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RESUMO

O objetivo, neste trabalho, foi analisar o comportamento reprodutivo da espécie
Colossoma macropomum, quanto a qualidade de seus gametas masculinos e femininos
ao longo da estacdo reprodutiva, a fim de determinar a melhor época para realizar a
reproducdo. Além disso, foi analisada a interacdo entre a presenca de proteinas do
plasma seminal do C. macropomum como indicadores de qualidade seminal pds-
descongelamento. O experimento foi executado em Pimenta Bueno-Rondodnia, na
estacdo reprodutiva de novembro de 2009 a janeiro de 2010, e de novembro de 2010 a
marco de 2011. Utilizaram 27 machos de C. macropomum durante a estagao reprodutiva
de 2009-2010, e 36 fémeas na estacdo de 2010-2011. Os gametas masculinos foram
coletados para as andlises quali-quantitativas ao longo da estag¢do reprodutiva, a cada
1545 dias, igualmente ocorrido com a coleta dos gametas femininos, sendo classificado
como: periodo (1) — inicio 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) — inicio de fevereiro (07/02); (7) — final de fevereiro (23/02); (8) — inicio de
marco (10/03) e (9) — final de marco (28/03). Durante as avaliacdes da qualidade
espermdtica no periodo trés (meados de dezembro) e quatro (inicio de janeiro) de
2009/2010, uma aliquota de sémen de cada animal foi criopreservada, a base de
Beltsville Thawing Solution (BTS) com 8% DMSO. Uma amostra de 200 uL de sémen
de cada animal foi diluida em 800 uL de BTS, e centrifugada em 800 rpm, e somente o
sobrenadante (proteinas) foi criopreservado para posterior andlise do perfil proteico do
plasma seminal, através da eletroforese unidimensional (SDS-PAGE). Decorridos 15
dias da criopreservacdo, uma palheta com s€émen criopreservado foi descongelado para
andlise dos parametros quali-quantitativos. Para os parimetros espermaticos, nao foi
verificado (P>0,05) efeito de periodo dentro da estacdo para volume do s€émen, vigor
espermatico, tempo de motilidade e concentragdo espermadtica. Quando se avaliou a

motilidade progressiva entre os periodos de coleta, o efeito (P<0,05) encontrado foi de
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comportamento quadratico. Quanto a morfologia espermdtica do sémen, verificaram
diferencas (P<0,05) na probabilidade de ocorréncias de espermatozoides normais,
anormalidades primdrias e secunddrias em funcdo do periodo de coleta. A taxa de
fertilizac@o e eclosao apresentaram efeito significativo (P<0,05) dentro do periodo. Para
os parametros qualitativos dos gametas femininos durante a estagdao 2010-2011, foi
verificado efeito (P<0,05) de periodo (coleta) dentro da estagdo para peso de odcitos,
indice de produtividade e taxa de fertilizacdo (P<0,05). Apesar do periodo 3 (més de
dezembro) nao ter diferenciado (P>0,05) de alguns periodos, foi o periodo que
apresentou os melhores parametros estabelecidos para a qualidade dos odcitos. Para a
andlise 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 interacdo (presenca ou auséncia) das proteinas encontradas no
plasma seminal, com os parametros espermaticos pds-descongelamento, observou-se
grande influéncia da presenca das proteinas para a qualidade espermética. A maioria das
proteinas encontradas no plasma seminal influenciou (P<0,05) a motilidade progressiva
do sémen congelado com DMSO. Em consequéncia, observou-se maior taxa de
fertilizacao (P<0,05) com a presenca das proteinas 12, 34, 44, 85 e 90 kDa. Em
conclusdo, os parametros qualitativos do sémen e odcitos de C. macropomum
apresentaram mudancas durante a estacdo reprodutiva. As mudancas nos parametros
qualitativos do sémen estdo associadas aos processos de envelhecimento dos
espermatozoides no final da estagdo reprodutiva, que podem levar a consequente
reducdo das taxas de fertilizacdo e eclosdo. J4 o peso de odcitos liberados, indice de
produtividade e taxa de fertilizacao, foram observados melhores resultados nos periodos
de dezembro e janeiro, indicando melhor época para se realizar a reprodugao da espécie.
As proteinas do plasma seminal de C. macropomum apresentam influéncia na qualidade
espermatica pds-descongelamento, assim como podem ser utilizadas como indicadores
para a qualidade espermadtica apds descogelamento, principalmente, as proteinas com
peso molecular <50 kDa.

Palavras-chave: characidae, odcitos, parametros seminais, periodo 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-Rondonia, 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 155 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 uL of semen of each
animal, was diluted in 800 uL 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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INTRODUCAO GERAL



1. Introducao Geral

O uso de gametas de alta qualidade de peixes € de grande importancia para
assegurar a producdo de descendentes para aquicultura (Bromage & Roberts, 1995).
Segundo Bobe & Labbé (2010) a qualidade de odcitos em peixes, pode ser definida
como a capacidade de serem fertilizados e consequentemente desenvolver um embrido
normal. De maneira semelhante, a qualidade espermatica pode ser definida como sua
habilidade para fertilizar um ovdcito e subsequentemente permitir o desenvolvimento de
um embrido normal. Em condi¢des selvagens ou até mesmo na criagdo em cativeiro, a
qualidade dos gametas de peixes podem ser altamente varidvel e influenciada
significativamente por intimeros fatores externos e manejo dos reprodutores, além de
possuir uma variagdo conforme o periodo da estacdo reprodutiva (Bobe & Labbé,
2010).

Em cultivo comercial, o s€émen € frequentemente inadequado em termos de
qualidade e quantidade e nem sempre tem apresentado sucesso na fertilizacdo e no
processo de inseminagdo artificial comumente utilizado nas espécies aquéticas
(Rurangwa et al., 2004). Existem poucos estudos que informe sobre o desempenho
reprodutivo, produ¢cdo de odcitos e sémen durante a estacdo reprodutiva, além da
qualidade dos gametas de peixes em cativeiro (Murgas et al., 1999; Streit Jr. et al.,
2008). A qualidade dos odcitos e producao de larvas em cativeiro sdo considerados um
fator limitante e de muita importancia na produgdo de larvas (Kjorsvik et al., 1990) e
consequentemente, no desenvolvimento aquicola Assim como a qualidade do sémen ¢é
igualmente importante, podendo afetar o sucesso da fertilizacdo e producdo de ovos
vidveis (Bromage, 1995).

Trabalhos relatam assincronia entre os sexos, enquanto as fémeas ainda estdo
produzindo odcitos de boa qualidade, 0 mesmo ndo ocorre com o sémen que declina
severamente com o final da estagdo reprodutiva (Babiak et al., 2006). Um protocolo
seguro de armazenamento de sémen (criopreservacao) poderia reduzir o problema da
baixa qualidade no final da estacdo, pela disponibilidade deste material com qualidade.
Além disso, o estabelecimento de uma rotina poderia facilitar outros aspectos no manejo
dos reprodutores. A frequente extrusdao do s€émen para fertilizar os grupos de odcitos,
pode reduzir consideravelmente a mao de obra, tempo, custo com grandes estoques de
reprodutores inviabilizados, e reduzir o risco de injurias nos reprodutores durante a

coleta do sémen.



Dentre os grupos de espécies cultivadas no Brasil, os Characiformes apresentam
destaque, pela textura e sabor de sua carne e ao bom rendimento de carcaga. O cultivo
de tambaqui, Colossoma macropomum (Characiformes, Characidae), vem crescendo
rapidamente, principalmente na regido norte do Brasil, em funcao da sua rusticidade, do
seu aparente potencial de crescimento, e de sua resisténcia a baixas condi¢des de

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

2. Revisio de Literatura
2.1.  Situacdo atual da aquicultura

A aquicultura representa hoje a tnica alternativa para o aumento da producao de
pescados, tendo apresentado um desenvolvimento crescente nos ultimos anos. Segundo
dados da FAO (2011), em 2011 a produ¢do mundial da aquicultura (sem plantas
aqudticas) foi superior a 55 milhdes de toneladas. J4 no Brasil, em 2010 a produc¢do da
aquicultura brasileira foi superior a 479 mil toneladas, a aquicultura continental
representou 82,3% deste total. As regides brasileiras mais representativas na producao
em dguas continentais foram o sul (133.425 ton), nordeste (78.579 ton), sudeste (70.915
ton) e centro-oeste (69.840 ton), ficando a regido norte em quinto lugar com 41.581
toneladas. Das espécies produzidas em 2010 (ambiente continental) destacando a tildpia
(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 produgdo total da aquicultura continental do
Brasil (MPA, 2012).

Com o avanco da piscicultura no Brasil, a partir da década de 1980 comecaram a
surgir novas técnicas de criacdo e também alternativas quanto as espécies de peixes
nativos criadas, como o C. macropomum e o P. mesopotamicus (Martins et al., 2002).
Analisando a situagdo das perspectivas da produc¢do comercial de pescado no Brasil,
destaca-se o potencial do pais em se tornar um importante fornecedor mundial de

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

2.2.  Espécie: Tambaqui (Colossoma macropomum) (Cuvier, 1818)
O C. macropomum pertence a ordem Characiformes, familia Characidae e
subfamilia 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



espécie ocorre naturalmente nas bacias dos rios Amazonas, Solimdes e Orinoco,
amplamente distribuido na parte da América do Sul e na Amazonia Central, que é
conhecido como cachama negra (Colombia e Venezuela) e gamitana (Peru). No Rio
Amazonas, a espécie € comumente encontrado da foz do rio Xingu, no Estado do Par4,

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

No Brasil, o C. macropomum é a espécie endémica mais produzida (MPA, 2012),
sendo muito apreciado por seu sabor e considerado como importante fonte de proteina
animal, principalmente pelas comunidades tradicionais da Amazodnia, que é explorado
desde o século XIX (Menezes et al., 2008). Hoje o C. macropomum € a principal
espécie de importancia comercial da Amazonia, sendo uma das criacdes mais presentes
em todo o Brasil, 24 estados dos 27 existentes, em que o Estado do Amazonas é o
principal produtor. Segundo o Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura do Ministério
da Pesca e Aquicultura (MPA, 2012), a produgdo 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
aquética no Projeto Aquabrasil, que escolheu o C. macropomum como uma das espécies

a estudar, por representar grande potencial de desenvolvimento.

A primeira maturagdo sexual no C. macropomum ocorre com cerca de 60 cm
comprimento padrdo e aproximadamente dois anos idade. Seu periodo reprodutivo se
estende de setembro a fevereiro, sendo uma espécie de dgua tropical de desova total e
com movimento reprodutivo migratério, espécie de piracema. Em cativeiro s6 se
reproduz com indu¢do hormonal, e com elevada prolificidade (Castagnolli, 1992). A
reproducdo induzida vem sendo estudada com intimeros relatos sobre o uso de
diferentes indutores hormonais. A literatura descreve o uso de produtos naturais, como
extrato de hipéfise e hCG (Gonadotrofina coridnica humana), e substancias sintéticas,
como os andlogos do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH ou LH-RH) e de
antagonistas do hormo6nio bloqueador de gonadotrofinas (dopamina) (Araujo-Lima &
Gomes, 2005). O extrato de hipdfise € o indutor reprodutivo mais usado em C.
macropomum. Porém, é usando intensamente o Ovopel® que é andlogo de hormonio
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 indug¢do hormonal reprodutivo do Ovopel® e do extrato de hipdfise, e levou a

conclusdo ser o primeiro o indutor reprodutivo mais econdomico.



A drea de vida do C. macropomum € caracterizada por dguas ricas em nutrientes
com temperaturas médias entre 25 ¢ 34°C e abundéncias de dreas alagédveis. A espécie é
capaz de resistir a baixas concentragdes de oxigénio dissolvido na dgua,
aproximadamente 1 mg/L, que sdo caracteristicas do seu habitat (Val & Almeida-Val,
1995). Segundo Reis Neto (2007) os resultados na criacdo em sistema-intensivo sao
satisfatorios quando divididas nas fases de recria (60 dias) e engorda (240-300 dias)

com racdo comercial de 34 a 28% de proteina, respectivamente.

2.3.  Desempenho e producdo de gametas no periodo reprodutivo

A qualidade dos odcitos em cativeiro € considerada fator limitante e muito
importante na produgdo de larvas (Kjorsvik et al., 1990) e consequentemente, no
desenvolvimento aquicola. A qualidade do sémen € igualmente importante, podendo
afetar o sucesso da fertilizacdo e producdo de ovos vidveis (Bromage, 1995). De todo
modo, mudancas podem ocorrer nas caracteristicas de qualidade do sémen durante o
periodo reprodutivo (Fauvel et al., 1999) e o “stress” ou estresse ocasionado em peixes
no cativeiro podem ocasionar efeito negativo na fungdo reprodutiva e qualidade dos
gametas (Papadaki et al., 2008).

Avaliando o sémen de Hippoglossus hippoglossus e Mastacembelus
mastacembelus ao longo do periodo reprodutivo, Babiak et al. (2006) e Sahinoz et al.,
(2007), relataram que houve perda de qualidade no final da estagdo. As alteracdes
resultam na reducdo da capacidade de fertilizacdo, sendo observado um aumento da
concentracdo espermatica, correlacionada negativamente com a perda de motilidade
progressiva (Babiak et al., 2006). Além disto, os autores observaram deterioracdo
morfolégica do espermatozoide, incluindo a pec¢a intermedidria, no final da estacdo
reprodutiva.

Assim como a qualidade dos odcitos € considerada, como potencialmente futuras
larvas viaveis (Kjorsvik et al., 1990) os mesmos, dependem de vdrios fatores e que
frequentemente podem mudar durante o ciclo reprodutivo. Aspectos como o estado
enddcrino das fémeas durante a ovogénese, quantidade e qualidade da ragcdo fornecida,
parametros fisico-quimicos da dgua, manejo dos reprodutores (stress) e outros, sao
relacionados por Bromage (1995) como determinantes para o sucesso na producdo de

larvas viaveis.



Chambers & Waiwood (1996), estudando Gadus mohua, relataram que houve
redu¢do do tamanho dos odcitos no periodo reprodutivo e este fato estaria relacionando
a redugdo da oferta de alimentacdo dos reprodutores durante o periodo reprodutivo e
subsequente reducdo da nutricdo maternal. Na época de reproducdo, os odcitos atingem
um tamanho critico especifico para as espécies (Romagosa et al., 1988), sendo que o
tamanho da larva, apds a absor¢do do saco vitelino esta correlacionada ao tamanho do
ovulo.

O “stress” ocasionado em peixes em cativeiro pode ter resultados negativos na
funcdo reprodutiva e qualidade dos gametas femininos e masculinos (Schreck et al.,
2001). Entdo, é de extrema importancia que para cada nova espécie selecionada para a
aquicultura seja observado a existéncia de mudangas sazonais e relacionar com a
qualidade dos espermatozoides e odcitos (Mylonas et al., 2003; 2004). Tais informacdes
podem ajudar na organizacdo das instalacbes comerciais e, se possivel, no

aperfeicoando da producao de ovos e alevinos de peixes.

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

O processo reprodutivo, em peixes, depende da interacdo de fatores enddgenos,
como os hormdnios e exdgenos, tais como temperatura, precipitacio, fotoperiodo, nivel
da coluna d’agua, dentre outros. Trabalhos sobre influéncia de fatores abidticos na
fisiologia reprodutiva de peixes indicam que dificilmente um unico fator interfere na
complexidade do processo reprodutivo (Barbieri et al., 2000).

O papel de fatores ambientais na sincroniza¢do dos ciclos reprodutivos, dando
énfase a influéncia do fotoperiodo e temperatura da &4gua neste processo, foi
amplamente discutido por Bye (1984). Segundo este autor, os peixes que vivem fora dos
tropicos, apresentam ciclos, de tal forma que larvas e jovens sdo produzidos quando as
condi¢Oes ambientais sdo favoraveis a sobrevivéncia.

Autores como Naumov (1956), Ashan (1966), De Viaming (1975) e Sundararaj &
Vasal (1976), consideram temperaturas altas e fotoperiodo longo como fatores
responsaveis pela desova de peixes de clima temperado. Para peixes de clima tropical e
subtropical, além desses fatores, a precipitacdo atmosférica parece exercer papel
importante nas espécies migradoras e com desova total, a variacdo do nivel do rio esta
na dependéncia das chuvas. Segundo Lowe-McConnel (1975), os teledsteos de regides
tropicais e subtropicais possuem estreita relacdo entre o periodo reprodutivo e as

estacdes chuvosas. Assim como para Munro (1990) existem evidéncias de que a



temperatura pode ser utilizada como fonte de informagado sobre o advento de condigdes

adequadas de desova.

2.4.  Banco de Germoplasma

O objetivo da criopreservacao € obter s€men vidvel que mantenha sua fertilidade.
Os parametros qualitativos do sémen “in natura” (motilidade e vigor espermdtico,
tempo de motilidade, morfologia espermatica, concentragdo espermadtica, dentre outros)
que possa ser resfriado ou criopreservado (Billard, 1992; Dreanno et al., 1998; Lee &
Donaldson, 2001) juntamente com aplicagdo correta dos procedimentos de
criopreservacdo (Glogowski et al., 1999) devem ser monitorados de maneira reduzir a
perda de qualidade ap6s o descongelamento. Portanto, Rurangwa et al. (2004) sugerem
que os espermatozoides tenham qualidade, caracteristica necessdria para eficientes
fertilizacOes dos odcitos.

A formacdo do banco de germoplasma permite o armazenamento do s€émen em
nitrogénio liquido a -196°C, mantendo assim, a viabilidade deste por tempo indefinido.
Dessa forma, o s€émen pode ser criopreservado para ser utilizado em reproducdes
futuras, possibilitando reduzir o estoque de machos na piscicultura intensiva,
propiciando a exploracdo mais racional de reprodutores geneticamente selecionados
(Felizardo, 2008).

No tocante a atividade produtiva representada pela piscicultura, hd muitas
vantagens no uso de técnicas de conservacdo de sémen de peixes (Carneiro, 2007). A
crioconservacdo tem contribuido para o desenvolvimento e aplicagdo de métodos de
controle reprodutivo favorecendo uma manipulacao genética, selecao de reprodutores e
reducdo do estoque de machos, uma vez que oferece gametas para indeterminado
periodo de tempo (Senhorini et al., 2006). Além disso, essa técnica facilita um dos
grandes objetivos do piscicultor que € de eliminar individuos inapropriados e praticar a
selecdo genética, combinando as qualidades desejaveis de diferentes variedades de

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

2.4.1. Criopreservacdo de sémen de peixe
O processo de criopreservacdo busca reducdo do metabolismo e a desidratagdo
celular. No entanto, durante esse processo de estabilizacdo (resfriamento) a célula

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

alteracdoes que ocorrem nos espermatozoides quando expostos rapidamente a uma



temperatura inferior a fisioldgica (Graham, 1996). Como consequéncias do choque
térmico nos espermatozoides ocorrem: perda rdpida na motilidade e/ou presenca de
movimento circular ou retrégrado; danos no metabolismo da célula espermatica e nas
membranas plasmadticas (Carneiro et al., 2012; Varela Jr., 2011).

Durante o congelamento do sémen, € importante que haja a remo¢do da maior
parte da dgua intracelular (Watson, 2000), do contrdrio, formam-se grandes cristais de
gelo intracelulares, entre as temperaturas de —5° a —10°C que podem resultar em severos
danos e frequentemente em morte celular. Por outro lado, a desidratagdo celular extrema
também € prejudicial, quando a solucdo crioprotetora com hiperosmolaridade nédo esta
ajustada adequadamente ou quando o tempo de exposi¢cdo € muito alto.

O processo de resfriamento € responsdvel pela mudanca na estrutura
bidimensional dos lipidios componentes da membrana da célula espermaética, estando
associado a mudancgas na sua fluidez (Watson, 1995), reduzindo a longevidade dos
espermatozoides apds o descongelamento (Buhr et al., 1994; Holt, 2000). A severidade
dos efeitos do resfriamento durante o processo de criopreservacdo depende da sua
velocidade e também dos intervalos de temperatura (Watson, 1981).

Para se obter sucesso no processo de congelamento de sémen, € preciso ter
material fresco e de boa qualidade, aliado a uma técnica apropriada de criopreservagao.
E imprescindivel evitar seu contato com a d4gua ou mesmo a urina do peixe durante sua
extracdo, para que nao haja ativacdo (Harvey & Carolsfeld, 1993). Também ¢
indispensavel a utilizacdo de solugdes diluentes com agentes protetores para que nao
ocorram injdrias com os espermatozoides durante o congelamento e descongelamento,
como o rompimento das estruturas celulares. Para que tenha maior protecdo e
prolongamento da viabilidade dos espermatozoides faz-se necessario a utilizacdo
combinada do diluidor com o crioprotetor. Sem estas € praticamente impossivel
alcancar algum sucesso na criopreservacao seminal. Pois, submeter os espermatozoides
a temperaturas abaixo do ponto de congelamento, requer uma solu¢do que ndo permita
que os mesmos iniciem a sua atividade motora, além de ndao provocar sequelas nos
espermatozoides como inchaco de cabeca ou da cauda ou mesmo desidratagdo
(Carneiro, 2007). Logo, as solucdes devem conter pardmetros equivalentes como do
sémen, em especial pH e osmolaridade. Em geral, estas solugdes crioprotetoras devem
conter solutos que permitam manter as células espermadticas protegidas, seja por um
“filme externo” de protecdo, passando por solutos que substituam a dgua intracelular,

até substancias que suplementem os espermatozoides com energia. Na prética, o



desenvolvimento de uma solucdo dessas, para uma determinada espécie de peixe
necessita de ensaios para a avaliacdo dos seus eventuais efeitos toxicos e sua influéncia
sobre a integridade e funcionalidade espermdtica (Ohta & Izawa, 1996).

Segundo Hopkins & Evans (1991), a sensibilidade dos espermatozoides quanto as
mudancas de temperatura se deve a acdo protetora do plasma seminal e a integridade da
membrana espermatica. Esta dltima, relaciona-se tanto com sua composi¢do lipidio-
proteica como de colesterol e fosfolipidios (Darin-Bennett & White, 1977). Alguns
diluentes mantém a viabilidade do sémen a temperatura ambiente, enquanto outros se
refrigeram entre 4 e 5°C para ajudar a controlar o crescimento bacteriano e reduzir a
taxa metabolica das células esperméticas (Hopkins & Evans, 1991).

A criopreservacao de sémen € uma biotécnica, que dentre outras vantagens reduz a
quantidade de reprodutores machos que devam ser estocados (Herman et al., 1994), para
a producdo de alevinos. Outra vantagem atribuida a biotécnica de congelamento de
sémen se refere a montagem e desenvolvimento de um programas de melhoramento
genético. Pois, ndo havendo troca de gametas, poderia ocorrer um processo de
consanguinidade dos individuos, 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 s€émen para um possivel intercAmbio entre
pisciculturas comercias e conservacao do material genético das espécies ameacadas de

extin¢ao (Zhang et al., 2003).

2.4.1.1.  Diluidores e Crioprotetores

Os diluidores s@o solugdes 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 substancias sdo necessdrias na sua
composi¢do como: lipoproteinas 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;
substancias idnicas e ndo idnicas que mantém a osmolaridade; além dos agentes
crioprotetores intracelulares.

A solugdo de criopreservagdo regularmente utilizada para s€émen de peixes de
escamas no Brasil € 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 (proteina), e dois intracelulares, DMSO ou metanol.

Outra solugdo diluidora que passou a ser utilizada e com 6timos 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 conservacao do s€men suino, mas
que para peixes sao 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 formula, componentes que, além de nutrirem células espermdticas e
proporcionarem um microambiente osmoticamente favordvel, protegem a face
intracelular da membrana citoplasmatica durante o congelamento (Murgas et al., 2007).

Os crioprotetores podem ser classificados como intracelulares (permedveis) e
extracelulares (impermedveis), de acordo com o peso molecular e a consequente
propriedade de atravessar ou ndo a membrana celular (Seidel, 1984; Rodrigues, 1992).
Os extracelulares recobrem a superficie celular e estabilizam a membrana, minimizando
e reparando os possiveis danos celulares causados pelo congelamento. Enquanto o
intracelular retira a 4gua da célula e reduz a temperatura na qual o interior da célula é
congelado, impedindo a formacdo de cristais de gelo.

Os crioprotetores intracelulares mais utilizados na criopreservacdo de sémen
animal sdo: glicerol, etilenoglicol, dimetilsuféxido (DMSO) e metanol, sendo estes dois
ultimos mais utilizados em sémen de peixes. J4 os extracelulares, em geral, sdo
moléculas de actcares, como: glicose, sacarose e frutose, além de outras substancias
como proteina derivada de gema de ovo e leite em po.

O uso de solugdes crioprotetoras com baixo peso molecular € uma estratégia que
permite minimizar a toxidez durante a exposicdo da célula espermadtica, reduzindo a
concentracdo do crioprotetor utilizado, prevenindo o inchaco osmoético nos
espermatozoides. Entre os crioprotetores permedveis, 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 dimetilsulféxido (PM:
78,13) e glicerol (PM: 92,10) (Baudot et al., 2000). Alternativas de crioprote¢ao
também propostas na congelacdo do s€men de peixes s@o o uso das amidas, incluindo a
formamida (dimetilformamida - DMF), acetamida (dimetilacetamida - DMA) e
lactamida. Estes tém estruturas que promovem ligacdes de hidrogénio com a molécula

da 4gua e estas ligagdes mudam a orientacdo da molécula da dgua nos cristais de gelo,
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criando um ambiente celular menos nocivo para as células espermdticas (Dalimata &

Graham, 1997).

2.4.1.2.  Dimetilsulfoxido (DMSO)

O DMSO ¢é um dos crioprotetores intracelulares com alto peso molecular
(PM=78,13). Preserva a integridade de proteinas isoladas e das membranas lipidicas
durante o processo de resfriamento e aquecimento (Anchordoguy et al., 1991).

A desvantagem do DMSO ¢ a toxicidade, além da dificuldade de seu emprego, ja
que apresenta a necessidade de preparo da solu¢cdo no momento do uso, em fun¢do de
sua caracteristica higroscodpia, prejudicando sua aplicagdo nos roteiros de
criopreservacao (Werlich et al., 2006). Outros autores observaram que o DMSO € um
dos melhores crioprotetores para espécies de peixes de dgua doce (Bedore, 1999;
Miliorini et al., 2002) e de dgua salgada (Ritar, 1999). Porém, Bedore (1999) relatou
elevada toxicidade para o sémen de peixes, mas que pode ser suprida pela adi¢do de

carboidratos (Leung & Jamielson, 1991).

24.1.3.  Metanol
Segundo Harvey (1993), o metanol € a substancia que mais facilmente permeia a
membrana celular, sendo, entretanto, considerada a substancia mais téxica, exceto para

o s€men de tilapia (Oreochromus niloticus).

2.5. Metodologias utilizadas para a validagdo de resultados
2.5.1. Motilidade, concentragdo e morfologia espermdtica

Motilidade, concentracdo e morfologia espermaticas sdo os parametros classicos
na avaliacdo de amostras de sémen (fresco, resfriado ou congelado). Usualmente, a
motilidade espermdtica € estimada em andlise do sémen entre ldmina e laminula,
enquanto as anormalidades espermadticas sdo avaliadas em esfregacos corados. Ambas
as técnicas sao realizadas sob uso de microscopia 6ptica (Galo et al., 2011; Arruda et

al., 2007).

2.5.2. Integridade de membrana plasmdtica e DNA
Todos os testes laboratoriais de andlise de sémen buscam a predi¢do da
capacidade fertilizante do s€émen (Arruda et al., 2007). Dentre esses exames, a técnica

que utiliza sondas fluorescentes € importante por sua caracteristica de marcar estruturas
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especificas das células e de detectar integridade estrutural ou funcionalidade de forma
clara (Celeghini, 2005).

A avaliacdo das membranas espermadticas € um indicador importante do sucesso
da criopreservagdo, uma vez que sdo extremamente sensiveis as crioinjurias. As
inimeras funcdes da membrana citoplasmdtica estdo relacionadas ao metabolismo
celular e manuten¢cdo da motilidade (Pefia et al., 2005). A integridade da membrana
plasmadtica garante a manuten¢do da homeostase celular, atuando como barreira entre o
meio interno e externo (Amman & Picket, 1987). Em condi¢des de estresse provocado
pela criopreservacdo, as membranas podem sofrer rearranjos, formando pontos
vulneraveis e, com isso, induzir a excessiva permeabilidade ou mesmo rompimento da
membrana (Amann & Graham, 1993). Na membrana espermadtica, esse estresse estd
relacionado a fase de transicao dos lipideos, alterando o estado funcional da membrana
(Holt et al., 1992).

Virias sondas fluorescentes podem ser utilizadas para a avaliacdo da integridade
da membrana plasmadtica espermética, como o brometo de etidio (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
carboxifluoresceina (CFDA) (Harrison & Vickers, 1990; Pefia et al., 1998; Souza,
2001;Valcércel et al., 1994). Todavia, o iodeto de propidio (PI) se destaca em pesquisas
pela sua facilidade de preparacdo e aplicacdo da técnica, estabilidade e efici€éncia na
avaliacdo da integridade da membrana, seja isoladamente ou associada a outro corante
fluorescente para avaliar membrana plasmatica (Arruda et al, 2007). Esta sonda possui
afinidade ao DNA e cora em vermelho o nicleo de células com membrana plasmatica
lesada (Arruda, 2000; Arruda et al., 2003, Arruda et al., 2007). Outras sondas
fluorescentes com especificidade com &cido desoxirribonucleico (DNA) também sao
usadas para determinar a integridade da membrana plasmatica, 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 mitocOndrias nas alteracdes patoldgicas esta se
expandido rapidamente. As disfuncdes desta organela sdo responsaveis por uma grande

variedade de problemas. Os 6rgdos ou células envolvidas nestas sindromes sdo aqueles
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que demandam grande quantidade de energia respiratdria. Alteragdes no funcionamento
da mitocOndria pode ser um fator relacionado a infertilidade. Ela é chave para a
manutencdo energética da motilidade espermdtica, um dos maiores determinantes da
fertilidade do macho (Ruiz-Pesini et al., 1998).

A energia necessdria para motilidade espermdtica € promovida pelas mitocondrias
localizadas na peca intermediaria (Gravance et al., 2000). Estas produzem energia em
forma de adenosina trifosfato (ATP) que é quebrada em moléculas de adenosina
trifosfatase, liberando a energia necessdria para a movimentacdo da cauda (Barth &
Oko, 1989). Assim, qualquer mudanca na fun¢do mitocondrial pode ser refletida na
alteracdo da motilidade espermatica (Gravance et al., 2000).

A motilidade é o critério mais comum de avaliagdo da qualidade espermatica,
mensurando indiretamente a atividade metabdlica e apesar de ser um método simples,
dependente da experiéncia do avaliador. O espermatozoide apresenta movimento
flagelar na presenca de energia derivada da producdo de ATP. Medidas diretas da
funcdo mitocondrial podem ser alternativas uteis para uma avaliacdo mais precisa da
qualidade espermadtica (Carreira, 2008).

Sondas fluorescentes, como a Rhodamina 123, MitoTracker Green, MitoTracker
Red, MitoTracker Orange, MitoTracker Deep Red e JC-1, podem ser utilizadas para
visualizacdo destas organelas. A sonda JC-1 possui baixa toxicidade, boa solubilidade e
caracteristicas fluorescentes apropriadas para deteccdo por sistema de filtros,
comumente usada em microscopia de epifluorescéncia (Smiley et al., 1991).

A energia liberada durante as reacdes de oxidacdo na cadeia respiratoria
mitocondrial € armazenada como um gradiente eletroquimico que consiste de um
potencial elétrico trans-membrana (A ), negativo dentro de cerca de 180-200 mV, e de
um gradiente de préton de uma unidade. Esta energia € capaz de conduzir a sintese de
ATP para ser utilizada como combustivel nos processos celulares. Cations lipofilicos
membrana-permedveis, denominados de sondas, acumulam-se em células vivas,
organelas e lipossomos exibindo um potencial de membrana negativo e sdo utilizados
para decifrar os mecanismos de regulacdo e controle da transdugdo energética. Estas
sondas incluem aquelas que apresentam atividade Optica e fluorescente apds
acumulacdo em sistemas energizados, sondas radio-coradas e sondas nao coradas
utilizadas com eletrodos especificos (Cossarizza et al., 1993).

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

tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1) € utilizada para coloragdo diferencial de
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mitocondrias com alto ou baixo potencial de membrana (Gravance et al., 2000). A
sonda separa duas populagdes por cddigo de cor, mostrando mitocondrias 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 € mais vantajosa do
que as Rodaminas e Carbocianinas, € capaz de se ligar seletivamente a mitocondria e as
mudancas de coloragdo sdo reversiveis, do verde ao alaranjado de acordo com o
aumento do potencial de membrana acima de valores de 80 a 100 mV. Esta propriedade
¢ reversivel pela formacdo de agregados na membrana polarizada que causam a
mudanga da emissdo de luz de 530 nm (emissdo das formas monoméricas de JC-1) para
590 nm (emissdao dos J-agregados), quando excitados a 490 nm. Assim, quando a
coloragcdo passa de verde para laranja a membrana mitocondrial estd mais polarizada
(Cossarizza et al.,1993; Gravance et al., 2000; Cossariza, 2007). Troiano et al., (1998)
observaram correlagdo significativa entre potencial mitocondrial e motilidade, assim
como entre potencial mitocondrial e degeneracdo da cromatina.

Cabe ressaltar que o nimero de mitocondrias nos espermatozoides de peixes varia
entre as espécies (2 a 9 mitocOndrias por espermatozoide), € se apresentam
frequentemente em forma de colar, sendo que esta caracteristica estd fortemente

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

2.5.4. Proteinas do plasma seminal

A qualidade do sémen é determinante para o sucesso do processo reprodutivo,
especialmente aquele em que os espermatozoides sofreram alteracdes fisicas pelo
resfriamento. Os estudos realizados com sémen de peixes tém demonstrado variacdes
individuais nos parametros, tais como: motilidade espermadtica e capacidade para
fertilizar e ser armazenado. Além disso, os indices espermdticos podem variar entre
machos ou mesmo no proprio individuo (Rana, 1995). O efeito individual do macho € o
fator com maior influéncia sobre a variagdo na eficiéncia do congelamento de sémen
(Roca et al., 2006). Torna-se importante estudar técnicas que identifiquem varia¢des na
resposta ao congelamento entre diferentes machos e que permitam desenvolver testes
para detectar o seu potencial de congelabilidade.

Nesse contexto, a composi¢do proteica do plasma seminal deve ser considerada
como um fator importante a influenciar a fertilidade masculina (Autiero et al., 1991;
Strzeyek et al., 2002). Em tilapias (Oreochromis niloticus) foi identificado uma

glicoproteina 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 proteinas poderdo se constituir em marcadores bioquimicos que
permitam identificar individuos com maior ou menor potencial de fertilidade e
congelabilidade do s€men (Autiero et al., 1991; Strzeyek et al., 2002; Jobim et al., 2004;
Zilli et al., 2005; Asadpour et al., 2007).

O sémen é composto pelo plasma seminal e pelos espermatozoides. Entretanto, a
concentracdo dos componentes do plasma seminal pode variar de individuo para
individuo, dentro de uma espécie. Cabe destacar, que sua func¢do € prover um 6&timo
ambiente para o armazenamento dos espermatozoides dentro e fora dos testiculos
(Ciereszko et al., 2000). O plasma seminal, na maioria dos teledsteos, € um produto
sintetizado nos testiculos e nos ductos espermadticos (Lahnsteiner et al., 1994),
considerando que muitas espécies nao apresentam glandulas acessérias. Alguns
componentes do plasma seminal ndo sdo secretados, mas sim podem ser originados de
células espermaticas em decomposi¢do (Ciereszko et al., 2000).

O plasma seminal de peixes teledsteos tem grande importancia na fisiologia
espermatica. Sua composicdo mineral inibe a motilidade espermética dentro dos ductos
espermadticos e provéem um meio isotdnico e equilibrado para os espermatozoides
(Morisawa e Suzuki, 1980; Cosson et al., 1999), além de monossacarideos e lipidios
para recursos energéticos dos espermatozoides. De acordo com Loir et al., (1990), o
constituinte organico em maior abundancia no fluido seminal de peixes teledsteos sdo as
proteinas. Estudos recentes demonstram a importincia das proteinas do plasma para os
espermatozoides, como em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), em que o0s
espermatozoides foram armazenados em solugdo salina semelhante a composi¢ao do
fluido seminal. Ainda, as taxas de motilidade e velocidade natatéria, que poderiam ser
ativadas, aumentaram quando a solucdo de armazenamento continha proteinas do
plasma seminal, indicando que estas estabilizam e viabilizam os espermatozoides
(Lahnsteiner et al., 2004).

Alguns grupos de polipeptideos podem ser distinguidos no liquido seminal de
peixes como as lipoproteinas (Loir et al., 1990), as antiproteinases (Ciereszko et al.,
2000) entre outras proteinas ainda ndo bem descritas. Seis lipoproteinas foram
identificadas no plasma seminal de trutas O. mykiss. Estas proteinas foram inicialmente
identificadas como sendo lipoproteinas de alta densidade (HDL). A importancia destas
lipoproteinas pode ser associada a interacdo com a membrana plasmatica dos

espermatozoides para manter a composicao lipidica ideal durante 0 armazenamento nos
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ductos espermaticos (Wojtczak et al., 2005). A atividade de antiproteinases foi descrita
no plasma seminal de muitas espécies de peixes teledsteos (Dabrowski & Ciereszko,
1994; Ciereszko et al., 1998, 2000). A principal funcdo das antiproteinases no plasma
seminal de peixes estd associada a protecao do espermatozoide do ataque proteolitico
(Kowalski et al., 2003).

Diversos autores procuraram marcadores bioquimicos para a fertilidade ou
infertilidade em machos de vdrias espécies, pelas técnicas de eletroforese uni ou bi-
dimensional, tanto no plasma como na membrana dos espermatozoides (Romito, 2003).
Marcadores bioquimicos de plasma seminal sdo também sugeridos por diversos autores
para identificar animais superiores ou inferiores quanto ao seu potencial de fertilidade e
diferenciar graus de congelabilidade do sémen. Alguns autores jd correlacionaram as
proteinas presentes no plasma seminal com grau de congelabilidade do sémen de
diversas espécies, como bufalos (Dhami et al., 1986), galos (Bentley et al., 1984),
bovinos (Pangawkar et al., 1988) e suinos (Corcini, 2008).

Os procedimentos de criopreservacdo de gametas de peixes causam injdrias
irrepardveis a estas células, tornando-as muitas vezes incapazes de desempenhar suas
funcdes. O congelamento pode causar dano tanto em proteinas dos espermatozoides
quanto nas proteinas presentes plasma seminal, tornando, muitas vezes, a célula incapaz
ou com reduzida capacidade de fertilizacdo (Zilli et al., 2005).

De forma interessante, parametros bioquimicos comuns a peixes e mamiferos
providenciam evidéncias para o uso do sémen de peixes como modelo para pesquisa
biomédica (Coward et al., 2002). Em outro caminho, com os avangos nos estudos de
protedmica do sémen de peixes, marcadores bioquimicos de congelabilidade dos
espermatozoides podem ser descobertos, fornecendo subsidios para a formacdo de
bancos de germoplasma de espécies em extingao.

Na avaliagdo das proteinas presentes no plasma seminal (PSP) pela técnica de
eletroforese unidimensional, as proteinas sdo separadas pelo seu ponto isoelétrico,
enquanto, na avaliacdo pela técnica de eletroforese bidimensional, as proteinas sao
separadas pela sua massa molecular. Portanto, a técnica bidimensional possui a
vantagem de separar proteinas em maior quantidade e com uma alta resolugdo,
facilitando a identificacdo de potenciais marcadores ligados a fertilidade e
congelabilidade de sémen 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 suinos (Strzezek 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 estacdo reprodutiva,
caracterizando os parametros quali-quantitativos de seus gametas. Além de congelar o
sémen e avaliar a intera¢do do contetido proteico do s€men de C. macropomum com 0s
parametros quali-quantitativos do sémen congelado com DMSO, visando a
identificacdo de marcadores bioquimicos (proteinas) em condi¢cdes de predizer o

potencial de congelabilidade do s€émen.



CAPITULO II

Avaliacao espermatica de tambaqui (Colossoma

macropomum) ao longo da estacao reprodutiva

(Trabalho nas normas da Revista Neotropical Ichthyology)
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Avaliacao espermatica de tambaqui (Colossoma macropomum) ao longo da

estacio reprodutiva

PALAVRAS-CHAVE: characidae, espermatozoides, fatores abidticos, periodo

reprodutivo

ABSTRACT: The study was carried out to analyze the reproductive behavior of the
Colossoma macropomum, species on quality of their male gametes throughout the
reproductive station, in order to determine the best time to accomplish the reproduction.
23 males of C. macropomum were used in the reproductive station of 2009-2010. The
male gametes were collected for the quantitative and qualitative analyses along the
reproductive station, with collections every 15+5 days. The semen was picked in
syringes being appraised the following parameters: volume; progressive motility; sperm
vigor; time mobility; spermatic concentration and sperm morphology. It was not
verified (P>0.05) a period effect inside the station for semen volume, sperm vigor, time
motility, sperm concentration, fertilization rate and hatching. When the progressive
motility was evaluated among the collection periods, the effect (P <0.05) found was of
quadratic behavior. With relationship to the sperm morphology of the semen,
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 of eggs presented effect (P <0.05) inside the period,
however with negative lineal behavior for hatching rate and quadratic for fertilization
rate. The qualitative parameters of the semen of C. macropomum suffer alterations of
their values during the reproductive period. The best time to perform the reproduction of
C. macropomum, are the first two months of the spermiation period (November and

December), which showed superior in sperm parameters.

RESUMO: O presente estudo foi conduzido com o objetivo de analisar o
comportamento reprodutivo da espécie Colossoma macropomum, quanto a qualidade de
seus gametas masculinos ao longo da estac@o reprodutiva, a fim de se estimar a melhor
época para realizar a reproducdo. Utilizaram 23 machos de C. macropomum na estagao
reprodutiva de 2009-2010. Os gametas masculinos foram coletados para as andlises
quantitativas e qualitativas ao longo da estacdo reprodutiva, com coletas a cada 15+5

dias. O sémen foi colhido em seringas sendo avaliados os seguintes parametros:
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volume; motilidade progressiva; vigor espermético; tempo de motilidade; concentracdao
espermatica, morfologia espermdtica, taxa de fertilizacdo e eclosdo. Nao foi verificado
(P>0,05) efeito de periodo dentro da estagdo para volume do s€men, vigor espermatico,
tempo de motilidade e concentracdo espermdtica. Quando se avaliou a motilidade
progressiva entre os periodos de coleta, o efeito (P<0,05) encontrado foi de
comportamento quadratico. Quanto a morfologia espermdtica do sémen, verificaram
diferencas (P<0,05) na probabilidade de ocorréncias de espermatozoides normais,
anormalidades primdrias e secunddrias em funcdo do periodo de coleta. A taxa de
fertilizacdo e eclosdo de ovos apresentaram efeito (P<0,05) dentro do periodo, porém
com comportamento linear negativo para a taxa de eclosdo e quadratico para o taxa de
fertilizacdo. Os parametros qualitativos do s€émen de C. macropomum sofrem alteracdes
de seus valores durante o periodo reprodutivo. O melhor momento para realizar a
reproducdo do C. macropomum sao os primeiros dois meses do periodo de espermiacao

(novembro e dezembro), que apresentaram qualidade superior nos parametros

espermaticos.

INTRODUCAO

Dentre os grupos de espécies cultivadas no Brasil, os Characiformes apresentam
destaque, por causa da textura e sabor de sua carne e o bom rendimento de carcagca. O
tambaqui Colossoma macropomum é a espécie endémica mais produzida no Brasil
(Borghetti et al., 2003). Hoje a espécie € a principal em importancia comercial da
Amazonia, sendo uma das criagdes mais presentes em todo o estado brasileiro (MPA,
2012).

O uso de gametas com bons indices espermaticos quali-quantitativos de
reprodutores de peixes € de grande importancia para assegurar a producdo de
descendentes “de qualidade” para aquicultura (Bromage e Roberts, 1995). De acordo
com Beirdo et al. (2009) a qualidade espermadtica parece ser uma das razdes para a
ineficiéncia na reproducdo, em cativeiro, de algumas espécies de peixes. Em cultivo
comercial, a qualidade e quantidade do sémen é frequentemente inadequada e nem
sempre possui capacidade fecundante no processo de inseminagdo artificial comumente
utilizado nas espécies aqudticas (Rurangwa et al., 2004).

Existem poucos estudos que informam sobre o desempenho reprodutivo,
producdo de sémen e a qualidade dos gametas em cativeiro durante o periodo

reprodutivo (Murgas et al., 2012; Streit Jr. et al., 2008). De todo modo, mudancas nas
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caracteristicas de qualidade do sémen podem ocorrer durante o periodo reprodutivo
(Fauvel et al., 1999) e o estresse ocasionado em peixes em cativeiro podem representar
um efeito negativo na funcdo reprodutiva e qualidade dos gametas (Papadaki et al.,
2008). Avaliando a qualidade do sémen de Hippoglossus hippoglossus e Mastacembelus
mastacembelus ao longo do periodo reprodutivo, Babiak et al., (2006) e Sahinoz et al.,
(2007), relataram que o s€émen perde em qualidade no final da estacdo. As alteracdes
resultam na reducao da capacidade de fertilizacao, observando aumento da concentra¢io
espermatica correlacionada negativamente com a reducdo da motilidade progressiva
(Babiak et al., 2006). Além disto, os autores observaram deterioragdo morfoldgica do
espermatozoide, incluindo a peca intermedidria, especificamente no final da estacdo
reprodutiva.

O estudo foi realizado para analisar o desempenho reprodutivo do C. macropomum
em cativeiro, quanto a qualidade de seus gametas masculinos ao longo da estacdo

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

MATERIAL E METODOS
Local

O projeto foi executado em uma piscicultura comercial localizada em Pimenta
Bueno, Rondo6nia-Brasil (11°41'46 0,95 "S e 61°13'47 .50" O), pelos Grupos de
Pesquisa: PeixeGen da Universidade Estadual de Maringd (UEM) e Aquam da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), durante a estacdo reprodutiva do
C. macropomum, no inicio de novembro (2009) a final de janeiro de 2010 (90 dias).

Os dados de temperatura do ar e indice pluviométricos (precipitacdo) foram
coletados da estagdo metereologica Cacoal-CPTEC (latitude -11.48 e longitude -61.37),
da cidade de Cacoal — Ronddnia, localizada préxima da propriedade em que se realizou
o estudo, a fim de se observar a influéncia dos fatores abidticos nos parametros

espermaticos.

Animais e experimento

Utilizaram 23 machos adultos de C. macropomum (7.4 1,5 kg e 5+2 anos) que
representavam 30,3% do plantel de reprodutores da piscicultura. Os peixes foram
mantidos em dois viveiros de 2.000m?, com temperatura média de 28+2° C e 6 mg/l de

oxigénio dissolvido, recebendo uma dieta comercial com proteina bruta de 36% e 2.900
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kcal de energia digestivel/kg de racdo, que foi equivalente a 1% do peso vivo total de
todos os peixes, trés vezes por semana.

Todos os animais foram marcados com “transponders” abaixo da nadadeira dorsal
para identificacio dos mesmos. Os reprodutores foram selecionados segundo as
caracteristicas reprodutivas secunddrias de peixes migradores; liberacdo de s€émen com
uma leve compressdo no abdomen. Em seguida submetidos a aplicacdes hormonais com
2,5 mg/Kg do peso vivo, em dose Unica, de extrato de hipdfise de carpa, intramuscular,
entre a nadadeira dorsal e a linha lateral.

Os gametas masculinos foram coletados para as andlises quali-quantitativas ao
longo da estac@o reprodutiva, com um intervalo de 15+5 dias, sendo: periodo (1) —
inicio 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). Foram utilizados
quatro machos no periodo 1 (7,8 1,3 kg e 5+2 anos), sete machos no periodo 2 (7,2
+1,5 kg e 5£2 anos), quatro machos no periodo 3 (6,3 £0,1 kg e 5+2 anos), quatro
machos no periodo 4(8,9 +2,5 kg e 5+2 anos) e quatro machos no periodo 5 (6,6 £0,5

kg e 5+2 anos).

Colheita e Andlise de Sémen

O sémen liberado foi colhido em seringas de 10 mL junto ao orificio urogenital
(Billard et al., 1995), sendo avaliados os seguintes parametros: volume; motilidade
progressiva; vigor espermdtico; tempo de motilidade; concentracdio e morfologia
espermatica. As metodologias descritas a seguir foram realizadas conforme Galo et al.
(2011).

Motilidade e vigor espermdtico: diluiu-se 20 uL de s€émen em 400 puL de 4dgua
destilada em uma lamina de microscopia Otica, cobrindo com uma laminula e
imediatamente avaliando em microscépio 6ptico (40X), ambas as varidveis. Escorre de
0 a 100% para motilidade e de 0 a 5 pontos para o vigor espermético.

Tempo de motilidade: um crondmetro foi acionado quando se colocou 20 uL de
sémen em contato com 400 uL de 4dgua destilada em uma lamina de microscopia ética.
Marcando o tempo decorrido até que o ultimo espermatozoide parou de se mover no
campo 6tico (40X).

Apd6s a dilui¢do de 1:1000, s€émen:formol-salina tamponada, homogenizou-se a
solucdo preenchendo por capilaridade a camara de Neubauer, contando, em seguida, os

espermatozoides para registro da concentracdo espermdtica. A partir da diluicdo,
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extensoes foram produzidas e coradas pelo método de Rosa de Bengala (Streit Jr. et al.,
2004), contando 100 espermatozoides/extensdo/animal em microscopio 6ptico (40X).
Anormalidades consideradas primdrias foram: cauda quebrada, enrolada e degenerada; e

as anormalidades secunddrias: cabega solta, cauda dobrada e solta.

Taxa de Fertilizacdo

Para avaliar a capacidade fecundante dos espermatozoides durante a estacdo
reprodutiva, utilizaram trés fémeas de C. macropomum, para cada periodo, com
caracteristicas reprodutivas secunddrias para peixes reofilicos; abdomen abaulado e
macio, além do orificio urogenital avermelhado. As fémeas foram submetidas a indugdo
hormonal intramuscular de 5,5 mg/Kg do peso vivo de extrato de hipofise de carpa,
sendo dividido em duas fra¢des, 10% na primeira aplicacao e o restante 12 horas apds a
primeira.

Ap6s a fertilizagdo, os ovos foram depositados em incubadoras de 60 litros,
individualizadas para cada macho, e decorridos seis horas de incubag¢do (Temperatura
de 28 + 1°C), estimou-se a taxa de fertilizacdo. Uma aliquota de cada incubadora foi
retirada e se colocou em uma placa de petri para contagem dos ovos vidveis. Esta
operacdo foi realizada trés vezes, contabilizando, em média, 100 ovos por amostra. Da
soma das amostras, calculando a média e obtendo a taxa de fertilizacao.

Para a contabiliza¢do da taxa de eclosdo, transferiu-se 100 embrides vidveis de
cada uma das incubadoras de 60 litros para incubadoras de 3,0 litros. Apds cinco horas,
todas as larvas e ovos gorados foram retirados e contabilizados para determinar o
percentual, classificando em: larvas normais (movimentagao regular); larvas defeituosas
(ndo apresentaram movimentagdo vigorosa ao se deslocar ou deformidade na
notocorda); larvas mortas (larvas eclodidas, mas que estavam mortas no momento da

contagem) e ovos gorados.

Microscopia Eletronica de Varredura

Dez pL de sémen “in natura” foram fixados em 990 uL em solucdo de
Glutaraldeido 2,5%, com tampéo cacodilato 0,1M em pH 7,2 e refrigerados a 5°C até o
momento da desidratacio (processamento das amostras). Em seguida as amostras foram
centrifugadas em 10.000 rpm/3 minutos e lavadas com tampao cacodilato trés vezes. A
desidratacdo ocorreu em séries crescentes de dlcool, passando por concentragdes de 50,

70, 80, 90 e 95%/10 minutos em cada etapa e trés banhos em alcool 100%/10 minutos
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em cada exposicdo. As amostras foram fixadas com L-polisina em laminulas, e a
secagem foi obtida em aparelho de Ponto Critico BAL-TEC CPD 030 (Critical Point

Dryer), utilizando CO2 liquido. Os fragmentos contendo as amostras de sémen foram

montados em bases metdlicas de aluminio (stubs) e em seguida metalizadas com ions
ouro-palddio em Metalizador Shimadzu IC-50 Ion Coater. Nos procedimentos de
microscopia eletronica, o material foi examinado e eletromicrografado em microscopio

eletronico de varredura Shimadzu SS-550 Superscan — (Scanning Electron Microscope).

Andlise estatistica

Foram ajustadas curvas de regressio para descrever o comportamento das
varidveis em funcdo dos meses. Previamente a estimacdo das equacdes de regressao,
testou-se a normalidade dos dados. Assim as andlises estatisticas para o volume, vigor e
motilidade espermatica, os modelos de regressao foram estimados pela metodologia de
modelos lineares generalizados, considerando a distribui¢do gamma e funcdo de ligacdo
reciproca. Para tempo de motilidade e concentragdo espermdtica, nas andlises
realizadas, considerando que as varidveis apresentavam distribui¢ao normal.

Para estimar o comportamento das probabilidades de ocorréncias de
espermatozoides normais, com anormalidades primdrias e os respectivos complementos,
em funcdo dos meses do ano, foi utilizada a metodologia de modelos lineares
generalizados, considerando que estas varidveis apresentavam distribuicdo binomial,
resultando em regressdes logisticas das diferentes probabilidades de ocorréncias em
funcdo dos meses dentro do ano.

Nas andlises estatisticas, utilizou-se o Proc Genmod do sistema computacional
SAS versao 9.0 (2002) as diferentes abordagens foram realizadas a partir de
consideragdo das diferentes distribuicdes para as varidveis, conforme citado
anteriormente.

Indice de correlagdo de Pearson entre a taxa de fertilizacio e eclosdo dos ovos
fertilizados com sémen de C. macropomum ao longo da estagdo reprodutiva foi

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

RESULTADOS
As temperaturas médias do ar foram de 25,5°C no més de novembro, 26,7°C em

dezembro e 27,1°C em janeiro. Ja os indices pluviométricos (precipitacdes) foram de
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T°C Média do Ar — 2009/2010 Precipitacio (mm) — 2009/2010

30,07

251,7 mm em novembro, de 313,4 mm em dezembro e 450,4 mm em janeiro (Fig. 1).
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Fig. 1. Variacdao mensal da média da temperatura do ar (C) e precipitacdo (mm) da
cidade de Pimenta Bueno - Rondonia (Fonte:
http://www.agritempo.gov.br/agroclima/pesquisaWeb).

Motilidade, vigor, tempo de motilidade, volume e concentracdo espermdtica
Nao foi verificado (P>0,05) efeito de periodo (inicio, meio e fim) dentro da
estacdo reprodutiva para volume do sémen, vigor espermdtico, tempo de motilidade e

concentracao espermadtica (Tabela 1).

Tabela 1. Média e desvio padrao dos parametros quali-quantitativos do sémen de
Colossoma macropomum durante a estacdo reprodutiva de 2009-2010.

Estacdo Reprodutiva

Parametros Seminais

(2009/2010)
Volume do sémen (mL) 3,71+1,74
Vigor espermatico (pontos) 4,82+0,38
Tempo de motilidade (segundos) 41,40+9,68
Concentragdo espermatica (espermatozoides/mL) 8,67x10°+485,45

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

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

Morfologia espermadtica
Quanto a morfologia espermética do s€men, verificaram diferencas significativas
(P<0,05) na probabilidade de ocorréncias de espermatozoides normais, anormalidades

primdrias e secundarias em funcdo do periodo de coleta (Figs. 2b;2c e 3).
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Comportamento da motilidade Progressiva des
espermatozdides (%) de Colossoma macropomum ao longo
da estagfio reprodutiva. (Equasdo da retar v = 17 (0,0142-
0,0022%mes + 0,003%mes?),

Probabilidade de espermatczdides normats no sémen de
Colossoma macropemur: ao longo da estagdo reprodutiva
Equagie  da  retar y=EXP(-0,6-1,0997+0,9212%mes-
0,1689%mes2) 1+E X P( -0,6-1,0997+4+0,9912%més -
0,1689%mgs?).
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1 2 3 4 3
Periodo Reprodutive

Probabilidade de anormalidades priménas e secundénas no
sémen de Colossoma macropomum ao longo da estagho
reprodutiva Equagdes das retas = y=EXP(0,06185+1,7553-
04758 *(més) + 0,0974 *(mes?) / (1+EXP(0,06185+1,7553-
0,4758*(mes)3+0,0974%(mEs2).

Fig. 2. Comportamento dos parametros espermaticos de Colossoma macropomum ao
longo da estacdo reprodutiva. A- Motilidade progressiva; B- Probabilidade
de espermatozoides normais; C- Probabilidade de anormalidades primérias
e secunddrias. Periodo (1) — inicio 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).
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Fig. 3. Tlustragdes de morfologias obtidas por microscopia eletronica de varredura de
espermatozoides de Colossoma macropomum ao longo da estacdo
reprodutiva 2009-2010. (A) normal; (B) cauda enrolada na parte final; (C)
cauda dobrada; (D) cauda dobrada na parte final; (E) cauda quebrada; (F)
cauda e cabeca solta.

Taxa de Fertilizacdo, eclosdo e morfologia das larvas

Para a taxa de fertilizacdo e eclosdo o efeito verificado foi significativo (P<0,05)
dentro do periodo (Fig. 4a), porém com comportamento linear negativo para a taxa de
eclos@o e quadrética para a taxa de fertilizacao.

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

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

248  4b) ao longo do periodo.
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daestacio reprodutiva. Equacdes das ratas. Taxa Fertilizacho.  retas: Larvas normais: v=45 39+40.852%(m 2)-9.092%(més):
y=42 32445 228%(mes -3, 544 *(m#s?), Taxa Eclosio:  Larvas defeituozas: y=-<4,22-3,75%mes), Larvas rmortas:
250 y=105,31-2 36%(mes). v=a,3¢, Oves gorados »=697)
251  Fig. 4. Comportamento da taxa de fertilizacdo, eclosdo (A) e morfologia das larvas (B)
252 no sémen de Colossoma macropomum ao longo da estagdo reprodutiva.
253 Periodo (1) — inicio de novembro (09/11); (2) — final de novembro (25/11);
254 (3) — meados de dezembro (14/12); (4) — inicio de janeiro (03/01), e (5) —
255 final de janeiro (22/01).
256
257 Os parametros seminais tiveram influéncia (P<0,05) na taxa de fertilizacado, fato

258  que ndo ocorreu com a taxa de eclosdo. De todo modo, a correlacdo foi positiva entre a
259  taxa de fertilizacdo e de eclosdo (r2 = 0,5906; p = 0,0001). O comportamento da taxa de
260 fertilizacdo foi obtido pela seguinte equacdo: Fertilizacdo= 71,3575 + 71,8662(TA) —
261 92,181(TAXTN) — 18,9193(volume) + 33,83(TNXvolume), com um R*=77%. Em que
262 TA= nuimero de espermatozoides normais/anormalidades totais; TN= numero de
263  anormalidades secundarias/anormalidades primarias. De modo que um aumento de TA
264  (maior numero de espermatozoides normais) observa-se um aumento da taxa de
265 fertilizagdo, porém uma redug@o do volume de semen. (Fig. 5).
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Fig. 5. Indice de correlacio entre a taxa de fertilizacdo e eclosio dos odcitos fertilizados
com sémen de Colossoma macropomum ao longo da estac@o reprodutiva.

DISCUSSAO

Parametros quali-quantitativos do sémen, taxa de fertilizagcdo, eclosdo e morfologia das

larvas
A variacdo nos valores dos parametros seminais do C. macropomum, qualitativo e
quantitativo, era de certo modo esperado, e com algumas excecdes no inicio do periodo

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

reprodutivo) (Fig. 6).
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Fig. 6. Representacdo hipotética, a partir dos resultados obtidos, na variacdo das
caracteristicas quali-quantitativas do sémen de Colossoma macropomum
durante o periodo reprodutivo da espécie de 2009/2010. Periodo (1) — inicio
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). Adaptado de Babiak et al. (2006) com os dados para C.
macropomum.

Em um modelo cldssico esperado para o comportamento da motilidade

espermatica durante o ciclo reprodutivo, € que a mesma aumente os valores absolutos
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até certo periodo e posteriormente reduza, como observou Rainis et al. (2003) em
Dicentrarchus labrax, ressaltado por Nynca et al. (2012) observado em Oncorhynchus
mykiss. O comportamento quadritico negativo supracitado também foi observado no
presente trabalho, atingindo o seu ponto maximo no terco final do periodo, de acordo
com a equacdo da reta sugerida. Se por um lado, no final do periodo reprodutivo, a
queda na motilidade progressiva pode estar relacionada com a deterioracio espermaética,
o indice mais baixo no inicio do periodo nao € claro. Pode estar relacionado com a baixa
concentracdo de hormdnio circulante para maturacdo espermadtica ou mesmo a baixa
quantidade de espermdtides primdrias e secunddrias que ddo origem aos
espermatozoides. Por outro lado, este fato ndo ficou claro neste estudo, por ndo ter
ocorrido varia¢ao na concentracio espermatica em todo periodo reprodutivo.

Em geral, em peixes, as células germinativas passam rapidamente pelas fases
espermiogénica e meidtica, tornando muito rapido o tempo necessdrio para se produzir
um espermatozoide (Nébrega et al., 2009). Desta forma, nas espécies migradoras como
o C. macropomum, 0s espermatozoides permanecem por longos periodos estocados no
interior das gonadas, uma vez que os mesmos comecam a ser produzidos ainda nos
meses de inverno (Grier e Taylor, 1998; Brown-Peterson et al., 2002; Batlouni et al.,
2006) para serem liberados apenas no fim do ano, no curto periodo de desova. Desta
forma € razoavel supor que as condi¢des de manejo aplicadas aos reprodutores ao longo
do ano (densidade de estocagem, nutricdo, vazdo, temperatura, niveis de oxigénio
dissolvido, e outros), além dos parametros abidticos (temperatura, indice
pluviométricos, luminosidade, e outros) também devem interferir na qualidade do
sémen e dos espermatozoides (volume do s€émen, concentracdo espermatica, taxas de
sobrevivéncia, anormalidades, e outros), e consequentemente na sua capacidade de
fertilizar os odcitos, principalmente com relacio aos espermatozoides estocados ha mais
tempo nas gonadas (Souza, 2011).

A partir do conceito de recrutamento das células germinais, formacao, estocagem
e posterior liberacdo dos espermatozoides, os fendmenos observados nos parametros
seminais do C. macropomum, podem ser explicados com maior légica. Pois, a
coincidéncia do comportamento quadritico negativo da motilidade espermética e do
percentual de espermatozoides normais, contrdrio a incidéncia de anormalidades
primdrias (quadrdtico positivo), € uma indicagdo segura do envelhecimento dos
espermatozoides no final da estagdo reprodutiva. Esta observacdo ¢ documentada por

inimeros autores, (Billard et al., 1997; Dreanno et al., 1999) para Dicentrarchus labrax;
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Mylonas et al. (2003) para Pagrus pagrus e Babiak et al., (2006) para Hippoglossus
hippoglossus, que ainda relacionam as alteragdes morfolégicas a mudangas bioquimicas
que resultam em baixa qualidade espermatica em termos de parametros quantitativos e
capacidade fertilizacdo. A observagdao de Suquet et al. (1998) reforca a observagao
quanto ao resultado do processo de envelhecimento, que conduz a deterioragdo na
morfologia espermdtica dos espermatozoides, inclusive na regido da pec¢a intermedidria.

Muito embora a motilidade progressiva, sempre foi relacionada como um fator
preponderante para a qualidade seminal, os resultados obtidos com C. macropomum,
reafirmam a ideia da prevaléncia das alteracdes morfologicas como decisivo, em funcdo
do “envelhecimento” do espermatozoide e, por isso ird resultar em baixa motilidade.
Neste sentido € pertinente a observacdo de Babiak et al. (2006) sobre o envelhecimento
dos espermatozoides de H. hippoglossus, resultarem em decomposicdo fisica,
observando caudas soltas e cabecgas destruidas, no final da estacdo reprodutiva. A regido
da cabeca dos espermatozoides de turbot (Scophthalmus maximus) também foi a que
mais sofreu alteragdes morfoldgicas nos espermatozoides envelhecidos, incluindo a
condensacdo da cromatina (Suquet et al., 1998). Os mesmos autores citam que as
mudancas observadas nos parametros quantitativos do sémen, durante a estacdo
reprodutiva podem ser o reflexo do intensivo resultado dos trés processos envolvidos
dentro da formacdo do sémen: espermiogénese, hidratacdo e decomposi¢do celular.
Além disso, a sobrevivéncia dos embrides reduz significativamente, indicando que os
processos de envelhecimento dos espermatozoides reduzem a capacidade para formacao
do zigoto. Este fato foi evidenciado neste estudo, que se observou redu¢do da taxa de
fertilizacao, eclosdo e porcentagem de larvas normais, juntamente com um aumento de
larvas deformadas.

A influéncia dos parametros seminais, principalmente da morfologia espermatica
na taxa de fertilizacdo foi evidenciada neste estudo, assim como observado por Galo
(2009) para P. mesopotamicus. Apesar dos pardmetros seminais niao apresentarem
influéncia na taxa de eclosdo, notou-se uma forte correlacao (r2 = 0,5906; p = 0,0001)
entre as taxas (fertilizagcdo e eclosio). Fato que confirma a observagao de Varela Junior
(2011), que as taxas de fertilizacdo e eclosdo do sémen de C. macropomum estavam
altamente correlacionadas (r = 0,87; p<0,01) em seu estudo. O mesmo autor cita que
para estimar a qualidade espermdtica in vivo de C. macropomum apds o0
descongelamento é necessario apenas uma destas avaliacdes. Rizzo et al. (2003)

observaram em Prochilodus marggravii, uma correlagdo negativa (r= -0,82) entre taxa
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de fertilizacdo e a porcentagem de larvas deformadas, ocorrendo durante o
armazenamento “in situ” (26°C). Ja Springate et al. (1984) observaram uma alta
correlagdo entre a taxa de fertilidade e a porcentagem de larvas deformadas, que de
acordo com estes autores, pode ser suficiente para indicar o desempenho subsequente

dos embrides e larvas, através da taxa de fertilizagao.

Influéncia dos fatores abioticos no periodo reprodutivo

O processo reprodutivo em peixes depende da interagdo de fatores endégenos
(hormonios) e exdgenos, tais como temperatura, precipitacdo, fotoperiodo, nivel da
coluna d’4agua, dentre outros. Trabalhos recentes sobre influéncia de fatores abidticos na
fisiologia reprodutiva de peixes indicam que dificilmente um unico fator interfere na
complexidade do processo reprodutivo (Barbieri et al., 2000). O papel de fatores
ambientais na sincronizacdo dos ciclos reprodutivos, dando énfase a influéncia do
fotoperiodo e temperatura da 4gua neste processo, foi discutido por Bye (1984).
Segundo este autor, os peixes que vivem fora dos trépicos, apresentam ciclos, de tal
forma que larvas e jovens s@o produzidos quando as condi¢des ambientais sao
favoraveis a sobrevivéncia.

Neste estudo, a motilidade espermética se comportou da mesma maneira quanto a
temperatura (°C) e precipita¢io (mm) durante a estacdo reprodutiva. Barbieri et al.
(2000) estudando a influéncia dos fatores na reproducdo do Salminus maxillosus e
Prochilodus lineatus na natureza, verificaram que as variacoes da relacdo
gonodossomdtica e das frequéncias absolutas dos estddios de maturagdo gonadal
seguem variacOoes das temperaturas da 4gua e do ar, precipitagdo atmosférica e
fotoperiodo. O mesmo comportamento foi observado por Vazzoler et al. (1997) para
peixes dominantes na planicie de inundacdo do alto Rio Parand. Segundo Lowe-
McConnell (1975) os teledsteos de regides tropicais e subtropicais possuem uma estreita
relacdo entre o periodo reprodutivo e as estagdes chuvosas.

Querol et al. (2004), pesquisando os fatores abidticos na dinamica da reproducao
do cascudo viola Loricariichthys platymetopon, encontraram maior indice
gonadossomdtico para machos nos meses de novembro e dezembro, coincidindo com o
periodo de elevacdo da temperatura. No presente estudo, ndo se avaliou o indice
gonadossomadticos, porque os reprodutores eram de uma propriedade particular, e
sacrificd-los ndo era possivel. Porém, analisaram os parametros quali-quantitativos do

sémen, observando melhor taxa de motilidade espermatica e porcentagem de
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espermatozoides normais durante o periodo crescente de temperatura e indice
pluviométrico (dezembro e janeiro), coincidindo com o mesmo periodo dos melhores
indice gonadossomadticos do L. platymetopon (Querol et al., 2004) e S. maxillosus
(Barbieri et al., 2000). Ainda, Querol et al. (2002), estudando L. platymetopon e Melo et
al. (1995) com L. anus observaram que de modo geral, as condi¢Oes crescentes de
temperatura estdo ligadas ao periodo de maior atividade reprodutiva, influenciando
diretamente na maturacdo gonadal. Segundo Barbieri et al. (2000) considerando que
existe uma enorme e complexa interacdo entre os eventos bioldgicos entre si e desses
com eventos ambientais, hd necessidade de um aprofundamento nas pesquisas nesta

area de estudo.

CONCLUSAO

Os parametros qualitativos do sémen de C. macropomum sofrem alteracdes de
seus valores durante o periodo reprodutivo. As alteragdes nos parametros qualitativos
estdo associadas aos processos de envelhecimento dos espermatozoides no final da
estacdo reprodutiva, levando a consequentemente reducdo das taxas de fertilizacdo e
eclosdo, além do aumento da probabilidade de anormalidades primérias e redugdo da
probabilidade de espermatozoides normais. Os melhores parametros espermaticos foram
observados nos dois primeiros meses do periodo de espermiagdo (novembro e

dezembro), consequentemente o melhor momento para realizar a reproducao da espécie.
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CAPITULO 111

Qualidade ovocitaria de tambaqui (Colossoma
macropomum) ao longo da estacao reprodutiva

(Trabalhos nas normas da Revista Brasileira de Ciéncia Veterinaria — Brazilian
Journal of Veterinary Science)
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QUALIDADE OVOCITARIA DE TAMBAQUI (COLOSSOMA
MACROPOMUM) AO LONGO DA ESTAGAO REPRODUTIVA

Quality oocyte of tambaqui (Colossoma macropomum) during
reproductive station

RESUMO

O estudo foi conduzido com o objetivo de analisar o comportamento
reprodutivo da espécie Colossoma macropomum, quanto a qualidade de seus
gametas femininos ao longo da estacdo reprodutiva. O experimento foi
executado em Pimenta Bueno-Rond6nia durante a estagédo reprodutiva do C.
macropomum. Utilizaram 36 fémeas durante a estacdo de 2010-2011. Cada
coleta apresentou um intervalo de 155 dias. Através da extrusdo foram
coletados os gametas femininos e realizadas as seguintes analises ao longo da
estacdo: peso de odcitos liberados (g); indice de produtividade; taxa de
fertilizacdo e eclosdo. Durante a estagdo 2010-2011 foi verificado efeito
(P<0,05) de periodo (coleta) dentro da estacao para peso de odcitos, indice de
produtividade e taxa de fertilizacdo. Apesar do periodo 3 (coleta — més de
dezembro) nao ter diferenciado significativamente de alguns periodos, foi o que
apresentou os melhores parametros estabelecidos para a qualidade dos
odcitos de C. macropomum.

PALAVRAS-CHAVE: characidae, odcitos, periodo reprodutivo, reproducéo,

taxa de fertilizagao.

ABSTRACT

The study was carried out to analyze the reproductive behavior of the
Colossoma macropomum species, on quality of their female gametes
throughout the reproductive station. The experiment was executed in Pimenta
Bueno-Rondbdnia during the reproductive season of the C. macropomum. 36
females were used during the season of 2010-2011. Each collection presented
an interval of £ 15 days. Through the reproductive method for extrusion were
collected the female gametes and accomplished the following analyses along
the season: amount of liberated oocytes (g;) productive index fertilization rate
and hatching. During the station 2010-2011, it was verified (P <0.05) a period
effect (collection) inside the season for amount of oocytes, production index and
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fertilization rate. In spite of period 3 (collection - month of December) not had
significantly differentiation from some periods, it presented the best established
parameters for the quality of oocytes of C. macropomum.

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

fertilization rate.

INTRODUCAO

Das espécies sul-americanas cultivadas no Brasil o Colossoma
macropomum é caracterizado como uma das principais, pelas excelentes
caracteristicas zootécnicas apropriadas para o cultivo, e também pela grande
aceitacdo na piscicultura e mercado consumidor brasileiro (Urbinati &
Gonsalves, 2005). E uma importante espécie na pesca profissional e amadora.
Com grande potencial zootécnico e uma boa quantidade de informacdes
cientificas disponivel, o C. macropomum se tornou a principal espécie para o
cultivo na regiao norte e centro-oeste do Brasil estando presente em 24 dos 27
estados brasileiros (Lopera-Barrero et al., 2011), motivando o desenvolvimento
de novas pesquisas na area de reproducéo, a fim de servir como modelo para
outras espécies.

O uso de gametas de alta qualidade de reprodutores de peixes € de
grande importancia para assegurar a producao de descendentes “viaveis” para
aquicultura (Bromage e Roberts, 1995). A qualidade dos odcitos e producéo de
larvas em cativeiro sdo considerados fator limitante e muito importante na
producédo de alevinos (Kjorsvik et al., 1990).

A qualidade dos odcitos é considerada, como potencialmente futuras
larvas viaveis (Kjorsvik et al., 1990) e depende de varios fatores que
frequentemente podem mudar durante o ciclo reprodutivo. Aspectos como o
estado enddcrino das fémeas durante a ovogénese, quantidade e qualidade da
racao fornecida durante o periodo de preparacao, variaveis dos parametros
fisico e quimico da agua, o estresse com o manejo dos reprodutores e outros,
sao relacionados como determinantes para o sucesso na producdo de larvas
vidveis (Campbell et al., 1992; Bromage, 1995; Brooks et al., 1997;
Christiansen e Torrissen, 1997; Carrillo et al., 2000).

Chambers e Waiwood (1996), estudando Gadus mohua, relataram que o

tamanho dos oécitos reduziu no periodo reprodutivo, em razado da baixa oferta
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na dieta dos reprodutores durante o periodo e subsequente subfornecimento
da nutricdo maternal. Na época de reproducao, os odcitos atingem um tamanho
critico, especifico para as espécies (Romagosa et al., 1988), sendo que o
tamanho da larva, apds a absorcdo do saco vitelino, esta correlacionado ao
tamanho do oécito.

Estudos sobre fecundidade sao importantes nas pesquisas de peixes
(Almatar e Bailey, 1989). Informagao sobre o nimero de ovos é utilizada para
estimar o potencial reprodutivo e relacbes comprimento animal/fecundidade
(Laine e Rajasilta, 1998). Diferencas observadas na fecundidade dos peixes
sao atribuidas a fatores genéticos e ambientais (Baxter, 1959; Burd e Howlett,
1974; Messieh, 1976; Kelly e Stevenson, 1985; Sinclair e Trembley, 1985).
Bromage (1995) sugere que o manejo nutricional das matrizes influéncia na
producéo de larvas viaveis de peixes. Além disso, inimeros autores informam
gue o nivel alimentar das fémeas, afeta o numero de odcitos (Watanabe, 1985;
Horwood et al, 1989.; Kamler, 1992; Tyler & Sumpter, 1996) e também
variacbes no tamanho do ovo (Hettler, 1981; Hay et al, 1988). Winters et al.
(1993) citam que a partir do ambiente fisico, a temperatura da agua do mar
influéncia o numero médio e tamanho dos ovos produzidos pelos peixes.

Nenhuma informacdo esta disponivel referente aos parametros de
qualidade de odcitos e larvas de peixes nativos brasileiros gerados em cativeiro
e subsequentes taxas de fertilizacdo e eclosdo. Tal informacédo se torna
importante para o sucesso da producdo comercial de peixes com constante
abastecimento de odcitos de alta qualidade para o crescimento.

O estudo foi realizado para analisar o comportamento reprodutivo da
espécie C. macropomum, quanto a qualidade de seus gametas femininos ao
longo da estacdo reprodutiva, a fim de se determinar a melhor época para

realizar a reproducéo.

MATERIAL E METODOS
Local

O projeto foi executado em uma piscicultura comercial localizada em
Pimenta Bueno, Rondénia-Brasil (11°41'46 0,95 "S e 61°13'47.50" O), pelos
Grupos de Pesquisa: PeixeGen da Universidade Estadual de Maringa (UEM) e
Aquam da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), durante a
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estacao reprodutiva do C. macropomum, no inicio de novembro de 2010 a final
de marco de 2011 (150 dias).

Os dados de temperatura do ar e indice pluviométricos (precipitacao)
foram coletados da estagcdo metereolégica Cacoal-CPTEC (latitude -11.48 e
longitude -61.37), da cidade de Cacoal — Ronddnia, localizada proxima da
propriedade em que se realizou o estudo, a fim de se observar a influéncia dos

fatores abiéticos nos parametros espermaticos.

Animais e obtencdo dos gametas

Utilizaram 36 fémeas de C. macropomum (9,3 2,5 kg e 6+2 anos),
durante a estacdo de 2010-2011, que representavam 40% do plantel de
matrizes da piscicultura.

Os animais foram mantidos em seis viveiros de 2.000 m? com
temperatura média de 28+2° C e 6 mg/l de oxigénio dissolvido, sendo
alimentados com ragao comercial com 36% de proteina bruta e 3.400 kcal de
energia digestivel/kg de racdo. Foram alimentados trés vezes por semana com
1% da biomassa, do més de agosto até o periodo reprodutivo (outubro),
quando foi utilizada a estratégia de arragcoamento de duas vezes por semana
com 1% da biomassa. Ap6s a desova, 0s animais permaneceram 15 dias sem
alimentacdo e retornaram a receber arragcoamento diario com 3,5% da
biomassa.

Os animais foram marcados com “transponders” para identificacdo
individual. As fémeas foram selecionadas pelas caracteristicas reprodutivas
secundarias em peixes migradores, como abdémen abaulado e macio, além do
orificio urogenital avermelhado. Apds a selecao, os animais foram pesados e
submetidos a indugdo hormonal intramuscular, entre a nadadeira dorsal e a
linha lateral, sendo ministrados 5,5 mg/Kg do peso vivo das fémeas, aplicando
10% na primeira administracao e o restante 12 horas apés.

Os peixes foram mantidos em dois tanques contendo 3.000 L para
manejo (no maximo quatro animais em cada), com coluna d’agua de 70
centimetros, em fluxo constante sob temperatura 28+2° C e 6 mg/I de oxigénio
dissolvido, ou seja, a mesma agua e parametros fisico-quimicos dos viveiros.

O intervalo médio de cada coleta foi de 1515 dias. Sendo periodo (1) —
inicio de novembro; (2) — final de novembro; (3) — meados de dezembro; (4) —
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inicio de janeiro; (5) — final de janeiro; (6) — inicio de fevereiro; (7) — final de
fevereiro; (8) — inicio de margo e (9) — final de marco.

Avaliagdo de parametros

Através do método reprodutivo por extrusao (Woynarovich & Horvath,
1980) foram coletados os gametas femininos e realizadas as seguintes
analises, ao longo da estacao reprodutiva:

Peso de odcitos liberados (g) - ap6s a desova de cada fémea, os odcitos foram
pesados em balancga analitica.

Indice de produtividade — quantidade de gametas liberados (g), divididos pelo
peso do animal, multiplicado por 100 (IP=06citos (g)/peso do animal (g)*100).

Uma aliquota de 60 mL, de cada fémea avaliada, foi imediatamente
fertiizada com 150 uL de sémen, de um animal do periodo reprodutivo
correspondente. Em seguida, cada aliquota, agora como ovos, foi depositada
em incubadoras de 60 litros para completar o desenvolvimento embrionario.
Decorridos seis horas de incubagao (28+1°C) foi contabilizada a faxa de
fertilizagdo, obtendo a média de 100 ovos de trés aliquotas de cada uma das
incubadoras, avaliando numero de embrides viaveis e ovos gorados.

Cem embrides viaveis foram transferidos para incubadoras de 3,0 L,
independente para cada fémea. Decorridos 12 horas da fertilizacdo (28+1°C),
foi contabilizada a Taxa de Ecloséo, uma meédia do numero de larvas eclodidas
e ovos gorados foi obtida a partir da contabilizacdo de trés aliquotas de cada
incubadora de 3,0 L.

Analise estatistica

Utilizou-se o software computacional Statistica 7.0° (Statsoft, 2005) para
descrever o banco de dados dos paradmetros de peso de odcitos, indice de
produtividade, taxa de fertilizacdo e eclosdo durante o periodo reprodutivo de
2010-2011. Foram analisados o0s pressupostos de normalidade e
homogeneidade a 5% dos residuos, pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene. Em
seguida, submetidos a ANOVA one way em que se avaliou o efeito periodo
reprodutivo com 5% de significaAncia e, em caso de diferencga significativa entre
pelo menos um dos tratamentos as médias foram comparadas por Tukey a 5%.
Foi realizado o indice de correlacdao de Pearson entre o periodo, peso de
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oocitos e peso das fémeas de C. macropomum ao longo da estacao
reprodutiva através do software computacional Statistica 7.0° (Statsoft, 2005).

RESULTADOS

As temperaturas médias do ar no ano de 2010/2011 foram: 26,2; 26,6;
26,2; 26,1 e 25,7°C em novembro, dezembro, janeiro, fevereiro e margo,
respectivamente. Os indices pluviométricos no ano de 2010-2011 foram de
334,3; 229,6; 283,9; 459,1; e 365,4 mm em novembro, dezembro, janeiro,

fevereiro e margo, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Variacdo mensal da temperatura média do ar e da precipitacao da
cidade de Pimenta Bueno — Rondénia durante marco de 2010 a marco de 2011
(Fonte: http://www.agritempo.gov.br/agroclima/pesquisaWeb).

Foi verificado efeito (P>0,05) de periodo (coleta) dentro da estacédo para
peso de odcitos liberados, indice de produtividade e taxa de fertilizagdo (Tabela
1). Apesar do periodo 3 (coleta — més de dezembro) néo ter diferenciado
significativamente (P>0,05) de alguns periodos, foi registrado os melhores

parametros estabelecidos para a qualidade dos odécitos de C. macropomum.
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Tabela 1. Parametros qualitativos dos odcitos de Colossoma macropomum durante o periodo
reprodutivo de 2010/2011.

Periodo reprodutivo

Parametros Qualitativos de Ovdcitos

(coletas) Peso de odcitos (g) Indice de producio® Taxa Fertilizacdo (%) Taxa Eclosdo (%)
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 85,7549,95ab 89,05+4,65a
4 778,00+149,8b 10,34+1,89abc 73,06£12,60abc 76,04£12,76a
5 852,04225,0ab 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+0,49¢ 70,32+8,49ab 63,93+13,15a
(F; p)(” 3,7967; 0,004213 0,361265; 0,931845  4,0668; 0,002778  2,13490; 0,06732

* IP=06citos (g)/peso do animal (g) * 100

Conforme as correlacdes realizadas entre o periodo reprodutivo (coleta) e

0 peso das fémeas (g) (r = 0,0484) e, entre o periodo reprodutivo (coleta) e o

peso de odcitos liberados (r

- 0,4638), foi observado que as fémeas que

possuiam maior peso, liberavam maior peso de odcitos, ocorrendo nos

primeiros periodos de coletas, nos meses de novembro, dezembro e janeiro

(Figura 2).
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Periodo vs. Peso (g) vs. Peso de Odcitos (gramas)
Correlagao: r=0,04842 (PeriodoxPeso fémeas)
r=-0,4638 (PeriodoxPeso de odcitos)
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Bl 1000
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Figura 2. CorrelacOes observadas entre o periodo reprodutivo (coleta), o peso
das fémeas (g) e 0 peso de odcitos liberados (g).

DISCUSSAO

Segundo Bobe & Labbé (2010) a qualidade de odécitos em peixes pode
ser definida como a capacidade de serem fertilizados e consequentemente
desenvolver um embrido normal. Em condigbes selvagens ou até mesmo na
criacdo em cativeiro, a qualidade dos gametas de peixes podem ser altamente
variavel e ser influenciada significativamente por inUmeros fatores externos,
além do manejo dos reprodutores e do periodo reprodutivo (Chambers &
Waiwood, 1996), fatores genéticos e ambientais, como crescimento (Kraus al
de et., 2000), temperatura (Tveiten et al., 2001), além do nivel de alimentacao
das fémeas (Tyler & Sumpter, 1996) e a relagdo de sexo dos reprodutores
(Pavlidis et al., 2004).

Macchi et al. (2004), estudando a producao de oécitos durante a estacao
reprodutiva do Merluccius hubbsiake relataram que a producdao mensal de
odcitos variou consideravelmente durante a estagao, com um pico principal em
janeiro (57% dos oécitos produzidos durante o periodo). Além disso, as fémeas

mais velhas (>5 anos) produziram por um periodo mais extenso do que o0s
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individuos mais jovens. Neste estudo, as fémeas de C. macropomum
desovaram de novembro a margo, com um pico de peso de odécitos no més de
dezembro. Além disso, a partir das correlagcdes encontradas entre o peso das
fémeas, 0 peso de odcitos e periodo reprodutivo foi possivel afirmar que o
maior peso de odcitos foi liberado pelos animais mais pesados. Esse fato
ocorreu nos primeiros periodos de coletas, indicando que as fémeas mais
velhas foram mais precoces.

Uma outra observacao de Macchi et al. (2004) com o Merluccis hubbsi,
constataram que de dezembro a fevereiro o niumero de odcitos produzido por
peso-unidade da espécie ndao mudou. J& no més de marco a producédo de
odcitos diminuiu consideravelmente coincidindo com aumento de atresia nas
gonadas. Este fato também foi observado para o C. macropomum, em que 0
indice de produtividade (numero de oécitos liberados/peso vivo) ndo mostrou
diferenca entre os meses de novembro e dezembro, porém apresentou
diferenca significativa entre o més de marco, provavelmente pelo aumento de
atresia folicular. Os mesmos autores relataram que a fecundidade do grupo de
peixes estudado foi correlacionada positivamente com o comprimento total,
peso total (sem ovarios) e idade das fémeas de M. hubbsi, com variagéo entre
100.000 (32 cm comprimento total) e 2.300.000 (87 cm comprimento total) de
odcitos hidratados.

Relacionadas com a idade, a variagdo na composicao quimica dos
oocitos de fémeas de peixes foram encontrados em alguns estudos, mas nao
parece ser um fendmeno universal. Em contraste, o tamanho do oécito pode
ser previsto a partir da idade da fémea. Durante a estacado reprodutiva o
tamanho do odcito pode variar entre sucessivos lotes. As relacdes positivas
entre tamanho da fémea e tamanho do o6cito, com o tamanho do alevino e
resisténcia a fome e a predacao, € um caminho fundamental para rela¢des pai-
ovo-progénie (Kamler, 2005).

As taxas de fertilizacao e eclosdo nao diferiram nos primeiros periodos de
novembro, dezembro e janeiro, porém a partir do més de fevereiro houve
decréscimo dessas taxas. O mesmo comportamento foi observado por Barbieri
et al. (2000) com Salminus maxillosus selvagem, relatando o periodo de

desova de novembro a fevereiro. Fato também observado neste estudo, como
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a pequena variagdo entre as taxas de fertilizacdo e eclosédo, podendo ser
explicado através dos fatores abio6ticos, como o indice pluviométrico.

Segundo Lowe-McConnel (1975), os teledsteos de regides tropicais e
subtropicais possuem uma estreita relacdo entre o periodo reprodutivo e as
estagcdes chuvosas. Para Munro (1990), existem evidéncias de que a
temperatura pode ser utilizada como fonte de informagédo sobre o advento de
condi¢des adequadas para a desova.

A temperatura € um fator preponderante para que o processo reprodutivo
em peixes ocorra de modo regular. Em sobrepondo o gréfico de temperatura do
periodo estudado ao longo do ano, duas situacées merecem observacéo; a
primeira, que no més de agosto, quando ainda os peixes estao sob um periodo
laténcia do desenvolvimento embrionario. A segunda, ja no periodo reprodutivo
a temperatura média se manteve estavel, com um leve declinio de novembro
(2010) para marco de 2011. Muito embora pareca ser pequena esta variacao
de temperatura, porém ela pode ter sido um fator que potencializou o estresse,
decorrido dos sistematicos arrastos para captura dos animais nos viveiros de
estocagem.

A importancia, da temperatura e do fotoperiodo na reproducao de peixe, é
amplamente demonstrada em muitas espécies de peixes (Munro, 1990;
Bromage al et., 2001). Papadaki et al. (2008), estudando a qualidade dos
gametas de Diplodus puntazzo, observaram a ocorréncia da desova entre as
temperaturas de 19 a 21°C, com a temperatura 6tima de 21°C. Quando a
temperatura comecou a cair, a desova também sofreu um decréscimo.

Mesmo em cativeiro, varias espécies de peixes possuem um
comportamento reprodutivo semelhante a natureza, os fatores abidticos como
temperatura da 4gua e do ar, indices pluviométrico, influenciam
significativamente as mudancas na producédo de gametas ao longo da estacao
reprodutiva. Segundo Winters et al. (1993), dos ambientes fisicos, a
temperatura da agua do mar influéncia a média do numero e do tamanho de
oocitos produzidos em peixes. Ja Querol et al. (2002), estudando L.
platymetopon e Melo et al. (1995) com L. anus observaram que de um modo
geral, as condicdes crescentes de temperatura estdo ligadas ao periodo de
maior atividade reprodutiva, influenciando diretamente na maturagao gonadal.
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Aprofundamento nas pesquisas nesta area e repeticdo de avaliacdo dos
parametros quali-quantitativos dos oécitos de C. macropomum, em novas
estacdes reprodutivas, sdo necessarios. Além de observacoes de novos
parametros como tamanho do oécito, quantidade de acidos graxos nos oécitos,
namero de odcitos/g de desova, ajudariam a explicar melhor a interacao entre

0s eventos biolégicos com eventos ambientais.

CONCLUSOES

Os parametros qualitativos dos oécitos de C. macropomum variaram
durante a estacao reprodutiva, em peso de odcitos, indice de produtividade e
taxa de fertilizagdo. Os melhores resultados foram observados nos periodos de
novembro, dezembro e janeiro, indicando melhor época para se realizar a

reproducao da espécie.
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Avaliacao do perfil proteico do plasma seminal com a

qualidade do sémen de Colossoma macropomum congelado
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Avaliacao do perfil proteico do plasma seminal com a qualidade do sémen de
Colossoma macropomum congelado
Evaluation of the protein outline of the seminal plasma with the quality of the
frozen semen of Colossoma macropomum

Perfil proteico do plasma seminal

Resumo: Objetivando analisar a associacdo entre a presenca de proteinas no
plasma seminal do C. macropomum com indicadores de qualidade seminal pods-
descongelamento. Utilizaram 27 machos e 6 fémeas de C. macropomum. O sémen foi
criopreservado com diluidor a base de Beltsville Thawing Solution (BTS) com 8%
DMSO. Uma amostra de 200 uL de sémen de cada animal foi diluida em 800 uL de
BTS, e centrifugada em 800 rpm, e somente o sobrenadante foi criopreservado para
posterior andlise do perfil proteico do plasma seminal, através da eletroforese
unidimensional (SDS-PAGE). Decorridos 15 dias da criopreservacdo, uma palheta com
sémen criopreservado foi descongelado para andlise dos parametros quali-quantitativos.
Considerando todas as coletas, o SDS-PAGE identificou 15 bandas proteicas no plasma
seminal do C. macropomum. Quando se avaliou a interacao (presenc¢a ou auséncia) das
proteinas encontradas no plasma seminal, com os parametros espermaticos pos-
descongelamento, observou-se grande influéncia da presenca das proteinas na qualidade
espermdtica. A maioria das proteinas encontradas no plasma seminal do C.
macropomum influenciou (P<0,05) a motilidade progressiva do sémen congelado com
DMSO. Em consequéncia, observou-se maior taxa de fertilizacdo (P<0,05) com a
presenca das proteinas 12, 34, 44, 85 e 90 kDa. As proteinas do plasma seminal de C.

macropomum influenciaram na qualidade espermatica apds descongelamento, podendo
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ser utilizadas como indicadores para a qualidade espermatica apds descongelamento,
principalmente as proteinas com peso molecular <50 kDa.
Palavras-chave: criopreservacdo; motilidade espermadtica; proteinas; taxa de

fertilizagdo.

Abstract: Aiming to analyze the association among the presence of proteins in the
seminal plasma of the C. macropomum as an indicator of seminal quality post-thawing.
27 males and 6 females of C. macropomum were used. The semen was cryopreserved,
using Beltsville Thawing Solution (BTS) with 8% DMSO. A sample of 200 pL of
semen of each animal, was diluted in 800 pL of BTS, and centrifuged in 800 rpm, and
only the supernatant it was cryopreserved to subsequent analysis of the protein profile
of the seminal plasma, through the unidimensional electrophoresis (SDS-PAGE). After
15 days of the cryopreservation, a "pallet" with cryopreserved semen was thawed for
analysis of the quali-quantitative parameters. Considering all the collections, SDS-
PAGE identified 15 protein bands in the seminal plasma of the C. macropomum. When
the interaction was evaluated (presence or absence) of the proteins found in the seminal
plasma, with the spermatic parameters post-thawing, great influence of the proteins
presence was observed for sperm quality. Most of the proteins found in the seminal
plasma of the C. macropomum 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. The proteins of the
seminal plasma of C. macropomum influenced 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: cryopreservation; spermatic motility; proteins; fertilization rate.
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Introducao

A preservacdo de gametas € considerada uma importante ferramenta para
laboratérios de produgdo de alevinos, pois, haverd economia na manutencdo dos
reprodutores e prevencdo de perdas de linhagens geneticamente melhoradas. Ainda,
facilitard no transporte de material genético entre laboratérios, dentro e fora do pais e
maior cuidado na prevencdo de transmissdo de doencas, permitindo a introdugdo de
novas linhagens com risco minimo de patégenos, nos peixes cultivados (Tiersch, 1995).

Considerando o efeito do processo de congelamento sobre a qualidade do sémen,
torna-se importante estudar técnicas que identifiquem variagdes na resposta ao
congelamento entre diferentes machos e que permitam desenvolver testes para detectar
o seu potencial de congelabilidade. Nesse contexto, a composi¢do proteica do plasma
seminal deve ser considerada como um fator importante a influenciar a fertilidade do
macho (Autiero et al., 1991; Strzeyek et al., 2005), j4 que em tildpias (Oreochromis
niloticus) foi identificada uma glicoproteina no plasma seminal com alto peso molecular
(120 kDa) como fator imobilizante dos espermatozoides (Mochida et al., 1999; Mochida
et al., 2002). Algumas dessas proteinas podem se constituir em marcadores bioquimicos
que permitam identificar individuos com maior ou menor potencial de fertilidade e
congelabilidade do s€émen (Autiero et al., 1991; Strzeyek et al., 2002; Jobim et al., 2004;
Zilli et al., 2005; Asadpour et al., 2007).

O plasma seminal, na maioria dos teledsteos, € um produto sintetizado nos
testiculos e nos ductos esperméticos (Lahnsteiner et al., 1994), considerando que muitas
espécies nao apresentam glandulas acessdrias. Alguns componentes do plasma seminal
ndo sdo secretados, mas sim podem ser originados de células espermdticas em

decomposicdo (Ciereszko et al., 2000). O plasma seminal de peixes teledsteos tem
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grande importancia na fisiologia espermdtica. Sua composicdo mineral inibe a
motilidade espermatica dentro dos ductos esperméticos € provéem um meio isotonico e
equilibrado para os espermatozoides (Morisawa & Suzuki, 1980; Cosson et al., 1999),
além de monossacarideos e lipidios para recursos energéticos dos espermatozoides
(Lahnsteiner et al., 1994). De acordo com Loir et al. (1990), o constituinte organico em
maior abundincia no fluido seminal de peixes teledsteos sdo as proteinas. Estudos
recentes ressaltam a importancia das proteinas do plasma para os espermatozoides. Por
exemplo, em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) em que os espermatozoides foram
armazenados em solucdo salina semelhante a composi¢@o do fluido seminal, as taxas de
motilidade e velocidade natatéria, que poderiam ser ativadas, aumentaram quando a
solucdo de armazenamento continha proteinas do plasma seminal, indicando que estas
estabilizam e viabilizam os espermatozoides (Lahnsteiner et al., 2004).

A composi¢dao molecular do plasma seminal possui caracteristicas inerentes a cada
espécie, podendo diferir entre os tipos e a atuacao das proteinas esperméticas. O plasma
seminal dos bovinos possui a familia das proteinas designadas de BSP-A1/-A2 e BSP-
A3 (15-17 kDa), BSP-30 (28-30 kDa) (Manjunath, 1984), e FMP, relacionadas a
motilidade progressiva (37,5kDa). Em equinos, as proteinas HSP-1 (22-25 kDa), HSP-2
(25 kDa, pl 6,5-6,9), HSP-7 (14 kDa) e HSP-12 kDa pertencem a familia das
espermadesinas, € a SP-1 possui correlacdo positiva com a fertilidade (Topfer-Petersen
et al., 2004).

O tambaqui (Colossoma macropomum) é a espécie endémica mais produzida no
Brasil (Borghetti et al., 2003), sendo muito apreciado por seu sabor e considerado como
importante fonte de proteina animal, principalmente pelas comunidades tradicionais da
Amazonia (Menezes et al., 2008). Hoje o tambaqui € a principal espécie de importancia

comercial da Amazonia, sendo uma das criacdes mais presentes em todo o Estado
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Brasileiro. O estudo foi realizado para analisar a associagdo entre a presenca de
proteinas do plasma seminal do C. macropomum com indicadores de qualidade seminal

pOs-descongelamento.

Material e métodos
Local

O projeto foi executado em uma piscicultura comercial localizada em Pimenta
Bueno, Rondo6nia-Brasil (11°41'46 0,95 "S e 61°13'47.50" O), pelos Grupos de
Pesquisa: PeixeGen da Universidade Estadual de Maringd (UEM), Aquam da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e Laboratério de Patologia da
UFPEL, durante a estagdo reprodutiva do C. macropomum de janeiro a fevereiro de

2010 (30 dias).

Animais e experimento

Utilizaram 27 machos (6.4 + 0.4 Kg e 442 anos) e seis fémeas (8.3 + 0.5 Kg e
6+2 anos) de tambaqui (C. macropomum). Os animais foram mantidos em viveiros, sob
condi¢des ambientais, sendo alimentados com racdo comercial com 36% de proteina
bruta e 2.900 kcal de energia digestivel/kg de racdo. Foram induzidos a reproducdo com
extrato de hipéfise de carpa de acordo com a posologia utilizada para espécies
reofilicas, sendo para fémea 5,5 mg/kg de peso vivo, aplicando 10% na primeira
administracdo e o restante 12 horas apds, e para macho 2,5 mg/kg peso vivo em dose
unica, coincidindo com a segunda aplicacdo das fémeas (Woynarovich & Horvéth,

1980).

Colheita e Andlise de Sémen
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Sete horas apds a indu¢do hormonal, o sémen foi colhido em tubo conico de 15
mL (um para cada animal), registrando-se o volume coletado, sendo evitada a
contaminac¢do com fezes e/ou urina (Billard et al., 1995). Imediatamente ap6s a colheita,
procedeu-se as avaliacdes seminais. Os parametros avaliados foram realizados conforme
Galo et al. (2011):

Motilidade espermadtica: foi observada em um microscépio 6tico (40X), diluindo
20 uL de sémen em 400 uL de 4gua destilada em uma ldmina sob laminula de
microscopia 6tica, classificado com escorre de 0 a 100%.

Tempo de motilidade: um crondmetro foi acionado quando se colocou 20 pL de
sémen em contato com 400 uL de &4gua destilada para andlise da motilidade
espermadtica. Marcou-se o tempo decorrido até que o ultimo espermatozoide parou de se
mover no campo 6tico observado (40X).

A partir da diluicdao de 1:1000, sémen:formol-salina tamponada, extensdes foram
produzidas e coradas pelo método de Rosa de Bengala (Streit Jr. et al., 2004), contando
100 espermatozoides/extensdo/animal em microscopio Optico de contraste de fase
(40X). Anormalidades consideradas primdrias foram: cauda quebrada, enrolada e

degenerada, e as secunddrias: cabeca solta, cauda dobrada e solta.

Criopreservacdo de sémen

ApOs as avaliacdes espermdticas do s€émen fresco, foi criopreservado em solugdo
diluidora a base de Beltsville Thawing Solution BTS (Pursel & Johnson 1975). A
solug@o crioprotetora foi composta por BTS com 8% de Dimetil-Sulféxido (DMSO)
(Varela Jr. et al., 2012). O sémen e a solugdo crioprotetora foram homogeneizados, na
proporcdo de 1:4 (sémen/solucdo), envasado em palhetas de 0,25 mL identificadas, e em

seguida alocados no botijao dry shipper (Taylor-Wharton, modelo CP 300 dry shipper),
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para o resfriamento prévio. Decorridas 24 horas no dry shipper, foram transferidas para
botijdo de nitrogénio liquido (MVE, modelo CP-34) (Taitson et al., 2008),

permanecendo estocadas por 15 dias.

Descongelacdo e andlise do sémen criopreservado

Uma palheta com sémen criopreservado foi descongelado por imersiao em
banho-maria (45°C/5s) (Streit Jr. et al.,, 2006), para as andlises da motilidade
espermadtica, tempo de motilidade, morfologia dos espermatozoides (Galo et al., 2011),
funcionalidade mitocondrial, integridade de DNA, da membrana espermdtica e
viabilidade celular (Varela Jr. et al., 2012).

A funcionalidade mitocondrial foi realizada através da coloracdo fluorescente
Rhodamine 123, juntando 10 pL de s€émen descongelado com 40 pl. de solugdo de
trabalho de Rhodamina 123 (13uM), incubado a 20°C/10 min (Varela et al., 2012). A
integridade do DNA foi avaliada através da sonda acridine orange, adiconando-se 45 pL
de sémen descongelado em 50 pL. TNE (0,01 M Tris-HCI; 0,15 M NaCl; 0,001 M
EDTA; pH 7,2) e ap6és 30 segundos, adicionou-se 200 pL de Triton solution (1X).
Passados 30 segundos, adicionou-se 50 pL de Acridine Orange (2 mg por mL em agua
deionizada) e apds 5 minutos foi avaliado, ndo ultrapassando 1 minuto de exposi¢do da
lamina montada (Varela Jr. et al., 2012).

Por sondas fluorescentes de diacetato de carboxifluoresceina — (CFDA) e iodeto
de propidio — (PI), foi obtida a integridade de membrana dos espermatozoides,
colocando 10 pL de sémen descongelado e 40 pL. de solug¢do de trabalho, incubada a
20°C/10 min (Varela Jr. et al., 2012). As avalia¢des de funcionalidade de mitocondria,
integridade de DNA e de membrana foram realizadas em microscopio de

epifluorescéncia (Olympus® BX 51, América INC, Sao Paulo - Brasil), obtido com 1
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pL de solucdo com espermatozoides em lamina de microscopia sob laminula, avaliando
200 células/amostra. As taxas foram expressas através do percentual entre células
integras/funcionais sobre o total de células avaliadas.

A viabilidade celular foi obtida com os corantes histoquimicos eosina- nigrosina,
sendo o protocolo adaptado de Morisson et al. (1997). Uma fracdo de 10 pL de s€émen
diluido em BTS foi acrescida de 10 uL de solu¢do de coloracdo (1,6 gde EosinaYe6 g
de nigrosina em BTS), homogeneizado e apds dois minutos produzido o esfregaco. Com
a secagem das laminas os espermatozoides foram observados em campo claro (BX41
Olympus®), com objetiva de imersdo em 6leo (100x), sendo os espermatozoides mortos

os corados em vermelho.

Taxa de fertilizagdo e eclosdo

Para avaliar a taxa de fertilizagdo do s€émen criopreservado dos 27 animais, as
amostras de s€émen foram divididas em dois lotes. O primeiro lote, correspondente a 10
animais, foi usado para fertilizar os odcitos de 3 fémeas, e o segundo lote relativo a 17
animais fertilizou os odcitos de 3 novas fémeas, totalizando 30 combinagdes (s€émen x
odcitos) referente ao primeiro lote, € 51 combinacdes (s€men x 0dcitos) no segundo
lote. Para cada aliquota de 2 g de odcitos uma palheta de 0,25 mL foi utilizada, sendo
homogeneizados, ativados e hidratados com oito mL de dgua. Outras duas aliquotas de
oocitos foram fertilizadas com sémen fresco, coletado de outros dois machos no
momento da execucdo do teste (controle com sémen fresco), totalizando 83
combinacdes. Das amostras com sémen fresco foram utilizados 50 uL para que o
numero de células espermaticas/odcito fosse similar aos tratamentos congelados.

Apos a fertilizagdo, os ovos foram depositados em incubadoras de trés litros,

individualizadas para cada macho (s€émen x odcitos), e decorridos seis horas de
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incubagdo (T = 28+1°C), uma aliquota de ovos de cada incubadora foi retirada e
contabilizada a taxa de fertilizacdo. Esta operacdo foi realizada trés vezes,
contabilizando 100 ovos/amostra e assim a média correspondeu a faxa de fertilizagcdo.
Decorridos 12 horas da fertilizacdo na temperatura média da dgua de 28+1°C, realizou-
se a contagem visual da faxa de eclosdo, sendo contabilizados todos as larvas e ovos

gorados para determinar o percentual.

Andlise de proteinas

Uma amostra de 200 pL de s€émen de cada animal foi diluida em 800 puL de BTS,
centrifugada em 800 rpm (rotagdo/minuto), e o residuo (espermatozoides) foi descartado
e somente o sobrenadante (plasma seminal — proteinas) foi criopreservado em
nitrogénio liquido. Apds a descongelagdo, o sobrenadante, foi novamente centrifugado a
10.000 x g/ 10 min, para a obtencdo somente do plasma. Do plasma, retirou-se 10 uL e
adicionou-se 30 pL de H,O deionizada e 20 pL. de tampao de amostra, constituido de:
20% de Glicerol; 10% Tris-HCI1 0,6173 M, pH 6,8 (Gibco-Invitrogen, Grand Island,
NY- USA); 2% B-Mercaptoetanol (Sigma Chemical 202 Company, St. Louis, MO -
USA); 20% Dodecil Sulfato de Sédio a 10% — SDS (Fisher Scientific, Suwanee, GA -
USA); 2,5 mg de Azul de Bromofenol (Synth, Diadema, SP - Brasil); e dgua
deionizada. Posteriormente, as amostras foram aquecidas a 100°C/ 10 min, para
desnaturacdo das proteinas. A eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) foi realizada
com o sistema BIORAD Mini-Protean 3 Cell® (Bio-Rad Laboratories, Califérnia,
USA), segundo Laemmli (1970), em géis de poliacrilamida (Gibco-Invitrogen, Grand
Island, NY - USA) concentrados a 8 e 15% (Manaskova & Jondkova, 2008), e foi
utilizado o marcador molecular BenchMark Protein Ladder® (Gibco-Invitrogen, Grand

Island, NY - USA). Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue (Bio-Rad
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Laboratories, Califérnia, USA)/20 minutos (Syntin et al., 1996). O processo de
descoramento dos géis foi feito em solucdo descorante constituida por 40% Metanol
(Synth, Diadema, SP - Brasil), 10% é&cido acético glacial (Synth, Diadema, SP - Brasil)
e 50% agua deionizada, por 1 h, em banho-maria, a 75°C. A andlise foi baseada na
visualizagdo e distin¢ao das bandas proteicas formadas durante a eletroforese. Os dados
obtidos da eletroforese foram analisados pelo software TotalLab TL100®, v. 2006

(Nonlinear Dynamics, UK).

Andlise ultraestrutural dos espermatozoides — Microscopia eletronica de transmissdo
Amostra de sémen (fresco e congelado) de cada animal foi fixada em
glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato (0,1M; pH 7,2) e pds-fixadas em tetréxido de
0smio a 1% em tampao fosfato (0,1M; pH 7,2) por 3 horas. Apds desidratacdo, o
material foi incluido em araldite (Durcupan ACM, Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) e na sequéncia, secdes de 0,5 wm foram coradas com azul de toluidina para
escolha dos campos. A seguir secdes de 50 a 70 nm foram contrastadas em acetato de
uranila e citrato de chumbo para posterior andlise e fotodocumentacdo em microscopio

eletronico de transmissao, marca CM100 (Eindhoven, The Netherlands).

Andlise Estatistica

Foi realizada uma anélise de normalidade através do Teste de Shapiro-Wilk para
todas as varidveis, sendo que todas se comportaram de forma paramétrica. Assim,
procedeu-se uma andlise de varidncia (ANOVA) com posterior comparacdo entre as
médias, utilizando o Teste de Tukey. Todas as andlises estatisticas foram conduzidas

através do software Statistix 8.0® (2003).
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250  Resultados

251

252 Os parametros espermaticos médios registrados para o sémen “in natura” e
253  criopreservado com DMSO do C. macropomum estao sumarizados na Tabela 1.

254

255 Tabela 1. Parametros seminais do Colossoma macropomum ‘“‘in natura” e
256 criopreservado.

Pardmetros ""In natura" Criopreservado
Média Minimo Maximo Média  Minimo Maximo

Motilidade espermatica (%) 87,50£12,25 70,00 100,00 14,4049,15 0,00 35,00
Tempo de motilidade (seg) 50,75481,90 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 77,7749,07 52,00 95,00
Anormalidades primarias (%) 50,00+2,72 47,00 54,00 55,76+10,25 28,00 71,00
Anormalidades secunddrias (%)  18,12+2,58 16,00 23,00 22,01£7,90 13,00 48,00
Taxa de fertilizacdo (%) 87,67+1581 52,90 98,10 26,73£13,57 3,50 54,70
Taxa de eclosdo (%) 83,25+23,60 40,4 100 27,65+16,76 2,10 69,60
Integridade de DNA (%) - - - 95,4343,96 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

257 Médias + EPM (erro padrdo); Seg- segundos; SPZ — espermatozoides;

258

259 Considerando todas as coletas, o SDS-PAGE identificou 11 bandas proteicas, no

260  gel de poliacrilamida 8% (12, 25, 29, 34, 37, 44, 50, 65, 75, 90 e 100 kDa) e 4 bandas
261  no gel de poliacrilamida 15% (40, 70, 78 e 85 kDa), totalizando 15 bandas no plasma
262  seminal do tambaqui C. macropomum (Fig. 1).

263
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Fig. 1. Eletroforese de gel de policrilamida (8% SDS-PAGE corado com Coomassie
blue) de plasma seminal de Colossoma macropomum mostrando 9 animais (com peso
molecular de 12 a 100 kDa).

Quando se avaliou a interacdo (presenca ou auséncia) das proteinas encontradas
no plasma seminal com os parametros espermaticos do C. macropomum congelado com
DMSO, observou-se influéncia da presenca das proteinas para a qualidade espermatica

(Tabela 2 e 3).
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273  Tabela 2. Interacdo da presenca ou auséncia das proteinas no plasma seminal corridas em gel de poliacrilamida 8% sobre os parametros
274 espermaticos do Colossoma macropomum congelado.

Proteinas - Gel com concentracao de 8%

Parimetros 12Kda  25Kda  29Kda  34Kda 37Kda  44Kda 50Kda 65Kda 75Kda  90Kda 100 Kda
Motiidade progressiva (%) P68 18317 A TT25L6 A TT95L6A 179x16A 136  205+I9A IS8:I5A 133 1626154 148 13.7
auséncia  9,1+#1,5B 80+1,7B 90+17B 90+1,7B 147  97+13B 92+#21B 155 60+19B 10,0 14,5
Tempo de motldade (seg P 328 31,6 326 334+1.6A 296 33,4 30,8 302 336+12A 298 36,7
auséncia 27,7 28,3 274 263x30B 311 28,5 29.8 310 198+46B 39,5 293
Taxa de forlzacio (%) PSS J05E24A 289 287  304+22A 236 31.8+29A 280 276 262  285420A 23,0
auséncia  212433B 209 232 202+36B 282 2254#26B 225 25.8 289  93+43B 276
Taxa de eclosio (%) presenca 322434 A 30,7432 A 304 312 25,3 31,8 29.9 29.8 284  292426A 284
auséncia  21,1#32B 194+28B 229 214 28,7 242 19.9 25.5 240  122#43B 275
Espermatosides normais () PSR 24SE20A 224 244s18A 241 24.4 24,5 22.4 26 238+14A 222 25,3
auséncia  19.0+15B 21,8  184+16B 19,0 212 20,3 21.8 218 150428B 23,0 21,6
Avormalidade espermitca (%) PS8 T95E20B 776 T56£18B 759 75.6 755 776 774 762+14B 778 747
auséncia  81,0¢1,5A 782  81.6+1.6A 810 78.8 69,7 782 78,1 850429A  77.0 78,4

presenca 50,8 48,2+3,0 B 48,1+32 B 54,2 43,9+5,4B 51,1 51,0£3,8 B 55,2 51,243,3B 57,6+3,7 A 39,749,3 B

Integridade de membrana (%) o0 oo 614 70,1283 A 67.627.6 A 569  605+47A 58,6  69.4+98 A 552 73,0433 A 31,0 £19 B 58,624.0 A
Funcionaldade mitocondral () P88 450 413:6.1B 426:68B 486 471 433 477+70B 550 52,7 53,8 34,0
9 auséncia 653  82448.0A 713497 A 620 56,7 619 758+9.8A 525 57.8 54,5 58,0

. presenca 96,3 96,1 96,3 96,4 96.5 96,6 95.2 94,8 954  962+0.4 A 91,0+55B

Integridade de DNA

Hiegriade de ) sencia 942 94,0 94,2 93,9 95,0 94,6 96,2 96,2 95,6  80,020,1 B 96,2405 A
- presenca 138 13,6235B 148 16,9 22,7 121 137#31B 163 19,2 19,1 202
Viabilidade celular (%) )\ cia 263  321%63A 261 228 18.6 247 392462 A 223 19.4 20,0 19,0

7
%7 Médias + EPM (erro padrio) com letras diferentes na coluna diferem por P<0,05; seg - segundos;
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Tabela 3. Interacdo da presenga ou auséncia das proteinas encontradas no plasma

seminal corridas em gel de poliacrilamida 15% sobre os parametros

espermaticos do Colossoma macropomum congelado.

Proteinas - Gel com concentracio de 15%

Parametros
40 Kda 70 Kda 78 Kda 85 Kda
. . resenca 17,5 15,0 13,4 15,0
Motilidade progressiva (%) P . ¢
ausencia 13,7 14,2 19,0 13,3
. resenca 30,5 32,8 30,2 31,3
Tempo de motilidade (seg) P R g
ausencia 30,6 30,0 32,7 29,2
e resenca 31,6 32,2 26,8 29,5£2,3 A
Taxa de fertilizagio (%) P R g
ausencia 25,6 25,1 26,4 20,743,8 B
- resenca 38,8£3,5A 35,9 27,5 30,1
Taxa de eclosao (%) P R g
ausencia 25,1+2,8 B 25,2 28,5 22,5
L. . resenca 20,5 18,8 21,3 21,5
Espermatozéides normais (%) P R 9
ausencia 22,6 23,2 26,5 23,7
. e resenca 79,5 81,2 78,7 78,5
Anormalidade espermatica (%) P R 9
ausencia 77,4 76,8 73,5 76,3
. resenca 50,5 55,4 54,2 54,5
Integridade de membrana (%) P R g
ausencia 56,2 53,9 61,0 56,4
. . . . resenca 48,7 50,2 56,0 55,3
Funcionalidade mitocondrial (%) P R g
ausencia 54,9 54,8 43,5 51,0
. resenca 96,5 96,4 95,8 95,1
Integridade de DNA (%) P R g
ausencia 95,2 95,1 93,3 96,2
C L resenca 14,5 23,0 21,4 19,9
Viabilidade celular (%) P R 9
ausencia 20,2 18,2 9,0 17,9

Médias + EPM (erro padrdo) com letras diferentes na coluna diferem por P<0,05; seg — segundos;

A maioria das proteinas do plasma seminal do C. macropomum influenciou

(P<0,05) positivamente a motilidade progressiva do sémen congelado com DMSO

(Tabela 2). Em consequéncia, observou-se uma maior taxa de fertilizacdo com a

presenca das proteinas: 12, 34, 44, 85 e 90 kDa. A taxa de eclosao foi melhor (P<0,05)

com a presenga das proteinas 12, 25, 40 e 90 kDa.

A porcentagem de espermatozoides normais (%) em sémen descongelado de C.

macropomum foi maior (P<0,05) com a presenca das proteinas 12, 29 e 75 kDa no

plasma seminal deste animal, refletindo na porcentagem de anormalidades espermadtica

totais.
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J4 para integridade de DNA, a presenca das proteinas de maior peso, 90 e 100
kDa foram as tnicas com interagdo dos parametros seminais pés-descongelamento. A
presenca da proteina 90 kDa produziu uma maior (P<0,05) taxa de integridade de DNA,
ao contrdrio do observado com a presenca da proteina 100 kDa. Nos parametros
espermaticos de integridade da membrana (%) e funcionalidade mitocondrial (%) foram
registrados porcentagem maior (P<0,05) com a auséncia das proteinas: 25, 29, 37, 50,
75 e 100 kDa. A auséncia das proteinas 25 e 50 kDa influenciaram positivamente a
viabilidade celular dos espermatozoides.

A presenca da proteina 12 kDa influenciou (P<0,05) a motilidade progressiva,
porcentagem de espermatozoides normais e anormais, € consequentemente a taxa de
fertilizacdo e eclos@o. A interagdo do parametro tempo de motilidade (seg) observou-se
apenas com as proteinas 34 e 75 kDa (P<0,05). Ja as proteinas 65, 70 e 78 kDa nao
influenciaram (P>0,05) nos parametros do s€men criopreservado de C. macropomum.

Nenhuma proteina foi observada em todas as amostras de plasma seminal. Apenas
a proteina 40 kDa foi notada em 81,5% das amostras. Porém, a proteina 90 kDa foi

ressaltada somente em quatro amostras (14,8%) (Tab. 4).
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Tabela 4. Distribuicdo de frequéncia das bandas proteicas detectadas através de SDS-
PAGE, no plasma seminal de Colossoma macropomum.

Bandas Peso Molecular (kDa) Frequéncia 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 70 778 21)
11 75 18,5 (5)
12 78 22,2 (6)
13 85 40,7 (11)
14 90 14,8 (4)
15 100 778 (21)

Amostras entre parénteses — niimero de animais que apresentam aquela proteina;

Discussao

Em recentes anos, intimeras proteinas do plasma seminal sdo identificadas e
caracterizadas (Moreau et al., 1999), e diversas associadas com a fertilidade em varias
espécies (Ayyagari et al., 1987; Kraus et al., 2001). A identificagdo das proteinas do
plasma seminal tem mérito considerdvel, pois podem ser usadas para predizer a
fertilidade, tanto para aumentar como prevenir (preservativo) (Killian, et al., 1993).

Correlacdo entre proteinas do plasma seminal e fertilidade de machos ja foi
informado para algumas espécies de animais domésticos como touro (Killian et al.,
1993), carneiro (Jobim al et., 2005), bode (Villemure et al., 2003), equinos e suinos
(Calvete et al., 1997). A presenca de fatores de proteina no plasma seminal, foi descrita
para algumas espécies de peixe também, tal como Oreochromis niloticus (Mochida et
al., 2002), Oncorynchus mykiss (Loir et al., 1990; Lahnsteiner et al., 2004; Lahnsteiner,
2006); Cyprinus carpio (Kowalski et al., 2003). Em alguns estudos (Mochida et al.,

1999; Lahnsteiner et al., 2004; Lahnsteiner, 2006), os fatores de proteina identificados
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foram associados a parametros de qualidade de esperma. Porém, uma pequena
informacdo sobre proteinas do plasma seminal estd disponivel para peixes nativos
brasileiros (Campos et al., 2006).

No presente estudo, a maioria das proteinas com peso molecular igual ou <50 kDa
(12, 25, 29, 34, 44 e 50 kDa) esteve associada com a melhora na motilidade progressiva,
ou seja, com a presenga das proteinas ocorreram maiores taxas de motilidade
espermatica no sémen pos-descongelamento de C. macropomum. Fato relatado por
Lahnsteiner et al. (2004) que observaram no estudo com Oncorynchus mykiss, que no
meio diluidor contendo PPS (proteinas do plasma seminal) com peso molecular <50
kDa, ocorreram maiores taxas de motilidade e velocidade espermética em relagdo ao
diluidor contendo proteinas de >50 kDa. Em buifalos, Asadpour et al. (2007)
descreveram variagdo semelhante no conteido proteico do plasma seminal, relatando
que uma proteina com peso molecular de 24,5 kDa seria relacionada com maior
motilidade progressiva. No s€émen de C. macropomum a proteina 12 kDa foi a com
maior (P<0,05) interacdo dos parametros de qualidade seminal. Jobim et al. (2003)
observaram que as proteinas <15 kDa, estdo envolvidas na manutencdo da motilidade
espermatica. Assim como em equinos, a presenga de PSPs com peso molecular aparente
de 19,6 e 15,3 kDa, estariam relacionada ao aumento da motilidade progressiva do
sémen, tanto in natura, quanto apds incubagio pos-congelamento (Frazer et al., 1996).

Souza et al. (2007) estudando a correlagdo das caracteristicas do s€men canino
com as proteinas do plasma seminal, notaram uma correlacdo positiva (r=0,55 e r=0,59)
das bandas 58,6 e 67 kDa, com a porcentagem de espermatozoides normais. Ja
Asadpour et al. (2007) relataram também que em bufalos, uma proteina com 45 kDa,

associa-se com a morfologia espermadtica anormal, apds o descongelamento.
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Foram encontradas no presente estudo trés proteinas associadas com a morfologia
espermdtica (12, 29 e 75 kDa), em que a presenga dessas proteinas, no sémen apds
descongelamento, estd associada com a menor taxa de anormalidades espermaéticas
totais, consequentemente um maior percentual de espermatozoides normais. Porém,
observou-se que na auséncia das proteinas 29 e 75 kDa apresentaram maior taxa de
integridade de membrana e funcionalidade mitocondrial. Apesar da presenca destas
proteinas favorecerem a porcentagem de espermatozoides normais, sua auséncia obteve
um maior percentual de membrana integra dos espermatozoides. Em bovinos existem
proteinas do plasma seminal (BSPs) que participam do sequestro dos lipidios
desestruturando a membrana e aumentando sua fluidez, ou seja, se associam a
membrana dos espermatozoides no momento da ejaculagdo, induzindo o efluxo de
colesterol e fosfolipidios da membrana espermatica, que pode induzir a desestabiliza¢do
da mesma, diminuindo sua estabilidade frente aos processos de criopreservacdo de
sémen utilizados atualmente (Therien et al., 1999). Porém a proteina em si nao e ruim
para o restante dos parametros seminais.

A frequéncia das proteinas, 29 e 75 kDa, nas amostras de sémen analisadas, foi de
40,7 e 18,5%, respectivamente. Observando assim 55,18% de espermatozoides com
membrana integra e 53,83% de espermatozoides com funcionalidade mitocondrial no

sémen de C. macropomum ap0s o descongelamento (Fig. 2).
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Fig. 2 - Tlustragcdes de morfologias obtidas por microscopia eletronica de transmissao de
espermatozoides de Colossoma macropomum. (A) e (E) membrana rompida na peca
intermedidria; (B) e (C) membrana da cabeca integra; (D) membranas rompidas na
cabeca e na peca intermedidaria; (F) mitocondria integra.

Bianchi et al. (2008), estudando a associagcdo do plasma seminal com a
integridade de membrana plasmitica (IMP) de espermatozoides suinos pos-
descongelamento, detectaram que uma banda de 26,58 kDa esteve associada a baixa

IMP. Deste modo os autores sugeriram que 88% das amostras que apresentavam IMP

>55%, a banda de 26 kDa estava ausente. Assim como Corcini et al. (2012) relataram
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que a presenca da banda 100 kDa, no plasma seminal de suinos, foi associada com a
reducgdo da integridade de membrana do sémen pré-congelacdo e reducdo da motilidade
pos-congelacdo. Neste estudo, a presenga das bandas 25 e 100 kDa representaram uma
reducdo (P<0,05) da integridade da membrana no s€émen pds-descongelamento. As
bandas 29, 37, 50, e 75 kDa, foram associadas a baixa integridade de membrana, em que
a auséncia dessas proteinas apresentavam integridade >58%. A proteina 100 kDa
também esteve neste estudo associada com a redugao da integridade de DNA.

Bianchi et al. (2008) informaram que em bancos de dados in silico foi encontrado
um grupo proteico com peso molecular de aproximadamente 26 kDa chamado
Sialoproteinas, que tem por funcdo a inibicdo da aglutinacdo das cabecas dos
espermatozoides. Conforme Strzeyek et al. (2002), a deficiéncia desse grupo pode
comprometer o potencial espermdtico de fertilizacdo. Usando -eletroforese
bidimensional (2DPAGE), Flowers (2001) demonstrou a importancia bioldgica das
proteinas 26 kDa e 55 kDa no plasma seminal de suinos, relacionadas com altas taxas
de paricdo, em torno de 86%. Killian et al. (1993) associaram quatro protefnas do
plasma seminal com a fertilidade de touros, sendo que duas proteinas (26 kDa e 55 kDa)
foram detectadas em touros de alta fertilidade. A proteina encontrada no presente
estudo, 25 kDa, foi a que esteve associada com a taxa de eclosdo, além das proteinas 40
e 90 kDa. A proteina 90 kDa esteve associada com a integridade de DNA. Asadpour et
al. (2007) relataram que em bufalos a proteina com 55 kDa estava associada com a
viabilidade do sémen in natura. As proteinas, neste estudo, que apresentaram
associacdo com a viabilidade celular do sémen pds-descongelamento foram as de 25 e
50 kDa.

Estudos mais detalhados sobre a funcdo das PSPs ainda sdo necessdrios, para

elucidar ndo apenas as implica¢des dos efeitos individuais, como também a influéncia
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de outros fatores, como estacdo do ano, nutricdo e idade. A identificacdo de potenciais
marcadores relacionados a pardmetros de fertilidade seria importante na selecdo de
reprodutores para programas de fertilizacao artificial com sémen congelado e formacao

de bancos de germoplasma de animais selecionados.

Conclusao

As proteinas do plasma seminal de C. macropomum influenciaram na qualidade
espermatica apos descongelamento, podendo ser utilizadas como indicadores para a
qualidade espermadtica, principalmente, as proteinas com peso molecular <50 kDa, como

as proteinas 12, 25, 29, 34, 40, 44 e 50 kDa.
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CONSIDERACOES FINAIS

Em conclusdo, os parametros qualitativos do s€men e odcitos de C. macropomum
criados em cativeiros apresentaram mudangas durante a estacdo reprodutiva. As
mudancas nos parametros qualitativos do sémen estdo associadas aos processos de
envelhecimento dos espermatozoides no final da esta¢do reprodutiva, levando a redugao
das taxas de fertilizacdo e eclosdo. Como observado, o melhor momento para a
realizacdo da reproducdo e criopreservagao do sémen, sdo os primeiros dois meses do
periodo de espermiagdo. Ja a quantidade de odcitos, indice de producdo e taxa de
fertilizacdo, foram observados melhores resultados no meio do periodo reprodutivo
(dezembro e janeiro), indicando uma melhor época para se realizar a reproducio da
espécie. As proteinas do plasma seminal de C. macropomum apresentam influéncia na
qualidade espermatica pds-descongelamento, assim como podem ser utilizadas como
indicadores para a qualidade espermadtica apds descongelamento, principalmente as
proteinas com peso molecular <50 kDa, como as proteinas 12, 25, 29, 34, 40, 44 e 50

kDa.



