativamente com a perda de motilidade 

progressiva (Babiak et al., 2006). Além disto, os autores observaram deterioração 

morfológica do espermatozoide, incluindo a peça intermediária, no final da estação 

reprodutiva. 

Assim como a qualidade dos oócitos é considerada, como potencialmente futuras 

larvas viáveis (Kjorsvik et al., 1990) os mesmos, dependem de vários fatores e que 

frequentemente podem mudar durante o ciclo reprodutivo. Aspectos como o estado 

endócrino das fêmeas durante a ovogênese, quantidade e qualidade da ração fornecida, 

parâmetros físico-químicos da água, manejo dos reprodutores (stress) e outros, são 

relacionados por Bromage (1995) como determinantes para o sucesso na produção de 

larvas viáveis.  
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Chambers & Waiwood (1996), estudando Gadus mohua, relataram que houve 

redução do tamanho dos oócitos no período reprodutivo e este fato estaria relacionando 

a redução da oferta de alimentação dos reprodutores durante o período reprodutivo e 

subsequente redução da nutrição maternal. Na época de reprodução, os oócitos atingem 

um tamanho crítico específico para as espécies (Romagosa et al., 1988), sendo que o 

tamanho da larva, após a absorção do saco vitelino esta correlacionada ao tamanho do 

óvulo. 

O “stress” ocasionado em peixes em cativeiro pode ter resultados negativos na 

função reprodutiva e qualidade dos gametas femininos e masculinos (Schreck et al., 

2001). Então, é de extrema importância que para cada nova espécie selecionada para a 

aquicultura seja observado à existência de mudanças sazonais e relacionar com a 

qualidade dos espermatozoides e oócitos (Mylonas et al., 2003; 2004). Tais informações 

podem ajudar na organização das instalações comerciais e, se possível, no 

aperfeiçoando da produção de ovos e alevinos de peixes. 

 

2.3.1. Fatores abióticos que influenciam a qualidade dos gametas em peixes 

O processo reprodutivo, em peixes, depende da interação de fatores endógenos, 

como os hormônios e exógenos, tais como temperatura, precipitação, fotoperíodo, nível 

da coluna d’água, dentre outros. Trabalhos sobre influência de fatores abióticos na 

fisiologia reprodutiva de peixes indicam que dificilmente um único fator interfere na 

complexidade do processo reprodutivo (Barbieri et al., 2000).  

O papel de fatores ambientais na sincronização dos ciclos reprodutivos, dando 

ênfase à influência do fotoperíodo e temperatura da água neste processo, foi 

amplamente discutido por Bye (1984). Segundo este autor, os peixes que vivem fora dos 

trópicos, apresentam ciclos, de tal forma que larvas e jovens são produzidos quando as 

condições ambientais são favoráveis a sobrevivência. 

Autores como Naumov (1956), Ashan (1966), De Viaming (1975) e Sundararaj & 

Vasal (1976), consideram temperaturas altas e fotoperíodo longo como fatores 

responsáveis pela desova de peixes de clima temperado. Para peixes de clima tropical e 

subtropical, além desses fatores, a precipitação atmosférica parece exercer papel 

importante nas espécies migradoras e com desova total,  a variação do nível do rio está 

na dependência das chuvas. Segundo Lowe-McConnel (1975), os teleósteos de regiões 

tropicais e subtropicais possuem estreita relação entre o período reprodutivo e as 

estações chuvosas. Assim como para Munro (1990) existem evidências de que a 
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temperatura pode ser utilizada como fonte de informação sobre o advento de condições 

adequadas de desova. 

 

2.4. Banco de Germoplasma 

O objetivo da criopreservação é obter sêmen viável que mantenha sua fertilidade. 

Os parâmetros qualitativos do sêmen “in natura” (motilidade e vigor espermático, 

tempo de motilidade, morfologia espermática, concentração espermática, dentre outros) 

que possa ser resfriado ou criopreservado (Billard, 1992; Dreanno et al., 1998; Lee & 

Donaldson, 2001) juntamente com aplicação correta dos procedimentos de 

criopreservação (Glogowski et al., 1999) devem ser monitorados de maneira reduzir a 

perda de qualidade após o descongelamento. Portanto, Rurangwa et al. (2004) sugerem 

que os espermatozoides tenham qualidade, característica necessária para eficientes 

fertilizações dos oócitos. 

A formação do banco de germoplasma permite o armazenamento do sêmen em 

nitrogênio líquido a -196ºC, mantendo assim, a viabilidade deste por tempo indefinido. 

Dessa forma, o sêmen pode ser criopreservado para ser utilizado em reproduções 

futuras, possibilitando reduzir o estoque de machos na piscicultura intensiva, 

propiciando a exploração mais racional de reprodutores geneticamente selecionados 

(Felizardo, 2008). 

No tocante à atividade produtiva representada pela piscicultura, há muitas 

vantagens no uso de técnicas de conservação de sêmen de peixes (Carneiro, 2007). A 

crioconservação tem contribuído para o desenvolvimento e aplicação de métodos de 

controle reprodutivo favorecendo uma manipulação genética, seleção de reprodutores e 

redução do estoque de machos, uma vez que oferece gametas para indeterminado 

período de tempo (Senhorini et al., 2006). Além disso, essa técnica facilita um dos 

grandes objetivos do piscicultor que é de eliminar indivíduos inapropriados e praticar a 

seleção genética, combinando as qualidades desejáveis de diferentes variedades de 

peixes da mesma espécie e/ou espécies diferentes (Rosa et al., 1994).  

 

2.4.1. Criopreservação de sêmen de peixe 

O processo de criopreservação busca redução do metabolismo e a desidratação 

celular. No entanto, durante esse processo de estabilização (resfriamento) a célula 

espermática é exposta ao choque térmico, que é definido como um conjunto de 

alterações que ocorrem nos espermatozoides quando expostos rapidamente a uma 
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temperatura inferior à fisiológica (Graham, 1996). Como consequências do choque 

térmico nos espermatozoides ocorrem: perda rápida na motilidade e/ou presença de 

movimento circular ou retrógrado; danos no metabolismo da célula espermática e nas 

membranas plasmáticas (Carneiro et al., 2012; Varela Jr., 2011). 

Durante o congelamento do sêmen, é importante que haja a remoção da maior 

parte da água intracelular (Watson, 2000), do contrário, formam-se grandes cristais de 

gelo intracelulares, entre as temperaturas de –5º a –10ºC que podem resultar em severos 

danos e frequentemente em morte celular. Por outro lado, a desidratação celular extrema 

também é prejudicial, quando a solução crioprotetora com hiperosmolaridade não está 

ajustada adequadamente ou quando o tempo de exposição é muito alto. 

O processo de resfriamento é responsável pela mudança na estrutura 

bidimensional dos lipídios componentes da membrana da célula espermática, estando 

associado a mudanças na sua fluidez (Watson, 1995), reduzindo a longevidade dos 

espermatozoides após o descongelamento (Buhr et al., 1994; Holt, 2000). A severidade 

dos efeitos do resfriamento durante o processo de criopreservação depende da sua 

velocidade e também dos intervalos de temperatura (Watson, 1981). 

Para se obter sucesso no processo de congelamento de sêmen, é preciso ter 

material fresco e de boa qualidade, aliado a uma técnica apropriada de criopreservação. 

É imprescindível evitar seu contato com a água ou mesmo a urina do peixe durante sua 

extração, para que não haja ativação (Harvey & Carolsfeld, 1993). Também é 

indispensável a utilização de soluções diluentes com agentes protetores para que não 

ocorram injúrias com os espermatozoides durante o congelamento e descongelamento, 

como o rompimento das estruturas celulares. Para que tenha maior proteção e 

prolongamento da viabilidade dos espermatozoides faz-se necessário a utilização 

combinada do diluidor com o crioprotetor. Sem estas é praticamente impossível 

alcançar algum sucesso na criopreservação seminal. Pois, submeter os espermatozoides 

a temperaturas abaixo do ponto de congelamento, requer uma solução que não permita 

que os mesmos iniciem a sua atividade motora, além de não provocar sequelas nos 

espermatozoides como inchaço de cabeça ou da cauda ou mesmo desidratação 

(Carneiro, 2007). Logo, as soluções devem conter parâmetros equivalentes como do 

sêmen, em especial pH e osmolaridade. Em geral, estas soluções crioprotetoras devem 

conter solutos que permitam manter as células espermáticas protegidas, seja por um 

“filme externo” de proteção, passando por solutos que substituam a água intracelular, 

até substâncias que suplementem os espermatozoides com energia. Na prática, o 
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desenvolvimento de uma solução dessas, para uma determinada espécie de peixe 

necessita de ensaios para a avaliação dos seus eventuais efeitos tóxicos e sua influência 

sobre a integridade e funcionalidade espermática (Ohta & Izawa, 1996). 

Segundo Hopkins & Evans (1991), a sensibilidade dos espermatozoides quanto as 

mudanças de temperatura se  deve a ação protetora do plasma seminal e a integridade da 

membrana espermática. Esta última, relaciona-se tanto com sua composição lipidio-

proteica como de colesterol e fosfolipídios (Darin-Bennett & White, 1977). Alguns 

diluentes mantêm a viabilidade do sêmen a temperatura ambiente, enquanto outros se 

refrigeram entre 4 e 5oC para ajudar a controlar o crescimento bacteriano e reduzir a 

taxa metabólica das células espermáticas (Hopkins & Evans, 1991). 

A criopreservação de sêmen é uma biotécnica, que dentre outras vantagens reduz a 

quantidade de reprodutores machos que devam ser estocados (Herman et al., 1994), para 

a produção de alevinos. Outra vantagem atribuída a biotécnica de congelamento de 

sêmen se refere a montagem e desenvolvimento de um programas de melhoramento 

genético. Pois, não havendo troca de gametas, poderia ocorrer um processo de  

consanguinidade dos indivíduos, resultando em baixa variabilidade genética na prole 

(Hafez, 1995; Bromage, 1995; Honeyfield & Krise, 2000). Outro ponto positivo a ser 

destacado é o de facilitar o transporte de sêmen para um possível intercâmbio entre 

pisciculturas comercias e conservação do material genético das espécies ameaçadas de 

extinção (Zhang et al., 2003). 

 

2.4.1.1. Diluidores e Crioprotetores 

Os diluidores são soluções de sais ou de carboidratos, que ajudam a manter a 

viabilidade das células em baixas temperaturas (Legendre & Billard, 1980). Para um 

meio diluente ser completo e eficiente, algumas substâncias são necessárias na sua 

composição como: lipoproteínas ou material de alto peso molecular que previnem o 

choque térmico, como a gema de ovo ou leite; glicose ou frutose como fonte de energia; 

substâncias iônicas e não iônicas que mantém a osmolaridade; além dos agentes 

crioprotetores intracelulares.  

A solução de criopreservação regularmente utilizada para sêmen de peixes de 

escamas no Brasil é composta por glicose + gema de ovo + DMSO (Carolsfeld et al., 

2003), e glicose + gema de ovo + metanol, para peixes de couro (Carolsfeld et al., 
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2003). Neste caso, observa-se dois crioprotetores extracelulares recomendados, glicose 

e gema de ovo (proteína), e dois intracelulares, DMSO ou metanol. 

Outra solução diluidora que passou a ser utilizada e com ótimos resultados a partir 

dos trabalhos iniciais de Murgas et al. (1999) é o BTS (Beltsville Thawing Solution®). 

Este é um diluidor desenvolvido e preconizado para conservação do sêmen suíno, mas 

que para peixes são obtidos excelentes resultados (Franciscatto et al., 2002; Miliorini et 

al., 2002; Murgas et al., 2002; Maria et al., 2004; Miliorini et al., 2004). O BTS possui, 

em sua fórmula, componentes que, além de nutrirem células espermáticas e 

proporcionarem um microambiente osmoticamente favorável, protegem a face 

intracelular da membrana citoplasmática durante o congelamento (Murgas et al., 2007). 

Os crioprotetores podem ser classificados como intracelulares (permeáveis) e 

extracelulares (impermeáveis), de acordo com o peso molecular e a consequente 

propriedade de atravessar ou não a membrana celular (Seidel, 1984; Rodrigues, 1992). 

Os extracelulares recobrem a superfície celular e estabilizam a membrana, minimizando 

e reparando os possíveis danos celulares causados pelo congelamento. Enquanto o 

intracelular retira a água da célula e reduz a temperatura na qual o interior da célula é 

congelado, impedindo a formação de cristais de gelo. 

Os crioprotetores intracelulares mais utilizados na criopreservação de sêmen 

animal são: glicerol, etilenoglicol, dimetilsufóxido (DMSO) e metanol, sendo estes dois 

últimos mais utilizados em sêmen de peixes. Já os extracelulares, em geral, são 

moléculas de açúcares, como: glicose, sacarose e frutose, além de outras substâncias 

como proteína derivada de gema de ovo e leite em pó.  

O uso de soluções crioprotetoras com baixo peso molecular é uma estratégia que 

permite minimizar a toxidez durante a exposição da célula espermática, reduzindo a 

concentração do crioprotetor utilizado, prevenindo o inchaço osmótico nos 

espermatozoides. Entre os crioprotetores permeáveis, o metanol (PM: 46,07), 

etilenoglicol (PM: 62,02), propanodiol (PM: 76,10) e o dimetilformamida (PM: 73,1) 

possuem peso molecular inferiores quando comparados com o dimetilsulfóxido (PM: 

78,13) e glicerol (PM: 92,10) (Baudot et al., 2000). Alternativas de crioproteção 

também propostas na congelação do sêmen de peixes são o uso das amidas, incluindo a 

formamida (dimetilformamida - DMF), acetamida (dimetilacetamida - DMA) e 

lactamida. Estes têm estruturas que promovem ligações de hidrogênio com a molécula 

da água e estas ligações mudam a orientação da molécula da água nos cristais de gelo, 
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criando um ambiente celular menos nocivo para as células espermáticas (Dalimata & 

Graham, 1997). 

 

2.4.1.2. Dimetilsulfóxido (DMSO) 

O DMSO é um dos crioprotetores intracelulares com alto peso molecular 

(PM=78,13). Preserva a integridade de proteínas isoladas e das membranas lipídicas 

durante o processo de resfriamento e aquecimento (Anchordoguy et al., 1991).  

A desvantagem do DMSO é a toxicidade, além da dificuldade de seu emprego, já 

que apresenta a necessidade de preparo da solução no momento do uso, em função de 

sua característica higroscópia,  prejudicando sua aplicação nos roteiros de 

criopreservação (Werlich et al., 2006). Outros autores observaram que o DMSO é um 

dos melhores crioprotetores para espécies de peixes de água doce (Bedore, 1999; 

Miliorini et al., 2002) e de água salgada (Ritar, 1999). Porém, Bedore (1999) relatou 

elevada toxicidade para o sêmen de peixes, mas que pode ser suprida pela adição de 

carboidratos (Leung & Jamielson, 1991). 

 

2.4.1.3. Metanol 

Segundo Harvey (1993), o metanol é a substância que mais facilmente permeia a 

membrana celular, sendo, entretanto, considerada a substância mais tóxica, exceto para 

o sêmen de tilápia (Oreochromus niloticus).  

 

2.5. Metodologias utilizadas para a validação de resultados  

2.5.1. Motilidade, concentração e morfologia espermática 

Motilidade, concentração e morfologia espermáticas são os parâmetros clássicos 

na avaliação de amostras de sêmen (fresco, resfriado ou congelado). Usualmente, a 

motilidade espermática é estimada em análise do sêmen entre lâmina e lamínula, 

enquanto as anormalidades espermáticas são avaliadas em esfregaços corados. Ambas 

as técnicas são realizadas sob uso de microscopia óptica (Galo et al., 2011; Arruda et 

al., 2007).  

 

2.5.2. Integridade de membrana plasmática e DNA 

Todos os testes laboratoriais de análise de sêmen buscam a predição da 

capacidade fertilizante do sêmen (Arruda et al., 2007). Dentre esses exames, a técnica 

que utiliza sondas fluorescentes é importante por sua característica de marcar estruturas 
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específicas das células e de detectar integridade estrutural ou funcionalidade de forma 

clara (Celeghini, 2005). 

A avaliação das membranas espermáticas é um indicador importante do sucesso 

da criopreservação, uma vez que são extremamente sensíveis às crioinjúrias. As 

inúmeras funções da membrana citoplasmática estão relacionadas ao metabolismo 

celular e manutenção da motilidade (Peña et al., 2005). A integridade da membrana 

plasmática garante a manutenção da homeostase celular, atuando como barreira entre o 

meio interno e externo (Amman & Picket, 1987). Em condições de estresse provocado 

pela criopreservação, as membranas podem sofrer rearranjos, formando pontos 

vulneráveis e, com isso, induzir a excessiva permeabilidade ou mesmo rompimento da 

membrana (Amann & Graham, 1993). Na membrana espermática, esse estresse está 

relacionado à fase de transição dos lipídeos, alterando o estado funcional da membrana 

(Holt et al., 1992). 

Várias sondas fluorescentes podem ser utilizadas para a avaliação da integridade 

da membrana plasmática espermática, como o brometo de etídio (Halangk et al., 1984), 

corantes supravitais Hoechst 33258 (H258), 33342 (H342) (Casey et al., 1993; Maxwell 

et al., 1997), SYBR-14 (Garner et al., 1999; Thomas et al., 1998) e diacetato de 

carboxifluoresceína (CFDA) (Harrison & Vickers, 1990; Peña et al., 1998; Souza, 

2001;Valcárcel et al., 1994). Todavia, o iodeto de propídio (PI) se destaca em pesquisas 

pela sua facilidade de preparação e aplicação da técnica, estabilidade e eficiência na 

avaliação da integridade da membrana, seja isoladamente ou associada a outro corante 

fluorescente para avaliar membrana plasmática (Arruda et al, 2007). Esta sonda possui 

afinidade ao DNA e cora em vermelho o núcleo de células com membrana plasmática 

lesada (Arruda, 2000; Arruda et al., 2003, Arruda et al., 2007). Outras sondas 

fluorescentes com especificidade com ácido desoxirribonucleico (DNA) também são 

usadas para determinar a integridade da membrana plasmática, tais como Hoechst 3358 

(H258), Hoechst 33342 (H342) e SYBR- 14 (Coelho et al, 1995; Celleghini et al., 

2007). 

 

2.5.3. Potencial Mitocondrial 

O conhecimento atual do papel das mitocôndrias nas alterações patológicas está se 

expandido rapidamente. As disfunções desta organela são responsáveis por uma grande 

variedade de problemas. Os órgãos ou células envolvidas nestas síndromes são aqueles 
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que demandam grande quantidade de energia respiratória. Alterações no funcionamento 

da mitocôndria pode ser um fator relacionado à infertilidade. Ela é chave para a 

manutenção energética da motilidade espermática, um dos maiores determinantes da 

fertilidade do macho (Ruiz-Pesini et al., 1998). 

A energia necessária para motilidade espermática é promovida pelas mitocôndrias 

localizadas na peça intermediária (Gravance et al., 2000). Estas produzem energia em 

forma de adenosina trifosfato (ATP) que é quebrada em moléculas de adenosina 

trifosfatase, liberando a energia necessária para a movimentação da cauda (Barth & 

Oko, 1989). Assim, qualquer mudança na função mitocondrial pode ser refletida na 

alteração da motilidade espermática (Gravance et al., 2000). 

A motilidade é o critério mais comum de avaliação da qualidade espermática,  

mensurando indiretamente a atividade metabólica e apesar de ser um método simples, 

dependente da experiência do avaliador. O espermatozoide apresenta movimento 

flagelar na presença de energia derivada da produção de ATP. Medidas diretas da 

função mitocondrial podem ser alternativas úteis para uma avaliação mais precisa da 

qualidade espermática (Carreira, 2008). 

Sondas fluorescentes, como a Rhodamina 123, MitoTracker Green, MitoTracker 

Red, MitoTracker Orange, MitoTracker Deep Red e JC-1, podem ser utilizadas para 

visualização destas organelas. A sonda JC-1 possui baixa toxicidade, boa solubilidade e 

características fluorescentes apropriadas para detecção por sistema de filtros, 

comumente usada em microscopia de epifluorescência (Smiley et al., 1991). 

A energia liberada durante as reações de oxidação na cadeia respiratória 

mitocondrial é armazenada como um gradiente eletroquímico que consiste de um 

potencial elétrico trans-membrana (∆ ψ), negativo dentro de cerca de 180-200 mV, e de 

um gradiente de próton de uma unidade. Esta energia é capaz de conduzir a síntese de 

ATP para ser utilizada como combustível nos processos celulares. Cátions lipofílicos 

membrana-permeáveis, denominados de sondas, acumulam-se em células vivas, 

organelas e lipossomos exibindo um potencial de membrana negativo e são utilizados 

para decifrar os mecanismos de regulação e controle da transdução energética. Estas 

sondas incluem aquelas que apresentam atividade óptica e fluorescente após 

acumulação em sistemas energizados, sondas radio-coradas e sondas não coradas 

utilizadas com eletrodos específicos (Cossarizza et al.,  1993).  

A sonda de iodeto de 5,5’,6,6’–tetracloro-1,1’,3,3’ 

tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1) é utilizada para coloração diferencial de 
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mitocôndrias com alto ou baixo potencial de membrana (Gravance et al., 2000). A 

sonda separa duas populações por código de cor, mostrando mitocôndrias com alto 

potencial de membrana em vermelho e marcando em verde as com baixo potencial 

(Garner et al., 1999; Celeghini et al., 2005). O uso da sonda JC-1 é mais vantajosa do 

que as Rodaminas e Carbocianinas,  é capaz de se ligar seletivamente à mitocôndria e as 

mudanças de coloração são reversíveis, do verde ao alaranjado de acordo com o 

aumento do potencial de membrana acima de valores de 80 a 100 mV. Esta propriedade 

é reversível pela formação de agregados na membrana polarizada que causam a 

mudança da emissão de luz de 530 nm (emissão das formas monoméricas de JC-1) para 

590 nm (emissão dos J-agregados), quando excitados a 490 nm. Assim, quando a 

coloração passa de verde para laranja a membrana mitocondrial está mais polarizada 

(Cossarizza et al.,1993; Gravance et al., 2000; Cossariza, 2007). Troiano et al., (1998) 

observaram correlação significativa entre potencial mitocondrial e motilidade, assim 

como entre potencial mitocondrial e degeneração da cromatina. 

Cabe ressaltar que o número de mitocôndrias nos espermatozoides de peixes varia 

entre as espécies (2 a 9 mitocôndrias por espermatozoide), e se apresentam 

frequentemente em forma de colar, sendo que esta característica está fortemente 

relacionada com a duração da motilidade (Yao et al., 1999). 

 

2.5.4. Proteínas do plasma seminal 

A qualidade do sêmen é determinante para o sucesso do processo reprodutivo, 

especialmente aquele em que os espermatozoides sofreram alterações físicas pelo 

resfriamento. Os estudos realizados com sêmen de peixes têm demonstrado variações 

individuais nos parâmetros, tais como: motilidade espermática e capacidade para 

fertilizar e ser armazenado. Além disso, os índices espermáticos podem variar entre 

machos ou mesmo no próprio indivíduo (Rana, 1995). O efeito individual do macho é o 

fator com maior influência sobre a variação na eficiência do congelamento de sêmen 

(Roca et al., 2006). Torna-se importante estudar técnicas que identifiquem variações na 

resposta ao congelamento entre diferentes machos e que permitam desenvolver testes 

para detectar o seu potencial de congelabilidade.  

Nesse contexto, a composição proteica do plasma seminal deve ser considerada 

como um fator importante a influenciar a fertilidade masculina (Autiero et al., 1991; 

Strzeýek et al., 2002). Em tilápias (Oreochromis niloticus) foi identificado uma 

glicoproteína no plasma seminal com alto peso molecular (120 kDa) como fator 
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imobilizante dos espermatozoides (Mochida et al., 1999; Mochida et al., 2002). 

Algumas dessas proteínas poderão se constituir em marcadores bioquímicos que 

permitam identificar indivíduos com maior ou menor potencial de fertilidade e 

congelabilidade do sêmen (Autiero et al., 1991; Strzeýek et al., 2002; Jobim et al., 2004; 

Zilli et al., 2005; Asadpour et al., 2007). 

O sêmen é composto pelo plasma seminal e pelos espermatozoides. Entretanto, a 

concentração dos componentes do plasma seminal pode variar de indivíduo para 

indivíduo, dentro de uma espécie. Cabe destacar, que sua função é prover um ótimo 

ambiente para o armazenamento dos espermatozoides dentro e fora dos testículos 

(Ciereszko et al., 2000). O plasma seminal, na maioria dos teleósteos, é um produto 

sintetizado nos testículos e nos ductos espermáticos (Lahnsteiner et al., 1994), 

considerando que muitas espécies não apresentam glândulas acessórias. Alguns 

componentes do plasma seminal não são secretados, mas sim podem ser originados de 

células espermáticas em decomposição (Ciereszko et al., 2000). 

O plasma seminal de peixes teleósteos tem grande importância na fisiologia 

espermática. Sua composição mineral inibe a motilidade espermática dentro dos ductos 

espermáticos e provêem um meio isotônico e equilibrado para os espermatozoides 

(Morisawa e Suzuki, 1980; Cosson et al., 1999), além de monossacarídeos e lipídios 

para recursos energéticos dos espermatozoides. De acordo com Loir et al., (1990), o 

constituinte orgânico em maior abundância no fluido seminal de peixes teleósteos são as 

proteínas. Estudos recentes demonstram a importância das proteínas do plasma para os 

espermatozoides, como em truta arco-íris (Oncorhynchus mykiss), em que os 

espermatozoides foram armazenados em solução salina semelhante a composição do 

fluido seminal. Ainda, as taxas de motilidade e velocidade natatória, que poderiam ser 

ativadas, aumentaram quando a solução de armazenamento continha proteínas do 

plasma seminal, indicando que estas estabilizam e viabilizam os espermatozoides 

(Lahnsteiner et al., 2004).  

Alguns grupos de polipeptídeos podem ser distinguidos no líquido seminal de 

peixes como as lipoproteínas (Loir et al., 1990), as antiproteinases (Ciereszko et al., 

2000) entre outras proteínas ainda não bem descritas. Seis lipoproteínas foram 

identificadas no plasma seminal de trutas O. mykiss. Estas proteínas foram inicialmente 

identificadas como sendo lipoproteínas de alta densidade (HDL). A importância destas 

lipoproteínas pode ser associada a interação com a membrana plasmática dos 

espermatozoides para manter a composição lipídica ideal durante o armazenamento nos 
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ductos espermáticos (Wojtczak et al., 2005). A atividade de antiproteinases foi descrita 

no plasma seminal de muitas espécies de peixes teleósteos (Dabrowski & Ciereszko, 

1994; Ciereszko et al., 1998, 2000). A principal função das antiproteínases no plasma 

seminal de peixes está associada à proteção do espermatozoide do ataque proteolítico 

(Kowalski et al., 2003).  

Diversos autores procuraram marcadores bioquímicos para a fertilidade ou 

infertilidade em machos de várias espécies, pelas técnicas de eletroforese uni ou bi-

dimensional, tanto no plasma como na membrana dos espermatozoides (Romito, 2003). 

Marcadores bioquímicos de plasma seminal são também sugeridos por diversos autores 

para identificar animais superiores ou inferiores quanto ao seu potencial de fertilidade e 

diferenciar graus de congelabilidade do sêmen. Alguns autores já correlacionaram as 

proteínas presentes no plasma seminal com grau de congelabilidade do sêmen de 

diversas espécies, como búfalos (Dhami et al., 1986), galos (Bentley et al., 1984), 

bovinos (Pangawkar et al., 1988) e suínos (Corcini, 2008). 

Os procedimentos de criopreservação de gametas de peixes causam injúrias 

irreparáveis a estas células, tornando-as muitas vezes incapazes de desempenhar suas 

funções. O congelamento pode causar dano tanto em proteínas dos espermatozoides 

quanto nas proteínas presentes plasma seminal, tornando, muitas vezes, a célula incapaz 

ou com reduzida capacidade de fertilização (Zilli et al., 2005).  

De forma interessante, parâmetros bioquímicos comuns a peixes e mamíferos 

providenciam evidências para o uso do sêmen de peixes como modelo para pesquisa 

biomédica (Coward et al., 2002). Em outro caminho, com os avanços nos estudos de 

proteômica do sêmen de peixes, marcadores bioquímicos de congelabilidade dos 

espermatozoides podem ser descobertos, fornecendo subsídios para a formação de 

bancos de germoplasma de espécies em extinção. 

Na avaliação das proteínas presentes no plasma seminal (PSP) pela técnica de 

eletroforese unidimensional, as proteínas são separadas pelo seu ponto isoelétrico, 

enquanto, na avaliação pela técnica de eletroforese bidimensional, as proteínas são 

separadas pela sua massa molecular. Portanto, a técnica bidimensional possui a 

vantagem de separar proteínas em maior quantidade e com uma alta resolução, 

facilitando a identificação de potenciais marcadores ligados à fertilidade e 

congelabilidade de sêmen em machos de diferentes espécies, como bovinos (Wolfe et 

al., 1993; Roncoleta , 1999; Jobim et al., 2004), humanos (Autiero et al., 1991), equinos 

(Frazer & Bucci, 1996; Brandon et al., 1999) e suínos (Strzeżek et al., 2002). 
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OBJETIVOS GERAIS 

 
 
 

Este trabalho foi realizado com o objetivo de analisar o comportamento reprodutivo 

da espécie Colossoma macropomum em cativeiro, ao longo da estação reprodutiva, 

caracterizando os parâmetros quali-quantitativos de seus gametas. Além de congelar o 

sêmen e avaliar a interação do conteúdo proteico do sêmen de C. macropomum com os 

parâmetros quali-quantitativos do sêmen congelado com DMSO, visando à 

identificação de marcadores bioquímicos (proteínas) em condições de predizer o 

potencial de congelabilidade do sêmen. 
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Avaliação espermática de tambaqui (Colossoma macropomum) ao longo da 1 

estação reprodutiva 2 

 3 

PALAVRAS-CHAVE: characidae, espermatozoides, fatores abióticos, período 4 

reprodutivo 5 

 6 

ABSTRACT: The study was carried out to analyze the reproductive behavior of the 7 

Colossoma macropomum, species on quality of their male gametes throughout the 8 

reproductive station, in order to determine the best time to accomplish the reproduction. 9 

23 males of C. macropomum were used in the reproductive station of 2009-2010. The 10 

male gametes were collected for the quantitative and qualitative analyses along the 11 

reproductive station, with collections every 15±5 days. The semen was picked in 12 

syringes being appraised the following parameters: volume; progressive motility; sperm 13 

vigor; time mobility; spermatic concentration and sperm morphology. It was not 14 

verified (P>0.05) a period effect inside the station for semen volume, sperm vigor, time 15 

motility, sperm concentration, fertilization rate and hatching. When the progressive 16 

motility was evaluated among the collection periods, the effect (P <0.05) found was of 17 

quadratic behavior. With relationship to the sperm morphology of the semen, 18 

differences were verified (P <0.05) in the probability of occurrences of normal sperms, 19 

primary and secondary abnormalities in function of the collection period. The 20 

fertilization rate and hatching of eggs presented effect (P <0.05) inside the period, 21 

however with negative lineal behavior for hatching rate and quadratic for fertilization 22 

rate. The qualitative parameters of the semen of C. macropomum suffer alterations of 23 

their values during the reproductive period. The best time to perform the reproduction of 24 

C. macropomum, are the first two months of the spermiation period (November and 25 

December), which showed superior in sperm parameters. 26 

 27 

RESUMO: O presente estudo foi conduzido com o objetivo de analisar o 28 

comportamento reprodutivo da espécie Colossoma macropomum, quanto à qualidade de 29 

seus gametas masculinos ao longo da estação reprodutiva, a fim de se estimar a melhor 30 

época para realizar a reprodução. Utilizaram 23 machos de C. macropomum na estação 31 

reprodutiva de 2009-2010. Os gametas masculinos foram coletados para as análises 32 

quantitativas e qualitativas ao longo da estação reprodutiva, com coletas a cada 15±5 33 

dias. O sêmen foi colhido em seringas sendo avaliados os seguintes parâmetros: 34 
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volume; motilidade progressiva; vigor espermático; tempo de motilidade; concentração 35 

espermática, morfologia espermática, taxa de fertilização e eclosão. Não foi verificado 36 

(P>0,05) efeito de período dentro da estação para volume do sêmen, vigor espermático, 37 

tempo de motilidade e concentração espermática. Quando se avaliou a motilidade 38 

progressiva entre os períodos de coleta, o efeito (P<0,05) encontrado foi de 39 

comportamento quadrático. Quanto à morfologia espermática do sêmen, verificaram 40 

diferenças (P<0,05) na probabilidade de ocorrências de espermatozoides normais, 41 

anormalidades primárias e secundárias em função do período de coleta. A taxa de 42 

fertilização e eclosão de ovos apresentaram efeito (P<0,05) dentro do período, porém 43 

com comportamento linear negativo para a taxa de eclosão e quadrático para o taxa de 44 

fertilização. Os parâmetros qualitativos do sêmen de C. macropomum sofrem alterações 45 

de seus valores durante o período reprodutivo. O melhor momento para realizar a 46 

reprodução do C. macropomum  são os primeiros dois meses do período de espermiação 47 

(novembro e dezembro), que apresentaram qualidade superior nos parâmetros 48 

espermáticos. 49 

 50 

INTRODUÇÃO 51 

Dentre os grupos de espécies cultivadas no Brasil, os Characiformes apresentam 52 

destaque, por causa da textura e sabor de sua carne e o bom rendimento de carcaça. O 53 

tambaqui Colossoma macropomum é a espécie endêmica mais produzida no Brasil 54 

(Borghetti et al., 2003). Hoje a espécie é a principal em importância comercial da 55 

Amazônia, sendo uma das criações mais presentes em todo o estado brasileiro (MPA, 56 

2012).  57 

O uso de gametas com bons índices espermáticos quali-quantitativos de 58 

reprodutores de peixes é de grande importância para assegurar a produção de 59 

descendentes “de qualidade” para aquicultura (Bromage e Roberts, 1995). De acordo 60 

com Beirão et al. (2009) a qualidade espermática parece ser uma das razões para a 61 

ineficiência na reprodução, em cativeiro, de algumas espécies de peixes. Em cultivo 62 

comercial, a qualidade e quantidade do sêmen é frequentemente inadequada e nem 63 

sempre possui capacidade fecundante no processo de inseminação artificial comumente 64 

utilizado nas espécies aquáticas (Rurangwa et al., 2004). 65 

 Existem poucos estudos que informam sobre o desempenho reprodutivo, 66 

produção de sêmen e a qualidade dos gametas em cativeiro durante o período 67 

reprodutivo (Murgas et al., 2012; Streit Jr. et al., 2008). De todo modo, mudanças nas 68 
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características de qualidade do sêmen podem ocorrer durante o período reprodutivo 69 

(Fauvel et al., 1999) e o estresse ocasionado em peixes em cativeiro podem representar 70 

um efeito negativo na função reprodutiva e qualidade dos gametas (Papadaki et al., 71 

2008). Avaliando a qualidade do sêmen de Hippoglossus hippoglossus e Mastacembelus 72 

mastacembelus ao longo do período reprodutivo, Babiak et al., (2006) e Sahinoz et al., 73 

(2007), relataram que o sêmen perde em qualidade no final da estação. As alterações 74 

resultam na redução da capacidade de fertilização, observando aumento da concentração 75 

espermática correlacionada negativamente com a redução da motilidade progressiva 76 

(Babiak et al., 2006). Além disto, os autores observaram deterioração morfológica do 77 

espermatozoide, incluindo a peça intermediária, especificamente no final da estação 78 

reprodutiva. 79 

O estudo foi realizado para analisar o desempenho reprodutivo do C. macropomum 80 

em cativeiro, quanto à qualidade de seus gametas masculinos ao longo da estação 81 

reprodutiva, a fim de se estimar a melhor época para realizar a reprodução. 82 

 83 

MATERIAL E MÉTODOS 84 

Local  85 

O projeto foi executado em uma piscicultura comercial localizada em Pimenta 86 

Bueno, Rondônia-Brasil (11°41'46 0,95 "S e 61°13'47 .50" O), pelos Grupos de 87 

Pesquisa: PeixeGen da Universidade Estadual de Maringá (UEM) e Aquam da 88 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), durante a estação reprodutiva do 89 

C. macropomum, no início de novembro (2009) a final de janeiro de 2010 (90 dias).  90 

Os dados de temperatura do ar e índice pluviométricos (precipitação) foram 91 

coletados da estação metereológica Cacoal-CPTEC (latitude -11.48 e longitude -61.37), 92 

da cidade de Cacoal – Rondônia, localizada próxima da propriedade em que se realizou 93 

o estudo, a fim de se observar a influência dos fatores abióticos nos parâmetros 94 

espermáticos. 95 

 96 

Animais e experimento  97 

Utilizaram 23 machos adultos de C. macropomum (7,4 ±1,5 kg e 5±2 anos) que 98 

representavam 30,3% do plantel de reprodutores da piscicultura. Os peixes foram 99 

mantidos em dois viveiros de 2.000m2, com temperatura média de 28±2º C e 6 mg/l de 100 

oxigênio dissolvido, recebendo uma dieta comercial com proteína bruta de 36% e 2.900 101 
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kcal de energia digestível/kg de ração, que foi equivalente a 1% do peso vivo total de 102 

todos os peixes, três vezes por semana.  103 

Todos os animais foram marcados com “transponders” abaixo da nadadeira dorsal 104 

para identificação dos mesmos. Os reprodutores foram selecionados segundo as 105 

características reprodutivas secundárias de peixes migradores; liberação de sêmen com 106 

uma leve compressão no abdômen. Em seguida submetidos a aplicações hormonais com 107 

2,5 mg/Kg do peso vivo, em dose única, de extrato de hipófise de carpa, intramuscular, 108 

entre a nadadeira dorsal e a linha lateral. 109 

Os gametas masculinos foram coletados para as análises quali-quantitativas ao 110 

longo da estação reprodutiva, com um intervalo de 15±5 dias, sendo: período (1) – 111 

início de novembro (09/11); (2) – final de novembro (25/11); (3) – meados de dezembro 112 

(14/12); (4) – inicio de janeiro (03/01), e (5) – final de janeiro (22/01). Foram utilizados 113 

quatro machos no período 1 (7,8 ±1,3 kg e 5±2 anos), sete machos no período 2 (7,2 114 

±1,5 kg e 5±2 anos), quatro machos no período 3 (6,3 ±0,1 kg e 5±2 anos), quatro 115 

machos no período 4(8,9 ±2,5 kg e 5±2 anos)  e quatro machos no período 5 (6,6 ±0,5 116 

kg e 5±2 anos). 117 

 118 

Colheita e Análise de Sêmen 119 

O sêmen liberado foi colhido em seringas de 10 mL junto ao orifício urogenital 120 

(Billard et al., 1995), sendo avaliados os seguintes parâmetros: volume; motilidade 121 

progressiva; vigor espermático; tempo de motilidade; concentração e morfologia 122 

espermática. As metodologias descritas a seguir foram realizadas conforme Galo et al. 123 

(2011). 124 

Motilidade e vigor espermático: diluiu-se 20 µL de sêmen em 400 µL de água 125 

destilada em uma lâmina de microscopia ótica, cobrindo com uma lamínula e 126 

imediatamente avaliando  em microscópio óptico (40X), ambas as variáveis. Escorre de 127 

0 a 100% para motilidade e de 0 a 5 pontos para o vigor espermático. 128 

Tempo de motilidade: um cronômetro foi acionado quando se colocou 20 µL de 129 

sêmen em contato com 400 µL de água destilada em uma lâmina de microscopia ótica. 130 

Marcando o tempo decorrido até que o último espermatozoide parou de se mover no 131 

campo ótico (40X). 132 

Após a diluição de 1:1000, sêmen:formol-salina tamponada, homogenizou-se a 133 

solução preenchendo por capilaridade a câmara de Neubauer, contando, em seguida, os 134 

espermatozoides para registro da concentração espermática. A partir da diluição, 135 
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extensões foram produzidas e coradas pelo método de Rosa de Bengala (Streit Jr. et al., 136 

2004), contando 100 espermatozoides/extensão/animal em microscópio óptico (40X). 137 

Anormalidades consideradas primárias foram: cauda quebrada, enrolada e degenerada; e 138 

as anormalidades secundárias: cabeça solta, cauda dobrada e solta.  139 

 140 

Taxa de Fertilização 141 

Para avaliar a capacidade fecundante dos espermatozoides durante a estação 142 

reprodutiva, utilizaram três fêmeas de C. macropomum, para cada período, com 143 

características reprodutivas secundárias para peixes reofílicos; abdômen abaulado e 144 

macio, além do orifício urogenital avermelhado. As fêmeas foram submetidas a indução 145 

hormonal intramuscular de 5,5 mg/Kg do peso vivo de extrato de hipófise de carpa, 146 

sendo dividido em duas frações, 10% na primeira aplicação e o restante 12 horas após a 147 

primeira. 148 

Após a fertilização, os ovos foram depositados em incubadoras de 60 litros, 149 

individualizadas para cada macho, e decorridos seis horas de incubação (Temperatura 150 

de 28 ± 1°C), estimou-se a taxa de fertilização. Uma alíquota de cada incubadora foi 151 

retirada e se colocou em uma placa de petri para contagem dos ovos viáveis. Esta 152 

operação foi realizada três vezes, contabilizando, em média, 100 ovos por amostra. Da 153 

soma das amostras, calculando  a média e obtendo a taxa de fertilização. 154 

Para a contabilização da taxa de eclosão, transferiu-se 100 embriões viáveis de 155 

cada uma das incubadoras de 60 litros para incubadoras de 3,0 litros. Após cinco horas, 156 

todas as larvas e ovos gorados foram retirados e contabilizados para determinar o 157 

percentual, classificando em: larvas normais (movimentação regular); larvas defeituosas 158 

(não apresentaram movimentação vigorosa ao se deslocar ou deformidade na 159 

notocorda); larvas mortas (larvas eclodidas, mas que estavam mortas no momento da 160 

contagem) e ovos gorados. 161 

 162 

Microscopia Eletrônica de Varredura 163 

Dez µL de sêmen “in natura” foram fixados em 990 µL em solução de 164 

Glutaraldeído 2,5%, com tampão cacodilato 0,1M em pH 7,2 e refrigerados a 5oC até o 165 

momento da desidratação (processamento das amostras). Em seguida as amostras foram 166 

centrifugadas em 10.000 rpm/3 minutos e lavadas com tampão cacodilato três vezes. A 167 

desidratação ocorreu em séries crescentes de álcool, passando por concentrações de 50, 168 

70, 80, 90 e 95%/10 minutos em cada etapa e três banhos em álcool 100%/10 minutos 169 
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em cada exposição. As amostras foram fixadas com L-polisina em lamínulas, e a 170 

secagem foi obtida em aparelho de Ponto Crítico BAL-TEC CPD 030 (Critical Point 171 

Dryer), utilizando CO
2 

líquido. Os fragmentos contendo as amostras de sêmen foram 172 

montados em bases metálicas de alumínio (stubs) e em seguida metalizadas com íons 173 

ouro-paládio em Metalizador Shimadzu IC-50 Ion Coater. Nos procedimentos de 174 

microscopia eletrônica, o material foi examinado e eletromicrografado em microscópio 175 

eletrônico de varredura Shimadzu SS-550 Superscan – (Scanning Electron Microscope). 176 

 177 

Análise estatística 178 

Foram ajustadas curvas de regressão para descrever o comportamento das 179 

variáveis em função dos meses. Previamente a estimação das equações de regressão, 180 

testou-se a normalidade dos dados. Assim as análises estatísticas para o volume, vigor e 181 

motilidade espermática, os modelos de regressão foram estimados pela metodologia de 182 

modelos lineares generalizados, considerando a distribuição gamma e função de ligação 183 

recíproca. Para tempo de motilidade e concentração espermática, nas análises 184 

realizadas, considerando que as variáveis apresentavam distribuição normal. 185 

Para estimar o comportamento das probabilidades de ocorrências de 186 

espermatozoides normais, com anormalidades primárias e os respectivos complementos, 187 

em função dos meses do ano, foi utilizada a metodologia de modelos lineares 188 

generalizados, considerando que estas variáveis apresentavam distribuição binomial, 189 

resultando em regressões logísticas das diferentes probabilidades de ocorrências em 190 

função dos meses dentro do ano. 191 

Nas análises estatísticas, utilizou-se o Proc Genmod do sistema computacional 192 

SAS versão 9.0 (2002) as diferentes abordagens foram realizadas a partir de 193 

consideração das diferentes distribuições para as variáveis, conforme citado 194 

anteriormente.  195 

Índice de correlação de Pearson entre a taxa de fertilização e eclosão dos ovos 196 

fertilizados com sêmen de C. macropomum ao longo da estação reprodutiva foi 197 

utilizado o software computacional Statistica 7.0® (Statsoft, 2005). 198 

 199 

RESULTADOS  200 

As temperaturas médias do ar foram de 25,5ºC no mês de novembro, 26,7ºC em 201 

dezembro e 27,1ºC em janeiro. Já os indices pluviométricos (precipitações) foram de 202 
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251,7 mm em novembro, de 313,4 mm em dezembro e 450,4 mm em janeiro (Fig. 1).  203 

 204 

 205 
Fig. 1. Variação mensal da média da temperatura do ar (°C) e precipitação (mm) da 206 

cidade de Pimenta Bueno – Rondônia (Fonte: 207 

http://www.agritempo.gov.br/agroclima/pesquisaWeb). 208 

 209 

Motilidade, vigor, tempo de motilidade, volume e concentração espermática 210 

Não foi verificado (P>0,05) efeito de período (inicio, meio e fim) dentro da 211 

estação reprodutiva para volume do sêmen, vigor espermático, tempo de motilidade e 212 

concentração espermática (Tabela 1). 213 

 214 

Tabela 1. Média e desvio padrão dos parâmetros quali-quantitativos do sêmen de 215 

Colossoma macropomum durante a estação reprodutiva de 2009-2010. 216 

Parâmetros Seminais 
Estação Reprodutiva 

(2009/2010) 

Volume do sêmen (mL) 3,71±1,74 
Vigor espermático (pontos) 4,82±0,38 
Tempo de motilidade (segundos) 41,40±9,68 

Concentração espermática (espermatozoides/mL) 8,67x109±485,45 
 217 

Quando se avaliou a motilidade progressiva entre os períodos de coleta, o efeito 218 

(P<0,05) encontrado foi de comportamento quadrático (Fig. 2a). 219 

 220 

Morfologia espermática 221 

Quanto a morfologia espermática do sêmen, verificaram diferenças significativas 222 

(P<0,05) na probabilidade de ocorrências de espermatozoides normais, anormalidades 223 

primárias e secundárias em função do período de coleta (Figs. 2b;2c e 3).  224 

 225 
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 226 
Fig. 2. Comportamento dos parâmetros espermáticos de Colossoma macropomum ao 227 

longo da estação reprodutiva. A- Motilidade progressiva; B- Probabilidade 228 

de espermatozoides normais; C- Probabilidade de anormalidades primárias 229 

e secundárias. Período (1) – início de novembro (09/11); (2) – final de 230 

novembro (25/11); (3) – meados de dezembro (14/12); (4) – inicio de 231 

janeiro (03/01), e (5) – final de janeiro (22/01). 232 

 233 



37 

 

 234 
Fig. 3. Ilustrações de morfologias obtidas por microscopia eletrônica de varredura de 235 

espermatozoides de Colossoma macropomum ao longo da estação 236 

reprodutiva 2009-2010. (A) normal; (B) cauda enrolada na parte final; (C) 237 

cauda dobrada; (D) cauda dobrada na parte final; (E) cauda quebrada; (F) 238 

cauda e cabeça solta. 239 

 240 

Taxa de Fertilização, eclosão e morfologia das larvas 241 

Para a taxa de fertilização e eclosão o efeito verificado foi significativo (P<0,05) 242 

dentro do período (Fig. 4a), porém com comportamento linear negativo para a taxa de 243 

eclosão e quadrática para a taxa de fertilização. 244 

Quando se avaliou a morfologia das larvas ao longo da estação reprodutiva, 245 

observando diferença significativa (P<0,05)  para larvas normais e defeituosas. Porém, 246 
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quanto a larvas mortas e ovos gorados não houve diferença significativa (P>0,05) (Fig. 247 

4b) ao longo do período. 248 

 249 

 250 
Fig. 4. Comportamento da taxa de fertilização, eclosão (A) e morfologia das larvas (B) 251 

no sêmen de Colossoma macropomum ao longo da estação reprodutiva. 252 

Período (1) – início de novembro (09/11); (2) – final de novembro (25/11); 253 

(3) – meados de dezembro (14/12); (4) – inicio de janeiro (03/01), e (5) – 254 

final de janeiro (22/01). 255 

 256 

Os parâmetros seminais tiveram influência (P<0,05) na taxa de fertilização, fato 257 

que não ocorreu com a taxa de eclosão. De todo modo, a correlação foi positiva entre a 258 

taxa de fertilização e de eclosão (r2 = 0,5906; p = 0,0001). O comportamento da taxa de 259 

fertilização foi obtido pela seguinte equação: Fertilização= 71,3575 + 71,8662(TA) – 260 

92,181(TAXTN) – 18,9193(volume) + 33,83(TNXvolume), com um R2=77%. Em que 261 

TA= número de espermatozoides normais/anormalidades totais; TN= número de 262 

anormalidades secundárias/anormalidades primárias. De modo que um aumento de TA 263 

(maior número de espermatozoides normais) observa-se um aumento da taxa de 264 

fertilização, porém uma redução do volume de semen. (Fig. 5). 265 

 266 
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Tx. Fert. ARCSEN: Tx. Ecl. ARCSEN: r2 = 0.5906; r = 0.7685; p = 0.0001; 
y = 0.1686 + 0.8881

 267 
Fig. 5. Índice de correlação entre a taxa de fertilização e eclosão dos oócitos fertilizados 268 

com sêmen de Colossoma macropomum ao longo da estação reprodutiva. 269 

 270 

DISCUSSÃO 271 

Parâmetros quali-quantitativos do sêmen, taxa de fertilização, eclosão e morfologia das 272 

larvas 273 

A variação nos valores dos parâmetros seminais do C. macropomum, qualitativo e 274 

quantitativo, era de certo modo esperado, e com algumas exceções no início do período 275 

reprodutivo, a melhor qualidade seminal foi em dezembro (meio do período 276 

reprodutivo) (Fig. 6). 277 

 278 
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Taxa de fertilização
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Volume 
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 279 
Fig. 6. Representação hipotética, a partir dos resultados obtidos, na variação das 280 

características quali-quantitativas do sêmen de Colossoma macropomum 281 

durante o período reprodutivo da espécie de 2009/2010. Período (1) – início 282 

de novembro (09/11); (2) – final de novembro (25/11); (3) – meados de 283 

dezembro (14/12); (4) – inicio de janeiro (03/01), e (5) – final de janeiro 284 

(22/01). Adaptado de Babiak et al. (2006) com os dados para C. 285 

macropomum. 286 

 287 

Em um modelo clássico esperado para o comportamento da motilidade 288 

espermática durante o ciclo reprodutivo, é que a mesma aumente os valores absolutos 289 
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até certo período e posteriormente reduza, como observou Rainis et al. (2003) em 290 

Dicentrarchus labrax, ressaltado por Nynca et al. (2012) observado em Oncorhynchus 291 

mykiss. O comportamento quadrático negativo supracitado também foi observado no 292 

presente trabalho, atingindo o seu ponto máximo no terço final do período, de acordo 293 

com a equação da reta sugerida. Se por um lado, no final do período reprodutivo, a 294 

queda na motilidade progressiva pode estar relacionada com a deterioração espermática, 295 

o índice mais baixo no início do período não é claro. Pode estar relacionado com a baixa 296 

concentração de hormônio circulante para maturação espermática ou mesmo a baixa 297 

quantidade de espermátides primárias e secundárias que dão origem aos 298 

espermatozoides. Por outro lado, este fato não ficou claro neste estudo, por não ter 299 

ocorrido variação na concentração espermática em todo período reprodutivo.  300 

Em geral, em peixes, as células germinativas passam rapidamente pelas fases 301 

espermiogênica e meiótica,  tornando muito rápido o tempo necessário para se produzir 302 

um espermatozoide (Nóbrega et al., 2009). Desta forma, nas espécies migradoras como 303 

o C. macropomum, os espermatozoides permanecem por longos períodos estocados no 304 

interior das gônadas, uma vez que os mesmos começam a ser produzidos ainda nos 305 

meses de inverno (Grier e Taylor, 1998; Brown-Peterson et al., 2002; Batlouni et al., 306 

2006) para serem liberados apenas no fim do ano, no curto período de desova. Desta 307 

forma é razoável supor que as condições de manejo aplicadas aos reprodutores ao longo 308 

do ano (densidade de estocagem, nutrição, vazão, temperatura, níveis de oxigênio 309 

dissolvido, e outros), além dos parâmetros abióticos (temperatura, índice 310 

pluviométricos, luminosidade, e outros) também devem interferir na qualidade do 311 

sêmen e dos espermatozoides (volume do sêmen, concentração espermática, taxas de 312 

sobrevivência, anormalidades, e outros), e consequentemente na sua capacidade de 313 

fertilizar os oócitos, principalmente com relação aos espermatozoides estocados há mais 314 

tempo nas gônadas (Souza, 2011). 315 

A partir do conceito de recrutamento das células germinais, formação, estocagem 316 

e posterior liberação dos espermatozoides, os fenômenos observados nos parâmetros 317 

seminais do C. macropomum, podem ser explicados com maior lógica. Pois, a 318 

coincidência do comportamento quadrático negativo da motilidade espermática e do 319 

percentual de espermatozoides normais, contrário a incidência de anormalidades 320 

primárias (quadrático positivo), é uma indicação segura do envelhecimento dos 321 

espermatozoides no final da estação reprodutiva. Esta observação é documentada por 322 

inúmeros autores, (Billard et al., 1997; Dreanno et al., 1999) para Dicentrarchus labrax; 323 
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Mylonas et al. (2003) para Pagrus pagrus e Babiak et al., (2006) para Hippoglossus 324 

hippoglossus, que ainda relacionam as alterações morfológicas a mudanças bioquímicas 325 

que resultam em baixa qualidade espermática em termos de parâmetros quantitativos e 326 

capacidade fertilização. A observação de Suquet et al. (1998) reforça a observação 327 

quanto ao resultado do processo de envelhecimento, que conduz a deterioração na 328 

morfologia espermática dos espermatozoides, inclusive na região da peça intermediária.  329 

Muito embora a motilidade progressiva, sempre foi relacionada como um fator 330 

preponderante para a qualidade seminal, os resultados obtidos com C. macropomum, 331 

reafirmam a ideia da prevalência das alterações morfológicas como decisivo, em função 332 

do “envelhecimento” do espermatozoide e, por isso irá resultar em baixa motilidade. 333 

Neste sentido é pertinente a observação de Babiak et al. (2006) sobre o envelhecimento 334 

dos espermatozoides de H. hippoglossus, resultarem em decomposição física, 335 

observando caudas soltas e cabeças destruídas, no final da estação reprodutiva. A região 336 

da cabeça dos espermatozoides de turbot (Scophthalmus maximus) também foi a que 337 

mais sofreu alterações morfológicas nos espermatozoides envelhecidos, incluindo a 338 

condensação da cromatina (Suquet et al., 1998). Os mesmos autores citam que as 339 

mudanças observadas nos parâmetros quantitativos do sêmen, durante a estação 340 

reprodutiva podem ser o reflexo do intensivo resultado dos três processos envolvidos 341 

dentro da formação do sêmen: espermiogênese, hidratação e decomposição celular. 342 

Além disso, a sobrevivência dos embriões reduz significativamente, indicando que os 343 

processos de envelhecimento dos espermatozoides reduzem a capacidade para formação 344 

do zigoto. Este fato foi evidenciado neste estudo, que se observou redução da taxa de 345 

fertilização, eclosão e porcentagem de larvas normais, juntamente com um aumento de 346 

larvas deformadas. 347 

A influência dos parâmetros seminais, principalmente da morfologia espermática 348 

na taxa de fertilização foi evidenciada neste estudo, assim como observado por Galo 349 

(2009) para P. mesopotamicus. Apesar dos parâmetros seminais não apresentarem 350 

influência na taxa de eclosão, notou-se uma forte correlação (r2 = 0,5906; p = 0,0001) 351 

entre as taxas (fertilização e eclosão). Fato que confirma a observação de Varela Junior 352 

(2011), que as taxas de fertilização e eclosão do sêmen de C. macropomum estavam 353 

altamente correlacionadas (r = 0,87; p<0,01) em seu estudo. O mesmo autor cita que 354 

para estimar a qualidade espermática in vivo de C. macropomum após o 355 

descongelamento é necessário apenas uma destas avaliações. Rizzo et al. (2003) 356 

observaram em Prochilodus marggravii, uma correlação negativa (r= -0,82) entre taxa 357 
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de fertilização e a porcentagem de larvas deformadas, ocorrendo durante o 358 

armazenamento “in situ” (26oC). Já Springate et al. (1984) observaram uma alta 359 

correlação entre a taxa de fertilidade e a porcentagem de larvas deformadas, que de 360 

acordo com estes autores, pode ser suficiente para indicar o desempenho subsequente 361 

dos embriões e larvas, através da taxa de fertilização. 362 

 363 

Influência dos fatores abióticos no período reprodutivo 364 

O processo reprodutivo em peixes depende da interação de fatores endógenos 365 

(hormônios) e exógenos, tais como temperatura, precipitação, fotoperíodo, nível da 366 

coluna d’água, dentre outros. Trabalhos recentes sobre influência de fatores abióticos na 367 

fisiologia reprodutiva de peixes indicam que dificilmente um único fator interfere na 368 

complexidade do processo reprodutivo (Barbieri et al., 2000). O papel de fatores 369 

ambientais na sincronização dos ciclos reprodutivos, dando ênfase a influência do 370 

fotoperíodo e temperatura da água neste processo, foi discutido por Bye (1984). 371 

Segundo este autor, os peixes que vivem fora dos trópicos, apresentam ciclos, de tal 372 

forma que larvas e jovens são produzidos quando as condições ambientais são 373 

favoráveis a sobrevivência. 374 

Neste estudo, a motilidade espermática se comportou da mesma maneira quanto a 375 

temperatura (oC) e precipitação (mm) durante a estação reprodutiva. Barbieri et al. 376 

(2000) estudando a influência dos fatores na reprodução do Salminus maxillosus e 377 

Prochilodus lineatus na natureza, verificaram que as variações da relação 378 

gonodossomática e das frequências absolutas dos estádios de maturação gonadal 379 

seguem variações das temperaturas da água e do ar, precipitação atmosférica e 380 

fotoperíodo. O mesmo comportamento foi observado por Vazzoler et al. (1997) para 381 

peixes dominantes na planície de inundação do alto Rio Paraná. Segundo Lowe-382 

McConnell (1975) os teleósteos de regiões tropicais e subtropicais possuem uma estreita 383 

relação entre o período reprodutivo e as estações chuvosas.  384 

Querol et al. (2004), pesquisando os fatores abióticos na dinâmica da reprodução 385 

do cascudo viola Loricariichthys platymetopon, encontraram maior índice 386 

gonadossomático para machos nos meses de novembro e dezembro, coincidindo com o 387 

período  de elevação da temperatura. No presente estudo, não se  avaliou o índice 388 

gonadossomáticos, porque os reprodutores eram de uma propriedade particular, e 389 

sacrificá-los não era possível. Porém, analisaram os parâmetros quali-quantitativos do 390 

sêmen, observando melhor taxa de motilidade espermática e porcentagem de 391 
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espermatozoides normais durante o período crescente de temperatura e índice 392 

pluviométrico (dezembro e janeiro), coincidindo com o mesmo período dos melhores 393 

índice gonadossomáticos do L. platymetopon (Querol et al., 2004) e S. maxillosus 394 

(Barbieri et al., 2000). Ainda, Querol et al. (2002), estudando L. platymetopon e Melo et 395 

al. (1995) com L. anus observaram que de modo geral, as condições crescentes de 396 

temperatura estão ligadas ao período de maior atividade reprodutiva, influenciando 397 

diretamente na maturação gonadal. Segundo Barbieri et al. (2000) considerando que 398 

existe uma enorme e complexa interação entre os eventos biológicos entre si e desses 399 

com eventos ambientais, há necessidade de um aprofundamento nas pesquisas nesta 400 

área de estudo. 401 

 402 

CONCLUSÃO 403 

Os parâmetros qualitativos do sêmen de C. macropomum sofrem alterações de 404 

seus valores durante o período reprodutivo. As alterações nos parâmetros qualitativos 405 

estão associadas aos processos de envelhecimento dos espermatozoides no final da 406 

estação reprodutiva, levando a consequentemente redução das taxas de fertilização e 407 

eclosão, além do aumento da probabilidade de anormalidades primárias e redução da 408 

probabilidade de espermatozoides normais. Os melhores parâmetros espermáticos foram 409 

observados nos dois primeiros meses do período de espermiação (novembro e 410 

dezembro), consequentemente o melhor momento para realizar a reprodução da espécie. 411 
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QUALIDADE OVOCITÁRIA DE TAMBAQUI (COLOSSOMA 1 

MACROPOMUM) AO LONGO DA ESTAÇÃO REPRODUTIVA 2 

 3 

Quality oocyte of tambaqui (Colossoma macropomum) during 4 

reproductive station 5 

 6 

RESUMO 7 

O estudo foi conduzido com o objetivo de analisar o comportamento 8 

reprodutivo da espécie Colossoma macropomum, quanto à qualidade de seus 9 

gametas femininos ao longo da estação reprodutiva. O experimento foi 10 

executado em Pimenta Bueno-Rondônia durante a estação reprodutiva do C. 11 

macropomum. Utilizaram 36 fêmeas durante a estação de 2010-2011. Cada 12 

coleta apresentou um intervalo de 15±5 dias. Através da extrusão foram 13 

coletados os gametas femininos e realizadas as seguintes análises ao longo da 14 

estação: peso de oócitos liberados (g); índice de produtividade; taxa de 15 

fertilização e eclosão. Durante a estação 2010-2011 foi verificado efeito 16 

(P<0,05) de período (coleta) dentro da estação para peso de oócitos, índice de 17 

produtividade e taxa de fertilização. Apesar do período 3 (coleta – mês de 18 

dezembro) não ter diferenciado significativamente de alguns períodos, foi o que 19 

apresentou os melhores parâmetros estabelecidos para a qualidade dos 20 

oócitos de C. macropomum. 21 

PALAVRAS-CHAVE: characidae, oócitos, período reprodutivo, reprodução, 22 

taxa de fertilização. 23 

 24 

ABSTRACT 25 

The study was carried out to analyze the reproductive behavior of the 26 

Colossoma macropomum species, on quality of their female gametes 27 

throughout the reproductive station. The experiment was executed in Pimenta 28 

Bueno-Rondônia during the reproductive season of the C. macropomum. 36 29 

females were used during the season of 2010-2011. Each collection presented 30 

an interval of ± 15 days. Through the reproductive method for extrusion were 31 

collected the female gametes and accomplished the following analyses along 32 

the season: amount of liberated oocytes (g;) productive index fertilization rate 33 

and hatching. During the station 2010-2011, it was verified (P <0.05) a period 34 

effect (collection) inside the season for amount of oocytes, production index and 35 
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fertilization rate. In spite of period 3 (collection - month of December) not had 36 

significantly differentiation from some periods, it presented the best established 37 

parameters for the quality of oocytes of C. macropomum. 38 

KEY WORDS: characidae, oocytes, reproduction period, reproduction, 39 

fertilization rate. 40 

 41 

INTRODUÇÃO 42 

Das espécies sul-americanas cultivadas no Brasil o Colossoma 43 

macropomum é caracterizado como uma das principais, pelas excelentes 44 

características zootécnicas apropriadas para o cultivo, e também pela grande 45 

aceitação na piscicultura e mercado consumidor brasileiro (Urbinati & 46 

Gonsalves, 2005). É uma importante espécie na pesca profissional e amadora. 47 

Com grande potencial zootécnico e uma boa quantidade de informações 48 

científicas disponível, o C. macropomum se tornou a principal espécie para o 49 

cultivo na região norte e centro-oeste do Brasil estando presente em 24 dos 27 50 

estados brasileiros (Lopera-Barrero et al., 2011), motivando o desenvolvimento 51 

de novas pesquisas na área de reprodução, a fim de servir como modelo para 52 

outras espécies. 53 

O uso de gametas de alta qualidade de reprodutores de peixes é de 54 

grande importância para assegurar a produção de descendentes “viáveis” para 55 

aquicultura (Bromage e Roberts, 1995). A qualidade dos oócitos e produção de 56 

larvas em cativeiro são considerados fator limitante e muito importante na 57 

produção de alevinos (Kjorsvik et al., 1990). 58 

A qualidade dos oócitos é considerada, como potencialmente futuras 59 

larvas viáveis (Kjorsvik et al., 1990) e depende de vários fatores que 60 

frequentemente podem mudar durante o ciclo reprodutivo. Aspectos como o 61 

estado endócrino das fêmeas durante a ovogênese, quantidade e qualidade da 62 

ração fornecida durante o período de preparação, variáveis dos parâmetros 63 

físico e químico da água, o estresse com o manejo dos reprodutores e outros, 64 

são relacionados como determinantes para o sucesso na produção de larvas 65 

viáveis (Campbell et al., 1992; Bromage, 1995; Brooks et al., 1997; 66 

Christiansen e Torrissen, 1997; Carrillo et al., 2000). 67 

Chambers e Waiwood (1996), estudando Gadus mohua, relataram que o 68 

tamanho dos oócitos reduziu no período reprodutivo, em razão da baixa oferta 69 
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na dieta dos reprodutores durante o período e subsequente subfornecimento 70 

da nutrição maternal. Na época de reprodução, os oócitos atingem um tamanho 71 

crítico, específico para as espécies (Romagosa et al., 1988), sendo que o 72 

tamanho da larva, após a absorção do saco vitelino, está correlacionado ao 73 

tamanho do oócito. 74 

Estudos sobre fecundidade são importantes nas pesquisas de peixes 75 

(Almatar e Bailey, 1989). Informação sobre o número de ovos é utilizada para 76 

estimar o potencial reprodutivo e relações comprimento animal/fecundidade 77 

(Laine e Rajasilta, 1998). Diferenças observadas na fecundidade dos peixes 78 

são atribuídas a fatores genéticos e ambientais (Baxter, 1959; Burd e Howlett, 79 

1974; Messieh, 1976; Kelly e Stevenson, 1985; Sinclair e Trembley, 1985). 80 

Bromage (1995) sugere que o manejo nutricional das matrizes influência na 81 

produção de larvas viáveis de peixes. Além disso, inúmeros autores informam 82 

que o nível alimentar das fêmeas, afeta o número de oócitos (Watanabe, 1985; 83 

Horwood et al, 1989.; Kamler, 1992; Tyler & Sumpter, 1996) e também 84 

variações no tamanho do ovo (Hettler, 1981; Hay et al, 1988). Winters et al. 85 

(1993) citam que a partir do ambiente físico, a temperatura da água do mar 86 

influência o número médio e tamanho dos ovos produzidos pelos peixes. 87 

Nenhuma informação está disponível referente aos parâmetros de 88 

qualidade de oócitos e larvas de peixes nativos brasileiros gerados em cativeiro 89 

e subsequentes taxas de fertilização e eclosão. Tal informação se torna 90 

importante para o sucesso da produção comercial de peixes com constante 91 

abastecimento de oócitos de alta qualidade para o crescimento. 92 

O estudo foi realizado para analisar o comportamento reprodutivo da 93 

espécie C. macropomum, quanto à qualidade de seus gametas femininos ao 94 

longo da estação reprodutiva, a fim de se determinar a melhor época para 95 

realizar a reprodução. 96 

 97 

MATERIAL E MÉTODOS 98 

Local  99 

O projeto foi executado em uma piscicultura comercial localizada em 100 

Pimenta Bueno, Rondônia-Brasil (11°41'46 0,95 "S e 61°13'47.50" O), pelos 101 

Grupos de Pesquisa: PeixeGen da Universidade Estadual de Maringá (UEM) e 102 

Aquam da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), durante a 103 
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estação reprodutiva do C. macropomum, no início de novembro de 2010 a final 104 

de março de 2011 (150 dias). 105 

Os dados de temperatura do ar e índice pluviométricos (precipitação) 106 

foram coletados da estação metereológica Cacoal-CPTEC (latitude -11.48 e 107 

longitude -61.37), da cidade de Cacoal – Rondônia, localizada próxima da 108 

propriedade em que se  realizou o estudo, a fim de se observar a influência dos 109 

fatores abióticos nos parâmetros espermáticos. 110 

 111 

Animais e obtenção dos gametas 112 

Utilizaram 36 fêmeas de C. macropomum (9,3 ±2,5 kg e 6±2 anos), 113 

durante a estação de 2010-2011, que representavam 40% do plantel de 114 

matrizes da piscicultura.  115 

Os animais foram mantidos em seis viveiros de 2.000 m2, com 116 

temperatura média de 28±2º C e 6 mg/l de oxigênio dissolvido, sendo 117 

alimentados com ração comercial com 36% de proteína bruta e 3.400 kcal de 118 

energia digestível/kg de ração. Foram alimentados três vezes por semana com 119 

1% da biomassa, do mês de agosto até o período reprodutivo (outubro), 120 

quando foi utilizada a estratégia de arraçoamento de duas vezes por semana 121 

com 1% da biomassa. Após a desova, os animais permaneceram 15 dias sem 122 

alimentação e retornaram a receber arraçoamento diário com 3,5% da 123 

biomassa.  124 

Os animais foram marcados com “transponders” para identificação 125 

individual. As fêmeas foram selecionadas pelas características reprodutivas 126 

secundárias em peixes migradores, como abdômen abaulado e macio, além do 127 

orifício urogenital avermelhado. Após a seleção, os animais foram pesados e 128 

submetidos a indução hormonal intramuscular, entre a nadadeira dorsal e a 129 

linha lateral, sendo ministrados 5,5 mg/Kg do peso vivo das fêmeas, aplicando 130 

10% na primeira administração e o restante 12 horas após.  131 

Os peixes foram mantidos em dois tanques contendo 3.000 L para 132 

manejo (no máximo quatro animais em cada), com coluna d’água de 70 133 

centímetros, em fluxo constante sob temperatura 28±2º C e 6 mg/l de oxigênio 134 

dissolvido, ou seja, a mesma água e parâmetros físico-químicos dos viveiros. 135 

O intervalo médio de cada coleta foi de 15±5 dias. Sendo período (1) – 136 

início de novembro; (2) – final de novembro; (3) – meados de dezembro; (4) – 137 
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inicio de janeiro; (5) – final de janeiro; (6) – início de fevereiro; (7) – final de 138 

fevereiro; (8) – início de março e (9) – final de março.  139 

 140 

Avaliação de parâmetros 141 

Através do método reprodutivo por extrusão (Woynarovich & Horváth, 142 

1980) foram coletados os gametas femininos e realizadas as seguintes 143 

análises, ao longo da estação reprodutiva:  144 

Peso de oócitos liberados (g) - após a desova de cada fêmea, os oócitos foram 145 

pesados em balança analítica. 146 

Índice de produtividade – quantidade de gametas liberados (g), divididos pelo 147 

peso do animal, multiplicado por 100 (IP=oócitos (g)/peso do animal (g)*100).  148 

Uma alíquota de 60 mL, de cada fêmea avaliada, foi imediatamente 149 

fertilizada com 150 µL de sêmen, de um animal do período reprodutivo 150 

correspondente. Em seguida, cada alíquota, agora como ovos, foi depositada 151 

em incubadoras de 60 litros para completar o desenvolvimento embrionário. 152 

Decorridos seis horas de incubação (28±1°C) foi contabilizada a taxa de 153 

fertilização, obtendo a média de 100 ovos de três alíquotas de cada uma das 154 

incubadoras, avaliando  número de embriões viáveis e ovos gorados. 155 

Cem embriões viáveis foram transferidos para incubadoras de 3,0 L, 156 

independente para cada fêmea. Decorridos 12 horas da fertilização (28±1°C), 157 

foi contabilizada a Taxa de Eclosão, uma média do número de larvas eclodidas 158 

e ovos gorados foi obtida a partir da contabilização de três alíquotas de cada 159 

incubadora de 3,0 L.  160 

 161 

Análise estatística 162 

Utilizou-se o software computacional Statistica 7.0© (Statsoft, 2005) para 163 

descrever o banco de dados dos parâmetros de peso de oócitos, índice de 164 

produtividade, taxa de fertilização e eclosão durante o período reprodutivo de 165 

2010-2011. Foram analisados os pressupostos de normalidade e 166 

homogeneidade a 5% dos resíduos, pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene. Em 167 

seguida, submetidos à ANOVA one way em que se avaliou o efeito período 168 

reprodutivo com 5% de significância e, em caso de diferença significativa entre 169 

pelo menos um dos tratamentos as médias foram comparadas por Tukey a 5%.  170 

Foi realizado o índice de correlação de Pearson entre o período, peso de 171 
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oócitos e peso das fêmeas de C. macropomum ao longo da estação 172 

reprodutiva através do software computacional Statistica 7.0© (Statsoft, 2005). 173 

 174 

RESULTADOS  175 

As temperaturas médias do ar no ano de 2010/2011 foram: 26,2; 26,6; 176 

26,2; 26,1 e 25,7ºC em novembro, dezembro, janeiro, fevereiro e março, 177 

respectivamente. Os índices pluviométricos no ano de 2010-2011 foram de 178 

334,3; 229,6; 283,9; 459,1; e 365,4 mm em novembro, dezembro, janeiro, 179 

fevereiro e março, respectivamente (Figura 1). 180 

 181 

 182 
 Figura 1. Variação mensal da temperatura média do ar e da precipitação da 183 

cidade de Pimenta Bueno – Rondônia durante março de 2010 a março de 2011 184 

(Fonte: http://www.agritempo.gov.br/agroclima/pesquisaWeb). 185 

 186 

Foi verificado efeito (P>0,05) de período (coleta) dentro da estação para 187 

peso de oócitos liberados, índice de produtividade e taxa de fertilização (Tabela 188 

1). Apesar do período 3 (coleta – mês de dezembro) não ter diferenciado 189 

significativamente (P>0,05) de alguns períodos, foi registrado os melhores 190 

parâmetros estabelecidos para a qualidade dos oócitos de C. macropomum. 191 

 192 
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Tabela 1. Parâmetros qualitativos dos oócitos de Colossoma macropomum durante o período 

reprodutivo de 2010/2011. 

Peso de oócitos (g) Índice de produção* Taxa Fertilização (%) Taxa Eclosão (%)
1 1101,8±124,4ab 10,38±1,41abc 67,44±1,47abc 67,12±14,25a
2 1070,0±204,9ab 13,62±1,19ab 86,30±3,41a 68,57±17,57a
3 1830,0±159,0a 16,90±0,33a 85,75±9,95ab 89,05±4,65a
4 778,00±149,8b 10,34±1,89abc 73,06±12,60abc 76,04±12,76a
5 852,0±225,0ab 10,02±2,65abc 69,00±23,60abc 71,00±21,00ab
6 981,0±276,2ab 13,51±0,85ab 23,25±23,25bc 22,95±22,95bc
7 1113,3±246,7ab 10,01±2,71abc 64,85±8,12abc 54,09±19,54ab
8 894,7±89,8ab 8,19±1,94bc 8,00±6,11c 0,00±0,00c
9 519,7±51,9b 4,98±0,49c 70,32±8,49ab 63,93±13,15a

(F; p)(1) 3,7967; 0,004213 0,361265; 0,931845 4,0668; 0,002778 2,13490; 0,06732

Período reprodutivo 
(coletas)

Parâmetros Qualitativos de Ovócitos

* IP=oócitos (g)/peso do animal (g) * 100 

 193 

Conforme as correlações realizadas entre o período reprodutivo (coleta) e 194 

o peso das fêmeas (g) (r = 0,0484) e, entre o período reprodutivo (coleta) e o 195 

peso de oócitos liberados (r = - 0,4638), foi observado que as fêmeas que 196 

possuíam maior peso, liberavam maior peso de oócitos, ocorrendo nos 197 

primeiros períodos de coletas, nos meses de novembro, dezembro e janeiro 198 

(Figura 2). 199 
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Periodo  vs. Peso (g) vs. Peso de Oócitos (gramas)
Correlação: r=0,04842 (PeríodoxPeso fêmeas)

r= -0,4638 (PeríodoxPeso de oócitos)

 1000 
 500 
 0 
 -500 

200 
Figura 2. Correlações observadas entre o período reprodutivo (coleta), o peso 201 

das fêmeas (g) e o peso de oócitos liberados (g). 202 

 203 

DISCUSSÃO 204 

Segundo Bobe & Labbé (2010) a qualidade de oócitos em peixes pode 205 

ser definida como a capacidade de serem fertilizados e consequentemente 206 

desenvolver um embrião normal. Em condições selvagens ou até mesmo na 207 

criação em cativeiro, a qualidade dos gametas de peixes podem ser altamente 208 

variável e ser influenciada significativamente por inúmeros fatores externos, 209 

além do manejo dos reprodutores e do período reprodutivo (Chambers & 210 

Waiwood, 1996), fatores genéticos e ambientais, como crescimento (Kraus al 211 

de et., 2000), temperatura (Tveiten et al., 2001), além do nível de alimentação 212 

das fêmeas (Tyler & Sumpter, 1996) e a relação de sexo dos reprodutores 213 

(Pavlidis et al., 2004). 214 

Macchi et al. (2004), estudando a produção de oócitos durante a estação 215 

reprodutiva do Merluccius hubbsiake relataram que a produção mensal de 216 

oócitos variou consideravelmente durante a estação, com um pico principal em 217 

janeiro (57% dos oócitos produzidos durante o período). Além disso, as fêmeas 218 

mais velhas (>5 anos) produziram por um período mais extenso do que os 219 
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indivíduos mais jovens. Neste estudo, as fêmeas de C. macropomum 220 

desovaram de novembro a março, com um pico de peso de oócitos no mês de 221 

dezembro. Além disso, a partir das correlações encontradas entre o peso das 222 

fêmeas, o peso de oócitos e período reprodutivo foi possível afirmar que o 223 

maior peso de oócitos foi liberado pelos animais mais pesados. Esse fato 224 

ocorreu nos primeiros períodos de coletas, indicando que as fêmeas mais 225 

velhas foram mais precoces. 226 

Uma outra observação de Macchi et al. (2004) com o Merluccis hubbsi, 227 

constataram que de dezembro a fevereiro o número de oócitos produzido por 228 

peso-unidade da espécie não mudou. Já no mês de março a produção de 229 

oócitos diminuiu consideravelmente coincidindo com aumento de atresia nas 230 

gonadas. Este fato também foi observado para o C. macropomum, em que o 231 

índice de produtividade (número de oócitos liberados/peso vivo) não mostrou 232 

diferença entre os meses de novembro e dezembro, porém apresentou 233 

diferença significativa entre o mês de março, provavelmente pelo aumento de 234 

atresia folicular. Os mesmos autores relataram que a fecundidade do grupo de 235 

peixes estudado foi correlacionada positivamente com o comprimento total, 236 

peso total (sem ovários) e idade das fêmeas de M. hubbsi, com variação entre 237 

100.000 (32 cm comprimento total) e 2.300.000 (87 cm comprimento total) de 238 

oócitos hidratados. 239 

Relacionadas com a idade, a variação na composição química dos 240 

oócitos de fêmeas de peixes foram encontrados em alguns estudos, mas não 241 

parece ser um fenômeno universal. Em contraste, o tamanho do oócito pode 242 

ser previsto a partir da idade da fêmea. Durante a estação reprodutiva o 243 

tamanho do oócito pode variar entre sucessivos lotes. As relações positivas 244 

entre tamanho da fêmea e tamanho do oócito, com o tamanho do alevino e 245 

resistência a fome e a predação, é um caminho fundamental para relações pai-246 

ovo-progênie (Kamler, 2005). 247 

As taxas de fertilização e eclosão não diferiram nos primeiros períodos de 248 

novembro, dezembro e janeiro, porém a partir do mês de fevereiro houve 249 

decréscimo dessas taxas. O mesmo comportamento foi observado por Barbieri 250 

et al. (2000) com Salminus maxillosus selvagem, relatando o período de 251 

desova de novembro a fevereiro. Fato também observado neste estudo, como 252 
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a pequena variação entre as taxas de fertilização e eclosão, podendo ser 253 

explicado através dos fatores abióticos, como o índice pluviométrico. 254 

 Segundo Lowe-McConnel (1975), os teleósteos de regiões tropicais e 255 

subtropicais possuem uma estreita relação entre o período reprodutivo e as 256 

estações chuvosas. Para Munro (1990), existem evidências de que a 257 

temperatura pode ser utilizada como fonte de informação sobre o advento de 258 

condições adequadas para a desova.  259 

A temperatura é um fator preponderante para que o processo reprodutivo 260 

em peixes ocorra de modo regular. Em sobrepondo o gráfico de temperatura do 261 

período estudado ao longo do ano, duas situações merecem observação; a 262 

primeira, que no mês de agosto, quando ainda os peixes estão sob um período 263 

latência do desenvolvimento embrionário. A segunda, já no período reprodutivo 264 

a temperatura média se manteve estável, com um leve declínio de novembro 265 

(2010) para março de 2011. Muito embora pareça ser pequena esta variação 266 

de temperatura, porém ela pode ter sido um fator que potencializou o estresse, 267 

decorrido dos sistemáticos arrastos para captura dos animais nos viveiros de 268 

estocagem.  269 

A importância, da temperatura e do fotoperíodo na reprodução de peixe, é 270 

amplamente demonstrada em muitas espécies de peixes (Munro, 1990; 271 

Bromage al et., 2001). Papadaki et al. (2008), estudando a qualidade dos 272 

gametas de Diplodus puntazzo, observaram a ocorrência da desova entre as 273 

temperaturas de 19 a 21oC, com a temperatura ótima de 21oC. Quando a 274 

temperatura começou a cair, a desova também sofreu um decréscimo. 275 

Mesmo em cativeiro, várias espécies de peixes possuem um 276 

comportamento reprodutivo semelhante à natureza, os fatores abióticos como 277 

temperatura da água e do ar, índices pluviométrico, influenciam 278 

significativamente as mudanças na produção de gametas ao longo da estação 279 

reprodutiva. Segundo Winters et al. (1993), dos ambientes físicos, a 280 

temperatura da água do mar influência a média do número e do tamanho de 281 

oócitos produzidos em peixes. Já Querol et al. (2002), estudando L. 282 

platymetopon e Melo et al. (1995) com L. anus observaram que de um modo 283 

geral, as condições crescentes de temperatura estão ligadas ao período de 284 

maior atividade reprodutiva, influenciando diretamente na maturação gonadal.  285 
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Aprofundamento nas pesquisas nesta área e repetição de avaliação dos 286 

parâmetros quali-quantitativos dos oócitos de C. macropomum, em novas 287 

estações reprodutivas, são necessários. Além de observações de novos 288 

parâmetros como tamanho do oócito, quantidade de ácidos graxos nos oócitos, 289 

número de oócitos/g de desova, ajudariam a explicar melhor a interação entre 290 

os eventos biológicos com eventos ambientais. 291 

 292 

CONCLUSÕES 293 

Os parâmetros qualitativos dos oócitos de C. macropomum variaram 294 

durante a estação reprodutiva, em peso de oócitos, índice de produtividade e 295 

taxa de fertilização. Os melhores resultados foram observados nos períodos de 296 

novembro, dezembro e janeiro, indicando melhor época para se realizar a 297 

reprodução da espécie. 298 
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Avaliação do perfil proteico do plasma seminal com a qualidade do sêmen de 1 

Colossoma macropomum congelado 2 

Evaluation of the protein outline of the seminal plasma with the quality of the 3 

frozen semen of Colossoma macropomum  4 

Perfil proteico do plasma seminal 5 

 6 

Resumo: Objetivando analisar a associação entre a presença de proteínas no 7 

plasma seminal do C. macropomum com indicadores de qualidade seminal pós-8 

descongelamento. Utilizaram 27 machos e 6 fêmeas de C. macropomum. O sêmen foi 9 

criopreservado com diluidor ã base de Beltsville Thawing Solution (BTS) com 8% 10 

DMSO. Uma amostra de 200 µL de sêmen de cada animal foi diluída em 800 µL de 11 

BTS, e centrifugada em 800 rpm, e somente o sobrenadante foi criopreservado para 12 

posterior análise do perfil proteico do plasma seminal, através da eletroforese 13 

unidimensional (SDS-PAGE). Decorridos 15 dias da criopreservação, uma palheta com 14 

sêmen criopreservado foi descongelado para análise dos parâmetros quali-quantitativos. 15 

Considerando todas as coletas, o SDS-PAGE identificou 15 bandas proteicas no plasma 16 

seminal do C. macropomum. Quando se avaliou a interação (presença ou ausência) das 17 

proteínas encontradas no plasma seminal, com os parâmetros espermáticos pós-18 

descongelamento, observou-se grande influência da presença das proteínas na qualidade 19 

espermática. A maioria das proteínas encontradas no plasma seminal do C. 20 

macropomum influenciou (P<0,05) a motilidade progressiva do sêmen congelado com 21 

DMSO. Em consequência, observou-se maior taxa de fertilização (P<0,05) com a 22 

presença das proteínas 12, 34, 44, 85 e 90 kDa. As proteínas do plasma seminal de C. 23 

macropomum influenciaram na qualidade espermática após descongelamento, podendo 24 
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ser utilizadas como indicadores para a qualidade espermática após descongelamento, 25 

principalmente as proteínas com peso molecular ≤50 kDa. 26 

Palavras-chave: criopreservação; motilidade espermática; proteínas; taxa de 27 

fertilização. 28 

 29 

Abstract: Aiming to analyze the association among the presence of proteins in the 30 

seminal plasma of the C. macropomum as an indicator of seminal quality post-thawing. 31 

27 males and 6 females of C. macropomum were used. The semen was cryopreserved, 32 

using Beltsville Thawing Solution (BTS) with 8% DMSO. A sample of 200 µL of 33 

semen of each animal, was diluted in 800 µL of BTS, and centrifuged in 800 rpm, and 34 

only the supernatant it was cryopreserved to subsequent analysis of the protein profile 35 

of the seminal plasma, through the unidimensional electrophoresis (SDS-PAGE). After 36 

15 days of the cryopreservation, a "pallet" with cryopreserved semen was thawed for 37 

analysis of the quali-quantitative parameters. Considering all the collections, SDS-38 

PAGE identified 15 protein bands in the seminal plasma of the C. macropomum. When 39 

the interaction was evaluated (presence or absence) of the proteins found in the seminal 40 

plasma, with the spermatic parameters post-thawing, great influence of the proteins 41 

presence was observed for sperm quality. Most of the proteins found in the seminal 42 

plasma of the C. macropomum influenced (P <0.05) the progressive motility of the 43 

frozen semen with DMSO. In consequence, a larger fertilization rate was observed (P 44 

<0.05) with the presence of the proteins 12, 34, 44, 85 and 90 kDa. The proteins of the 45 

seminal plasma of C. macropomum  influenced  the sperm quality post thawing, as well 46 

as they can be used as indicators for the sperm quality post-thawing, mainly the proteins 47 

with molecular weight ≤50 kDa.  48 

Key words: cryopreservation; spermatic motility; proteins; fertilization rate. 49 
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Introdução 50 

 51 

A preservação de gametas é considerada uma importante ferramenta para 52 

laboratórios de produção de alevinos, pois, haverá economia na manutenção dos 53 

reprodutores e prevenção de perdas de linhagens geneticamente melhoradas. Ainda, 54 

facilitará no transporte de material genético entre laboratórios, dentro e fora do país e 55 

maior cuidado na prevenção de transmissão de doenças, permitindo a introdução de 56 

novas linhagens com risco mínimo de patógenos, nos peixes cultivados (Tiersch, 1995). 57 

Considerando o efeito do processo de congelamento sobre a qualidade do sêmen, 58 

torna-se importante estudar técnicas que identifiquem variações na resposta ao 59 

congelamento entre diferentes machos e que permitam desenvolver testes para detectar 60 

o seu potencial de congelabilidade. Nesse contexto, a composição proteica do plasma 61 

seminal deve ser considerada como um fator importante a influenciar a fertilidade do 62 

macho (Autiero et al., 1991; Strzeýek et al., 2005), já que em tilápias (Oreochromis 63 

niloticus) foi identificada uma glicoproteína no plasma seminal com alto peso molecular 64 

(120 kDa) como fator imobilizante dos espermatozoides (Mochida et al., 1999; Mochida 65 

et al., 2002). Algumas dessas proteínas podem se constituir em marcadores bioquímicos 66 

que permitam identificar indivíduos com maior ou menor potencial de fertilidade e 67 

congelabilidade do sêmen (Autiero et al., 1991; Strzeýek et al., 2002; Jobim et al., 2004; 68 

Zilli et al., 2005; Asadpour et al., 2007). 69 

O plasma seminal, na maioria dos teleósteos, é um produto sintetizado nos 70 

testículos e nos ductos espermáticos (Lahnsteiner et al., 1994), considerando que muitas 71 

espécies não apresentam glândulas acessórias. Alguns componentes do plasma seminal 72 

não são secretados, mas sim podem ser originados de células espermáticas em 73 

decomposição (Ciereszko et al., 2000). O plasma seminal de peixes teleósteos tem 74 
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grande importância na fisiologia espermática. Sua composição mineral inibe a 75 

motilidade espermática dentro dos ductos espermáticos e provêem um meio isotônico e 76 

equilibrado para os espermatozoides (Morisawa & Suzuki, 1980; Cosson et al., 1999), 77 

além de monossacarídeos e lipídios para recursos energéticos dos espermatozoides 78 

(Lahnsteiner et al., 1994). De acordo com Loir et al. (1990), o constituinte orgânico em 79 

maior abundância no fluido seminal de peixes teleósteos são as proteínas. Estudos 80 

recentes ressaltam a importância das proteínas do plasma para os espermatozoides. Por 81 

exemplo, em truta arco-íris (Oncorhynchus mykiss) em que os espermatozoides foram 82 

armazenados em solução salina semelhante a composição do fluido seminal, as taxas de 83 

motilidade e velocidade natatória, que poderiam ser ativadas, aumentaram quando a 84 

solução de armazenamento continha proteínas do plasma seminal, indicando que estas 85 

estabilizam e viabilizam os espermatozoides (Lahnsteiner et al., 2004).  86 

A composição molecular do plasma seminal possui características inerentes a cada 87 

espécie, podendo diferir entre os tipos e a atuação das proteínas espermáticas. O plasma 88 

seminal dos bovinos possui a família das proteínas designadas de BSP-A1/-A2 e BSP-89 

A3 (15-17 kDa), BSP-30 (28-30 kDa) (Manjunath, 1984), e FMP, relacionadas à 90 

motilidade progressiva (37,5kDa). Em equinos, as proteínas HSP-1 (22-25 kDa), HSP-2 91 

(25 kDa, pI 6,5-6,9), HSP-7 (14 kDa) e HSP-12 kDa pertencem à família das 92 

espermadesinas, e a SP-1 possui correlação positiva com a fertilidade (Töpfer-Petersen 93 

et al., 2004).  94 

O tambaqui (Colossoma macropomum) é a espécie endêmica mais produzida no 95 

Brasil (Borghetti et al., 2003), sendo muito apreciado por seu sabor e considerado como 96 

importante fonte de proteína animal, principalmente pelas comunidades tradicionais da 97 

Amazônia (Menezes et al., 2008). Hoje o tambaqui é a principal espécie de importância 98 

comercial da Amazônia, sendo uma das criações mais presentes em todo o Estado 99 
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Brasileiro. O estudo foi realizado para analisar a associação entre a presença de 100 

proteínas do plasma seminal do C. macropomum com indicadores de qualidade seminal 101 

pós-descongelamento. 102 

 103 

Material e métodos  104 

Local  105 

O projeto foi executado em uma piscicultura comercial localizada em Pimenta 106 

Bueno, Rondônia-Brasil (11°41'46 0,95 "S e 61°13'47.50" O), pelos Grupos de 107 

Pesquisa: PeixeGen da Universidade Estadual de Maringá (UEM), Aquam da 108 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e Laboratório de Patologia da 109 

UFPEL, durante a estação reprodutiva do C. macropomum de janeiro a fevereiro de 110 

2010 (30 dias).  111 

 112 

Animais e experimento  113 

Utilizaram 27 machos (6.4 ± 0.4 Kg e 4±2 anos) e seis fêmeas (8.3 ± 0.5 Kg e 114 

6±2 anos) de tambaqui (C. macropomum). Os animais foram mantidos em viveiros, sob 115 

condições ambientais, sendo alimentados com ração comercial com 36% de proteína 116 

bruta e 2.900 kcal de energia digestível/kg de ração. Foram induzidos a reprodução com 117 

extrato de hipófise de carpa de acordo com a posologia utilizada para espécies 118 

reofílicas, sendo para fêmea 5,5 mg/kg de peso vivo, aplicando 10% na primeira 119 

administração e o restante 12 horas após, e para macho 2,5 mg/kg peso vivo em dose 120 

única, coincidindo com a segunda aplicação das fêmeas (Woynarovich & Horváth, 121 

1980). 122 

 123 

Colheita e Análise de Sêmen 124 
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Sete horas após a indução hormonal, o sêmen foi colhido em tubo cônico de 15 125 

mL (um para cada animal), registrando-se o volume coletado, sendo evitada a 126 

contaminação com fezes e/ou urina (Billard et al., 1995). Imediatamente após a colheita, 127 

procedeu-se as avaliações seminais. Os parâmetros avaliados foram realizados conforme 128 

Galo et al. (2011): 129 

Motilidade espermática: foi observada em um microscópio ótico (40X), diluindo 130 

20 µL de sêmen em 400 µL de água destilada em uma lâmina sob lamínula de 131 

microscopia ótica, classificado com escorre de 0 a 100%. 132 

Tempo de motilidade: um cronômetro foi acionado quando se colocou 20 µL de 133 

sêmen em contato com 400 µL de água destilada para análise da motilidade 134 

espermática. Marcou-se o tempo decorrido até que o último espermatozoide parou de se 135 

mover no campo ótico observado (40X). 136 

A partir da diluição de 1:1000, sêmen:formol-salina tamponada, extensões foram 137 

produzidas e coradas pelo método de Rosa de Bengala (Streit Jr. et al., 2004), contando 138 

100 espermatozoides/extensão/animal em microscópio óptico de contraste de fase 139 

(40X). Anormalidades consideradas primárias foram: cauda quebrada, enrolada e 140 

degenerada, e as secundárias: cabeça solta, cauda dobrada e solta. 141 

 142 

Criopreservação de sêmen 143 

Após as avaliações espermáticas do sêmen fresco, foi criopreservado em solução 144 

diluidora à base de Beltsville Thawing Solution BTS (Pursel & Johnson 1975). A 145 

solução crioprotetora foi composta por BTS com 8% de Dimetil-Sulfóxido (DMSO) 146 

(Varela Jr. et al., 2012). O sêmen e a solução crioprotetora foram homogeneizados, na 147 

proporção de 1:4 (sêmen/solução), envasado em palhetas de 0,25 mL identificadas, e em 148 

seguida alocados no botijão dry shipper (Taylor-Wharton, modelo CP 300 dry shipper), 149 
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para o resfriamento prévio. Decorridas 24 horas no dry shipper, foram transferidas para 150 

botijão de nitrogênio líquido (MVE, modelo CP-34) (Taitson et al., 2008), 151 

permanecendo estocadas por 15 dias.  152 

 153 

Descongelação e análise do sêmen criopreservado 154 

Uma palheta com sêmen criopreservado foi descongelado por imersão em 155 

banho-maria (45°C/5s) (Streit Jr. et al., 2006), para as análises da motilidade 156 

espermática, tempo de motilidade, morfologia dos espermatozoides (Galo et al., 2011), 157 

funcionalidade mitocondrial, integridade de DNA, da membrana espermática e 158 

viabilidade celular (Varela Jr. et al., 2012). 159 

A funcionalidade mitocondrial foi realizada através da coloração fluorescente 160 

Rhodamine 123, juntando 10 µL de sêmen descongelado com 40 µL de solução de 161 

trabalho de Rhodamina 123 (13µM), incubado a 20°C/10 min (Varela et al., 2012). A 162 

integridade do DNA foi avaliada através da sonda acridine orange, adiconando-se 45 µL 163 

de sêmen descongelado em 50 µL TNE (0,01 M Tris-HCl; 0,15 M NaCl; 0,001 M 164 

EDTA; pH 7,2) e após 30 segundos, adicionou-se 200 µL de Triton solution (1X). 165 

Passados 30 segundos, adicionou-se 50 µL de Acridine Orange (2 mg por mL em água 166 

deionizada) e após 5 minutos foi avaliado, não ultrapassando 1 minuto de exposição da 167 

lâmina montada (Varela Jr. et al., 2012).  168 

Por sondas fluorescentes de diacetato de carboxifluoresceína – (CFDA) e iodeto 169 

de propídio – (PI), foi obtida a integridade de membrana dos espermatozoides, 170 

colocando 10 µL de sêmen descongelado e 40 µL de solução de trabalho, incubada a 171 

20°C/10 min (Varela Jr. et al., 2012). As avaliações de funcionalidade de mitocôndria, 172 

integridade de DNA e de membrana foram realizadas em microscópio de 173 

epifluorescência (Olympus® BX 51, América INC, São Paulo - Brasil), obtido com 1 174 
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µL de solução com espermatozoides em lâmina de microscopia sob lamínula, avaliando 175 

200 células/amostra. As taxas foram expressas através do percentual entre células 176 

íntegras/funcionais sobre o total de células avaliadas.  177 

A viabilidade celular foi obtida com os corantes histoquímicos eosina- nigrosina, 178 

sendo o protocolo adaptado de Morisson et al. (1997). Uma fração de 10 µL de sêmen 179 

diluído em BTS foi acrescida de 10 µL de solução de coloração (1,6 g de Eosina Y e 6 g 180 

de nigrosina em BTS), homogeneizado e após dois minutos produzido o esfregaço. Com 181 

a secagem das lâminas os espermatozoides foram observados em campo claro (BX41 182 

Olympus®), com objetiva de imersão em óleo (100x), sendo os espermatozoides mortos 183 

os corados em vermelho. 184 

 185 

Taxa de fertilização e eclosão 186 

Para avaliar a taxa de fertilização do sêmen criopreservado dos 27 animais, as 187 

amostras de sêmen foram divididas em dois lotes. O primeiro lote, correspondente a 10 188 

animais, foi usado para fertilizar os oócitos de 3 fêmeas, e o segundo lote relativo a 17 189 

animais fertilizou os oócitos de 3 novas fêmeas, totalizando 30 combinações (sêmen x 190 

oócitos) referente ao primeiro lote, e 51 combinações (sêmen x oócitos) no segundo 191 

lote. Para cada alíquota de 2 g de oócitos uma palheta de 0,25 mL foi utilizada, sendo 192 

homogeneizados, ativados e hidratados com oito mL de água. Outras duas alíquotas de 193 

oócitos foram fertilizadas com sêmen fresco, coletado de outros dois machos no 194 

momento da execução do teste (controle com sêmen fresco), totalizando 83 195 

combinações. Das amostras com sêmen fresco foram utilizados 50 µL para que o 196 

número de células espermáticas/oócito fosse similar aos tratamentos congelados. 197 

Após a fertilização, os ovos foram depositados em incubadoras de três litros, 198 

individualizadas para cada macho (sêmen x oócitos), e decorridos seis horas de 199 
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incubação (T = 28±1°C), uma alíquota de ovos de cada incubadora foi retirada e 200 

contabilizada a taxa de fertilização. Esta operação foi realizada três vezes, 201 

contabilizando 100 ovos/amostra e assim a média correspondeu a taxa de fertilização. 202 

Decorridos 12 horas da fertilização na temperatura média da água de 28±1°C, realizou-203 

se a contagem visual da taxa de eclosão, sendo contabilizados todos as larvas e ovos 204 

gorados para determinar o percentual. 205 

 206 

Análise de proteínas 207 

Uma amostra de 200 µL de sêmen de cada animal foi diluída em 800 µL de BTS, 208 

centrifugada em 800 rpm (rotação/minuto), e o resíduo (espermatozoides) foi descartado 209 

e somente o sobrenadante (plasma seminal – proteínas) foi criopreservado em 210 

nitrogênio líquido. Após a descongelação, o sobrenadante, foi novamente centrifugado a 211 

10.000 x g/ 10 min, para a obtenção somente do plasma. Do plasma, retirou-se 10 µL e 212 

adicionou-se 30 µL de H2O deionizada e 20 µL de tampão de amostra, constituído de: 213 

20% de Glicerol; 10% Tris-HCl 0,6173 M, pH 6,8 (Gibco-Invitrogen, Grand Island, 214 

NY- USA); 2% β-Mercaptoetanol (Sigma Chemical 202 Company, St. Louis, MO - 215 

USA); 20% Dodecil Sulfato de Sódio a 10% – SDS (Fisher Scientific, Suwanee, GA - 216 

USA); 2,5 mg de Azul de Bromofenol (Synth, Diadema, SP - Brasil); e água 217 

deionizada. Posteriormente, as amostras foram aquecidas a 100°C/ 10 min, para 218 

desnaturação das proteínas. A eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) foi realizada 219 

com o sistema BIORAD Mini-Protean 3 Cell® (Bio-Rad Laboratories, Califórnia, 220 

USA), segundo Laemmli (1970), em géis de poliacrilamida (Gibco-Invitrogen, Grand 221 

Island, NY - USA) concentrados a 8 e 15% (Manásková & Jonáková, 2008), e foi 222 

utilizado o marcador molecular BenchMark Protein Ladder® (Gibco-Invitrogen, Grand 223 

Island, NY - USA). Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue (Bio-Rad 224 
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Laboratories, Califórnia, USA)/20 minutos (Syntin et al., 1996). O processo de 225 

descoramento dos géis foi feito em solução descorante constituída por 40% Metanol 226 

(Synth, Diadema, SP - Brasil), 10% ácido acético glacial (Synth, Diadema, SP - Brasil) 227 

e 50% água deionizada, por 1 h, em banho-maria, a 75°C. A análise foi baseada na 228 

visualização e distinção das bandas proteicas formadas durante a eletroforese. Os dados 229 

obtidos da eletroforese foram analisados pelo software TotalLab TL100®, v. 2006 230 

(Nonlinear Dynamics, UK). 231 

 232 

Análise ultraestrutural dos espermatozoides – Microscopia eletrônica de transmissão 233 

Amostra de sêmen (fresco e congelado) de cada animal foi fixada em 234 

glutaraldeído 2,5% em tampão fosfato (0,1M; pH 7,2) e pós-fixadas em tetróxido de 235 

ósmio a 1% em tampão fosfato (0,1M; pH 7,2) por 3 horas. Após desidratação, o 236 

material foi incluído em araldite (Durcupan ACM, Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, 237 

USA) e na sequência, seções de 0,5 µm foram coradas com azul de toluidina para 238 

escolha dos campos. A seguir seções de 50 a 70 nm foram contrastadas em acetato de 239 

uranila e citrato de chumbo para posterior análise e fotodocumentação em microscópio 240 

eletrônico de transmissão, marca CM100 (Eindhoven, The Netherlands).  241 

 242 

Análise Estatística 243 

Foi realizada uma análise de normalidade através do Teste de Shapiro-Wilk para 244 

todas as variáveis, sendo que todas se comportaram de forma paramétrica. Assim, 245 

procedeu-se uma análise de variância (ANOVA) com posterior comparação entre as 246 

médias, utilizando o Teste de Tukey. Todas as análises estatísticas foram conduzidas 247 

através do software Statistix 8.0® (2003). 248 

 249 
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Resultados  250 

 251 

Os parâmetros espermáticos médios registrados para o sêmen “in natura” e 252 

criopreservado com DMSO do C. macropomum estão sumarizados na Tabela 1.  253 

 254 

Tabela 1. Parâmetros seminais do Colossoma macropomum “in natura” e 255 

criopreservado. 256 

Parâmetros 
"In natura"   Criopreservado 

Média Mínimo Máximo Média Mínimo Máximo 

Motilidade espermática (%) 87,50±12,25 70,00 100,00 14,40±9,15 0,00 35,00 

Tempo de motilidade (seg) 50,75±81,90 39,00 60,00 30,60±10,71 0,00 49,00 

SPZ normais (%) 31,90±1,72 30,00 34,00 22,23±1,72 30,00 34,00 

Anormalidades totais (%) 68,12±1,72 66,00 70,00 77,77±9,07 52,00 95,00 

Anormalidades primárias (%) 50,00±2,72 47,00 54,00 55,76±10,25 28,00 71,00 

Anormalidades secundárias (%) 18,12±2,58 16,00 23,00 22,01±7,90 13,00 48,00 

Taxa de fertilização (%) 87,67±15,81 52,90 98,10 26,73±13,57 3,50 54,70 

Taxa de eclosão (%) 83,25±23,60 40,4 100 27,65±16,76 2,10 69,60 

Integridade de DNA (%) - - - 

 

95,43±3,96 80,00 99,00 

Integridade de membrana (%) - - - 

 

55,18±18,39 12,00 98,00 

Funcionalidade mitocondrial (%) - - - 

 

53,83±30,01 9,00 100,00 

Viabilidade celular (%) - - -   19,22±16,91 0,00 58,00 
Médias ± EPM (erro padrão); Seg- segundos; SPZ – espermatozoides; 257 

 258 

Considerando todas as coletas, o SDS-PAGE identificou 11 bandas proteicas, no 259 

gel de poliacrilamida 8% (12, 25, 29, 34, 37, 44, 50, 65, 75, 90 e 100 kDa) e 4 bandas 260 

no gel de poliacrilamida 15% (40, 70, 78 e 85 kDa), totalizando 15 bandas no plasma 261 

seminal do tambaqui C. macropomum (Fig. 1). 262 

 263 
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 264 
Fig. 1. Eletroforese de gel de policrilamida (8% SDS-PAGE corado com Coomassie 265 

blue) de plasma seminal de Colossoma macropomum mostrando 9 animais (com peso 266 

molecular de 12 a 100 kDa).  267 

 268 

Quando se avaliou a interação (presença ou ausência) das proteínas encontradas 269 

no plasma seminal com os parâmetros espermáticos do C. macropomum congelado com 270 

DMSO, observou-se influência da presença das proteínas para a qualidade espermática 271 

(Tabela 2 e 3).  272 
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Tabela 2. Interação da presença ou ausência das proteínas no plasma seminal corridas em gel de poliacrilamida 8% sobre os parâmetros 273 

espermáticos do Colossoma macropomum congelado. 274 

12 Kda 25 Kda 29 Kda 34 Kda 37 Kda 44 Kda 50 Kda 65 Kda 75 Kda 90 Kda 100 Kda
presença 18,5±1,7 A 17,2±1,6 A 17,9±1,6 A 17,9±1,6 A 13,6 20,5±1,9 A 15,8±1,5 A 13,3 16,2±1,5 A 14,8 13,7
ausência 9,1±1,5 B 8,0±1,7 B 9,0±1,7 B 9,0±1,7 B 14,7 9,7±1,3 B 9,2±2,1 B 15,5 6,0±19 B 10,0 14,5
presença 32,8 31,6 32,6 33,4±1,6 A 29,6 33,4 30,8 30,2 33,6±1,2 A 29,8 36,7
ausência 27,7 28,3 27,4 26,3±3,0 B 31,1 28,5 29,8 31,0 19,8±4,6 B 39,5 29,3
presença 30,5±2,4 A 28,9 28,7 30,4±2,2 A 23,6 31,8±2.9 A 28,0 27,6 26,2 28,5±2,0 A 23,0
ausência 21,2±3,3 B 20,9 23,2 20,2±3,6 B 28,2 22,5±2,6 B 22,5 25,8 28,9 9,3±4,3 B 27,6
presença 32,2±3,4 A 30,7±3,2 A 30,4 31,2 25,3 31,8 29,9 29,8 28,4 29,2±2,6 A 28,4
ausência 21,1± 3,2 B 19,4±2,8 B 22,9 21,4 28,7 24,2 19,9 25,5 24,0 12,2±4,3 B 27,5
presença 24,5±2,0 A 22,4 24,4±1,8 A 24,1 24,4 24,5 22,4 22,6 23,8±1,4 A 22,2 25,3
ausência 19,0±1,5 B 21,8 18,4±1,6 B 19,0 21,2 20,3 21,8 21,8 15,0±2,8 B 23,0 21,6
presença 75,5±2,0 B 77,6 75,6±1,8 B 75,9 75,6 75,5 77,6 77,4 76,2±1,4 B 77,8 74,7
ausência 81,0±1,5 A 78,2 81,6±1,6 A 81,0 78,8 69,7 78,2 78,1 85,0±2,9 A 77,0 78,4
presença 50,8 48,2±3,0 B 48,1±3,2 B 54,2 43,9±5,4 B 51,1 51,0±3,8 B 55,2 51,2±3,3 B 57,6±3,7 A 39,7±9,3 B
ausência 61,4 70,1±8,3 A 67,6±7,6 A 56,9 60,5±4,7 A 58,6 69,4±9,8 A 55,2 73,0±3,3 A 31,0 ±19 B 58,6±4,0 A
presença 45,0 41,3±6,1 B 42,6±6,8 B 48,6 47,1 43,3 47,7±7,0 B 55,0 52,7 53,8 34,0
ausência 65,3 82,4±8,0 A 71,3±9,7 A 62,0 56,7 61,9 75,8±9,8 A 52,5 57,8 54,5 58,0
presença 96,3 96,1 96,3 96,4 96,5 96,6 95,2 94,8 95,4 96,2±0,4 A 91,0±5,5 B
ausência 94,2 94,0 94,2 93,9 95,0 94,6 96,2 96,2 95,6 80,0±0,1 B 96,2±0,5 A
presença 13,8 13,6±3,5 B 14,8 16,9 22,7 12,1 13,7±3,1 B 16,3 19,2 19,1 20,2
ausência 26,3 32,1±6,3 A 26,1 22,8 18,6 24,7 39,2±6,2 A 22,3 19,4 20,0 19,0

Parâmetros

Funcionalidade mitocondrial (%)

Integridade de DNA (%)

Viabilidade celular (%)

Proteinas - Gel com concentração de 8%

Integridade de membrana (%)

Tempo de motilidade (seg)

Motilidade progressiva (%)

Taxa de fertilização (%)

Taxa de eclosão (%)

Espermatozóides normais (%)

Anormalidade espermática (%)

 275 
Médias ± EPM (erro padrão) com letras diferentes na coluna diferem por P<0,05; seg - segundos; 276 
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Tabela 3. Interação da presença ou ausência das proteínas encontradas no plasma 277 

seminal corridas em gel de poliacrilamida 15% sobre os parâmetros 278 

espermáticos do Colossoma macropomum congelado. 279 

40 Kda 70 Kda 78 Kda 85 Kda
presença 17,5 15,0 13,4 15,0

ausência 13,7 14,2 19,0 13,3

presença 30,5 32,8 30,2 31,3

ausência 30,6 30,0 32,7 29,2

presença 31,6 32,2 26,8 29,5±2,3 A

ausência 25,6 25,1 26,4 20,7±3,8 B

presença 38,8±3,5 A 35,9 27,5 30,1

ausência 25,1±2,8 B 25,2 28,5 22,5

presença 20,5 18,8 21,3 21,5

ausência 22,6 23,2 26,5 23,7

presença 79,5 81,2 78,7 78,5

ausência 77,4 76,8 73,5 76,3

presença 50,5 55,4 54,2 54,5

ausência 56,2 53,9 61,0 56,4

presença 48,7 50,2 56,0 55,3

ausência 54,9 54,8 43,5 51,0

presença 96,5 96,4 95,8 95,1

ausência 95,2 95,1 93,3 96,2

presença 14,5 23,0 21,4 19,9

ausência 20,2 18,2 9,0 17,9

Funcionalidade mitocondrial (%)

Integridade de DNA (%)

Viabilidade celular (%)

Motilidade progressiva (%)

Tempo de motilidade (seg)

Taxa de fertilização (%)

Taxa de eclosão (%)

Proteinas - Gel com concentração de 15%
Parâmetros

Espermatozóides normais (%)

Anormalidade espermática (%)

Integridade de membrana (%)

280 
Médias ± EPM (erro padrão) com letras diferentes na coluna diferem por P<0,05; seg – segundos; 281 

 282 

A maioria das proteínas do plasma seminal do C. macropomum influenciou 283 

(P<0,05) positivamente a motilidade progressiva do sêmen congelado com DMSO 284 

(Tabela 2). Em consequência, observou-se uma maior taxa de fertilização com a 285 

presença das proteínas: 12, 34, 44, 85 e 90 kDa. A taxa de eclosão foi melhor (P<0,05) 286 

com a presença das proteínas 12, 25, 40 e 90 kDa. 287 

A porcentagem de espermatozoides normais (%) em sêmen descongelado de C. 288 

macropomum foi maior (P<0,05) com a presença das proteínas 12, 29 e 75 kDa no 289 

plasma seminal deste animal, refletindo na porcentagem de anormalidades espermática 290 

totais.  291 
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Já para integridade de DNA, a presença das proteínas de maior peso, 90 e 100 292 

kDa foram as únicas com interação dos parâmetros seminais pós-descongelamento. A 293 

presença da proteína 90 kDa produziu uma maior (P<0,05) taxa de integridade de DNA, 294 

ao contrário do observado com a presença da proteína 100 kDa. Nos parâmetros 295 

espermáticos de integridade da membrana (%) e funcionalidade mitocondrial (%) foram 296 

registrados porcentagem maior (P<0,05) com a ausência das proteínas: 25, 29, 37, 50, 297 

75 e 100 kDa. A ausência das proteínas 25 e 50 kDa influenciaram positivamente a 298 

viabilidade celular dos espermatozoides. 299 

A presença da proteína 12 kDa influenciou (P<0,05) a motilidade progressiva,  300 

porcentagem de espermatozoides normais e anormais, e consequentemente a taxa de 301 

fertilização e eclosão. A interação do parâmetro tempo de motilidade (seg) observou-se 302 

apenas com as proteínas 34 e 75 kDa (P<0,05). Já as proteínas 65, 70 e 78 kDa não 303 

influenciaram (P>0,05) nos parâmetros do sêmen criopreservado de C. macropomum. 304 

Nenhuma proteína foi observada em todas as amostras de plasma seminal. Apenas 305 

a proteína 40 kDa foi notada em 81,5% das amostras. Porém, a proteína 90 kDa foi 306 

ressaltada somente em quatro amostras (14,8%) (Tab. 4). 307 

  308 

 309 

 310 

 311 

 312 

 313 

 314 

 315 

 316 
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Tabela 4. Distribuição de frequência das bandas proteicas detectadas através de SDS-317 

PAGE, no plasma seminal de Colossoma macropomum. 318 

Bandas Peso Molecular (kDa) Frequência de Bandas em 27 amostras (tambaqui) 
1 12 40,7 (11) 
2 25 33,3 (9) 
3 29 40,7 (11) 
4 34 40,7 (11) 
5 37 66,7 (18) 
6 40 81,5 (22) 
7 44 59,3 (16) 
8 50 18,5 (5) 
9 65 44,4 (12) 

10 70 77,8 (21) 
11 75 18,5 (5) 
12 78 22,2 (6) 
13 85 40,7 (11) 
14 90 14,8 (4) 
15 100 77,8 (21) 

Amostras entre parênteses – número de animais que apresentam aquela proteína;  319 

 320 

Discussão 321 

 322 

Em recentes anos, inúmeras proteínas do plasma seminal são identificadas e 323 

caracterizadas (Moreau et al., 1999), e diversas associadas com a fertilidade em várias 324 

espécies (Ayyagari et al., 1987; Kraus et al., 2001). A identificação das proteínas do 325 

plasma seminal tem mérito considerável, pois podem ser usadas para predizer a 326 

fertilidade, tanto para aumentar como prevenir (preservativo) (Killian, et al., 1993). 327 

Correlação entre proteínas do plasma seminal e fertilidade de machos já foi 328 

informado para algumas espécies de animais domésticos como touro (Killian et al., 329 

1993), carneiro (Jobim al et., 2005), bode (Villemure et al., 2003), equinos e suínos 330 

(Calvete et al., 1997). A presença de fatores de proteína no plasma seminal, foi descrita 331 

para algumas espécies de peixe também, tal como Oreochromis niloticus (Mochida et 332 

al., 2002), Oncorynchus mykiss (Loir et al., 1990; Lahnsteiner et al., 2004; Lahnsteiner, 333 

2006); Cyprinus carpio (Kowalski et al., 2003). Em alguns estudos (Mochida et al., 334 

1999; Lahnsteiner et al., 2004; Lahnsteiner, 2006), os fatores de proteína identificados 335 
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foram associados a parâmetros de qualidade de esperma. Porém, uma pequena 336 

informação sobre proteínas do plasma seminal está disponível para peixes nativos 337 

brasileiros (Campos et al., 2006). 338 

No presente estudo, a maioria das proteínas com peso molecular igual ou <50 kDa 339 

(12, 25, 29, 34, 44 e 50 kDa) esteve associada com a melhora na motilidade progressiva, 340 

ou seja, com a presença das proteínas ocorreram maiores taxas de motilidade 341 

espermática no sêmen pós-descongelamento de C. macropomum. Fato relatado por 342 

Lahnsteiner et al. (2004) que observaram no estudo com Oncorynchus mykiss, que no 343 

meio diluidor contendo PPS (proteínas do plasma seminal) com peso molecular <50 344 

kDa, ocorreram maiores taxas de motilidade e velocidade espermática em relação ao 345 

diluidor contendo proteínas de >50 kDa. Em búfalos, Asadpour et al. (2007) 346 

descreveram variação semelhante no conteúdo proteico do plasma seminal, relatando 347 

que uma proteína com peso molecular de 24,5 kDa seria relacionada com maior 348 

motilidade progressiva. No sêmen de C. macropomum a proteína 12 kDa foi a com 349 

maior (P<0,05) interação dos parâmetros de qualidade seminal. Jobim et al. (2003) 350 

observaram que as proteínas <15 kDa, estão envolvidas na manutenção da motilidade 351 

espermática. Assim como em equinos, a presença de PSPs com peso molecular aparente 352 

de 19,6 e 15,3 kDa, estariam relacionada ao aumento da motilidade progressiva do 353 

sêmen, tanto in natura, quanto após incubação pós-congelamento (Frazer et al., 1996). 354 

Souza et al. (2007) estudando a correlação das características do sêmen canino 355 

com as proteínas do plasma seminal, notaram uma correlação positiva (r=0,55 e r=0,59) 356 

das bandas 58,6 e 67 kDa, com a porcentagem de espermatozoides normais. Já 357 

Asadpour et al. (2007) relataram também que em búfalos, uma proteína com 45 kDa, 358 

associa-se com a morfologia espermática anormal, após o descongelamento.  359 



 

 

82

Foram encontradas no presente estudo três proteínas associadas com a morfologia 360 

espermática (12, 29 e 75 kDa), em que a presença dessas proteínas, no sêmen após 361 

descongelamento, está associada com a menor taxa de anormalidades espermáticas 362 

totais, consequentemente um maior percentual de espermatozoides normais. Porém, 363 

observou-se que na ausência das proteínas 29 e 75 kDa apresentaram maior taxa de 364 

integridade de membrana e funcionalidade mitocondrial. Apesar da presença destas 365 

proteínas favorecerem a porcentagem de espermatozoides normais, sua ausência obteve 366 

um maior percentual de membrana íntegra dos espermatozoides. Em bovinos existem 367 

proteínas do plasma seminal (BSPs) que participam do sequestro dos lipídios 368 

desestruturando a membrana e aumentando sua fluidez, ou seja, se associam à 369 

membrana dos espermatozoides no momento da ejaculação, induzindo o efluxo de 370 

colesterol e fosfolipídios da membrana espermática, que pode induzir a desestabilização 371 

da mesma, diminuindo sua estabilidade frente aos processos de criopreservação de 372 

sêmen utilizados atualmente (Therien et al., 1999). Porém a proteína em si não e ruim 373 

para o restante dos parâmetros seminais.  374 

A frequência das proteínas, 29 e 75 kDa, nas amostras de sêmen analisadas, foi de 375 

40,7 e 18,5%, respectivamente. Observando assim 55,18% de espermatozoides com 376 

membrana íntegra e 53,83% de espermatozoides com funcionalidade mitocondrial no 377 

sêmen de C. macropomum após o descongelamento (Fig. 2).  378 

  379 
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 380 
Fig. 2 - Ilustrações de morfologias obtidas por microscopia eletrônica de transmissão de 381 

espermatozoides de Colossoma macropomum. (A) e (E) membrana rompida na peça 382 

intermediária; (B) e (C) membrana da cabeça integra; (D) membranas rompidas na 383 

cabeça e na peça intermediária; (F) mitocôndria integra. 384 

 385 

Bianchi et al. (2008), estudando a associação do plasma seminal com a 386 

integridade de membrana plasmática (IMP) de espermatozoides suínos pós-387 

descongelamento, detectaram que uma banda de 26,58 kDa esteve associada a baixa 388 

IMP. Deste modo os autores sugeriram que 88% das amostras que apresentavam IMP 389 

≥55%, a banda de 26 kDa estava ausente. Assim como Corcini et al. (2012) relataram 390 
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que a presença da banda 100 kDa, no plasma seminal de suínos, foi associada com a 391 

redução da integridade de membrana do sêmen pré-congelação e redução da motilidade 392 

pós-congelação. Neste estudo, a presença das bandas 25 e 100 kDa representaram uma 393 

redução (P<0,05) da integridade da membrana no sêmen pós-descongelamento. As 394 

bandas 29, 37, 50, e 75 kDa, foram associadas a baixa integridade de membrana, em que 395 

a ausência dessas proteínas apresentavam integridade >58%. A proteina 100 kDa 396 

também esteve neste estudo associada com a redução da integridade de DNA. 397 

Bianchi et al. (2008) informaram que em bancos de dados in silico foi encontrado 398 

um grupo proteico com peso molecular de aproximadamente 26 kDa chamado 399 

Sialoproteínas, que tem por função a inibição da aglutinação das cabeças dos 400 

espermatozoides. Conforme Strzeýek et al. (2002), a deficiência desse grupo pode 401 

comprometer o potencial espermático de fertilização. Usando eletroforese 402 

bidimensional (2DPAGE), Flowers (2001) demonstrou a importância biológica das 403 

proteínas 26 kDa e 55 kDa no plasma seminal de suínos, relacionadas com altas taxas 404 

de parição, em torno de 86%. Killian et al. (1993) associaram quatro proteínas do 405 

plasma seminal com a fertilidade de touros, sendo que duas proteínas (26 kDa e 55 kDa) 406 

foram detectadas em touros de alta fertilidade. A proteína encontrada no presente 407 

estudo, 25 kDa, foi a que esteve associada com a taxa de eclosão, além das proteínas 40 408 

e 90 kDa. A proteína 90 kDa esteve associada com a integridade de DNA. Asadpour et 409 

al. (2007) relataram que em búfalos a proteína com 55 kDa estava associada com a 410 

viabilidade do sêmen in natura. As proteínas, neste estudo, que apresentaram 411 

associação com a viabilidade celular do sêmen pós-descongelamento foram as de 25 e 412 

50 kDa.                  413 

Estudos mais detalhados sobre a função das PSPs ainda são necessários, para 414 

elucidar não apenas as implicações dos efeitos individuais, como também a influência 415 
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de outros fatores, como estação do ano, nutrição e idade. A identificação de potenciais 416 

marcadores relacionados a parâmetros de fertilidade seria importante na seleção de 417 

reprodutores para programas de fertilização artificial com sêmen congelado e formação 418 

de bancos de germoplasma de animais selecionados. 419 

 420 

Conclusão 421 

As proteínas do plasma seminal de C. macropomum influenciaram na qualidade 422 

espermática após descongelamento, podendo ser utilizadas como indicadores para a 423 

qualidade espermática, principalmente, as proteínas com peso molecular ≤50 kDa, como 424 

as proteínas 12, 25, 29, 34, 40, 44 e 50 kDa. 425 

 426 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 
 

Em conclusão, os parâmetros qualitativos do sêmen e oócitos de C. macropomum 

criados em cativeiros apresentaram mudanças durante a estação reprodutiva. As 

mudanças nos parâmetros qualitativos do sêmen estão associadas aos processos de 

envelhecimento dos espermatozoides no final da estação reprodutiva, levando a redução 

das taxas de fertilização e eclosão. Como observado, o melhor momento para a 

realização da reprodução e criopreservação do sêmen, são os primeiros dois meses do 

período de espermiação. Já a quantidade de oócitos, índice de produção e taxa de 

fertilização, foram observados melhores resultados no meio do período reprodutivo 

(dezembro e janeiro), indicando uma melhor época para se realizar a reprodução da 

espécie. As proteínas do plasma seminal de C. macropomum apresentam influência na 

qualidade espermática pós-descongelamento, assim como podem ser utilizadas como 

indicadores para a qualidade espermática após descongelamento, principalmente as 

proteínas com peso molecular ≤50 kDa, como as proteínas 12, 25, 29, 34, 40, 44 e 50 

kDa. 


