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RESUMO

O douradoSalminus brasiliensi® um peixe migrador que desperta
interesse para piscicultura. Os procedimentos paraeproducao
induzida sdo dominados, contudo, o uso de sémeapreservado
continua apresentando uso restrito. Apesar da resepvacdo ser
eficiente para manter a motilidade esperméaticdaxes de fertilizacdo
obtidas com sémen criopreservado sdo inferioredoasémen fresco.
Este trabalho visa contribuir para 0 conhecimerdouso de sémen
criopreservado na reproducédo induzida do douradogdnetas foram
obtidos da primeira geracao de dourados proveselteruzamento de
reprodutores  selvagens. Foram realizados expermente
descongelamento (ambiente x &gua), solugdes atdmddagua
destilada, NaCl 0,45% ou NaHGQ%), motilidade espermética e
fertilizacdo com sémen criopreservado de douradmpecando a
solucao crioprotetora ACP104 350 mOsm e metilglicol com a solucédo
comumente utilizada para dourado, que consiste mstuna de
dimetilsulféxido, glicose, gema de ovo e dgua tedi Para ambas as
solucdes foi avaliada a diluicdo do sémen, sendtadas diferentes
propor¢des de sémen:solucdo crioprotetora. O ma&onpo de
motilidade foi obtido com NaCl 0,45% e o descongelato com agua
possibilitou maiores taxas de fertilizacdo, sendee ca solucéo
crioprotetora a base de glicose propiciou os mekhaesultados. A
motilidade e a taxa de fertilizacdo do sémen cesgrvado com a
solucdo a base de glicose ndo foram alteradas gilacao
sémen:crioprotetor, porém, com o uso do A@P4 a motilidade
espermatica e a fertilizacdo foram maiores comneeatio da diluicéo.

Palavras Chaves: crioconservacdo, motilidade espermatica,
fertilizagéo, solugéo crioprotetora, ACP






ABSTRACT

The dourado,Salminus brasiliensjsis a migratory fish that arouses
interest for aquaculture. The procedures for induspawning are
dominated; however, the use of cryopreserved sametill restricted.
Although cryopreservation is efficient to maintagperm motility,
fertilization rates obtained using cryopreservechese are inferior than
using fresh semen. The aim of this study is to rimte for the
knowledge in the use of cryopreserved semen for itiduced
reproduction of dourado. The gametes were obtainew the first
generation of dourados from the cross breedingilof @nes. Different
experiments were conducted related to: thawingnraemperature x
warm water); activating solutions (distilled watér45% NaCl or 1%
NaHCG); sperm motility; and fertilization of cryopresens semen
comparing the cryoprotectant solution AGFO4 350 mOsm and
methylglycol with the standard cryoprotectant usedlourado, which
consists of a mixture of dimethylsulfoxide, glucossyg yolk and
distilled water. For both solutions, it was evaaghtdifferent semen
dilutions, being tested different ratios of semgyoprotectant solution.
In general, motility was longest with 0.45% NaQie tbest fertilization
rates were obtained by thawing in warm water anel $tandard
cryoprotectant solution reach the best results. Thetility and
fertilization rate of cryopreserved semen with d&md solution not
changed by diluting semen in the cryoprotectaniyewer, with the use
of ACP®-104 the sperm motility and the fertilization pretsl the
highest values with the dilution increasing.

KEYWORDS: cryopreservation, sperm motility, fertilization,
cryoprotectant solution, ACP
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INTRODUGCAO GERAL

O douradoSalminus brasiliensi® um peixe muito apreciado
pelos pescadores esportivos e artesanais, é tambemtrativo para
estabelecimentos de pesque-pague e possui elevago ge mercado
em funcdo da excelente qualidade de sua carne.uls pgrincipais
razBes que tém despertado o interesse pela réalizcestudos com o
dourado séo o seu potencial para piscicultura eeacppagdo com a
conservacdo da espécie, que se encontra com estedueido ou
ameacado de extingdo em varias bacias hidrogrdfidBENGARTNER
E ZANIBONI FILHO, 2010).

A revisdo feita por Lima e Britski (2007) incluiuna nova
espécie para o géner@alminusno Brasil: 0S. franciscanusgque
apresenta distribuicdo restrita a bacia do rio Bé@mcisco. Existem
ainda oS. hilarii, que é originario das bacias do Alto Rio Parana, Sao
Francisco, Tocantins e Alto Amazonas; &.obrasiliensiscom ampla
distribuicdo geogréafica. Esta espécie é encontradabacias dos rios
Parana, Paraguai, Uruguai, Alto rio Chaparé e Mémambos na
Bolivia, e nas bacias ligadas ao sistema lagunadrag@a dos Patos
(WEINGARTNER, 2010).

Dentre as espécies do génefo,brasiliensisé a que atinge o
maior tamanho e possui maior nimero de trabalhlagio@ados ao
cultivo, sendo considerada por isso a que possudior potencial para a
piscicultura (WEINGARTNER e ZANIBONI FILHO, 2010).

Esta espécie foi incluida pelo Ministério da Pesasquicultura
como uma das espécies prioritarias ao desenvoltinuentecnologia de
cultivo para a regido Sul do Brasil, além dissta es Lista Estadual de
Espécies Ameacadas de Extingdo do Estado do Rind&mo Sul. As
agressdes que os ambientes aquaticos vém sofritdmaliretamente
as populacdes de espécies nativas de peixes. idetbs estoques
pesqueiros esta ocorrendo por diversos motivostrelens quais,
destacam-se: a sobrepesca, a poluicdo, o usotanotdlida agua, a
construcdo de barragens e reservatérios, 0 exdratly a introducéo
indiscriminada de espécies exoéticas e as mudandiasaticas
(CARNEIRO, 2007). No estado do Rio Grande do Sdma S.
brasiliensisesta na lista das espécies ameacadas de extinpémbida
a sua pesca, inclusive na bacia do rio UruguaiteDfesma, existe uma
grande mobilizacdo no sentido de garantir a pragéovdo dourado na
regido da bacia do rio Uruguai, sendo necessarar gdormacgdes que
promovam com seguranca sua reproducédo e cultivo.
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A reproducdo do dourado em cativeiro é dominadgylisdo o
protocolo de inducdo hormonal para peixes migraderas indicacdes
feitas nos estudos especificos para a espéciebjpitessim atingir altas
taxas de fertilizacdo (WEINGARTNER e ZANIBONI FILHQ010).
Weingartner (2010), estudando diversos aspectos regmoducéao
induzida deS. brasiliensisverificou que a taxa de fertilizacéo é afetada
pela relagdo entre a quantidade de ovdcitos, ders@&o volume da
solucdo ativadora, recomendando a manutencdo deramda 1:10
(ovécitos:dgua de ativacdo) e a adicdo de aprodmedte 5 mL de
sémen para cada quilo de ovécitos para obtencdnadéma taxa de
fertilizacao.

Outra possibilidade para a fertilizacdo induzida étilizacdo de
sémen criopreservado, que permite a conservagdérden por longos
periodos. Seu armazenamento é uma ferramenta gsei mhferentes
aplicabilidades: seja a conservacdo de recursastiges das espécies,
seja na aquicultura. Bancos de gametas vém senddosrcom o
objetivo de proteger espécies ameacgadas de extmcaoxiliar nos
programas relacionados com preservacdo da bioitiades (KOPEIKA
et al., 2007; PANIAGUA-CHAVEZ, 2011).

Na aquicultura, a manutencéo de amostras repréisastde uma
populacdo em um banco de germoplasma, possibilitadacdo do
numero de individuos machos no plantel de reprodsto vivo e
facilita os trabalhos de rotina dentro de um latdoi@ de reproducao
induzida, pois disponibiliza prontamente o sémeral®s machos para
reproducgdes, favorecendo, inclusive, a concentraigho esforcos de
manejo somente com exemplares fémeas (CARNEIRT)200

No entanto, Tiersch et al. (2007), apontam algubzseiras a
maior aplicacdo de sémen criopreservado para espgguaticas, dentre
as quais se destaca: problemas técnicos, voluntggepes de esperma,
resultados variaveis, uma falta generalizada dssaca tecnologia e, o
mais importante, falta de padronizacdo nas praticatatorios.

Alguns resultados satisfatérios de motilidade ewmpica na
criopreservacdo do sémen de peixes foram obtidoénp as taxas de
fertilizac@o esperadas com o0 uso de sémen crigpegkepara espécies
brasileiras variam de 31 a 100% em relacdo asashtidm sémen fresco
(Viveiros e Godinho, 2009). Para a esp&idrasiliensiso assunto foi
tratado inicialmente por Coser et al. (1984), senetiomado somente 19
anos depois por Carolsfeld et al. (2003), apésa®is por Viveiros et
al. (2009) e recentemente por Weingartner (2010).
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Criopreservacao

A criopreservacdo é uma ciéncia ou técnica quea tgd
conservacao da vida em baixas temperaturas. A rss&peala atividade
celular durante tempo indefinido e a possibilidade proceder
posteriormente sua reanimacdo, consiste numa fentamutil e
importante para a ciéncia em geral e, em particpka a biologia da
reproducédo (HERRAEZ, 2009; SILVA e GUERRA, 2011).

A conservacdo de bancos de germoplasma é uma &éonic
ferramenta com diversas utilidades, tais como: e@wagdo da
biodiversidade, protecéo de espécies em extinglicagdo no manejo
reprodutivo e manutencdo de variedades com espeaiat. Desta
forma, Herrdez (2009) destaca a importancia desaaaquicultura,
tendo em conta o desenvolvimento de programas deoraeento
genético, no gerenciamento de situacdes de riscaletierminadas
espécies devido a problemas ambientais e a exstéiecvariedades
com interesse biotecnolégico.

A criopreservacdo na aquicultura pode ser utilizadan a
finalidade de preservar genes que apresentamse&reootécnicos, de
reduzir custos na manutencdo de bancos de repredutie facilitar o
transporte de sémen e para aumentar a variabiligadética de uma
determinada populagdo, reduzindo, por exemplo, |lpmds de
consanguinidade (CARNEIRO, 2007; MARIA et al., 209

No Brasil, a criopreservagdo recebeu um signifeantentivo
quando um projeto desenvolvido pela organizacdogudernamental
canadense “World Fisheries Trust”, em parceria agmversidades
brasileiras, buscou desenvolver um protocolo maécviavel para a
criopreservacdo do sémen de espécies migradorasarseticanas
(WEINGARTNER et al., 2012).

Segundo Maria et al. (2009), um dos entraves pama®r
utilizacdo e comercializagdo do sémen de peixdgosaho Brasil é a
necessidade de determinacdo de protocolos efickz@sanipulacéo e
processamento desse material. Os mesmos autoresesugue para
consolidar o processo de desenvolvimento dessdecpios deve-se
enfatizar a padronizacdo das etapas e parameteosegseguem: coleta
e diluicdo do sémen, determinacéo dos diluente®protetores, tempo
de equilibrio, taxas de resfriamento e descongeltomes proporcdo
espermatozdides:ovo nos testes de fertilizacédo.
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Crioprotetores

O sémen puro de peixes ndo apresenta bons resuftad®d uso
apos congelamento, sendo esta técnica viabilizpgaaa quando se
mistura 0 sémen com solugdes crioprotetoras. Esthscdes sao
compostas por um crioprotetor extracelular e outtacelular com a
funcdo de prevenir as crioinjurias dos espermatiegoidurante o
procedimento de congelamento e de descongelam@iWEIROS et
al., 2009) e, adicionalmente, devem possuir btixiidade para as
células e alta solubilidade em agua (MELO, 2010).

Nos ultimos anos, véarios estudos vém sendo realizaisando
testar diferentes combinacfes de crioprotetorea aasriopreservacao
de sémen de peixes nativos sul americanos. Algestesltrabalhos tém
registrado resultados satisfatérios da motilidadpesmatica pos-
descongelamento do sémen criopreservado de Cluaraef (CRUZ-
CASALLAS et al., 2004; MELO e GODINHO, 2006; OLIVEA et al.,
2007; TAITSON et al., 2008; VIVEIROS et al., 201G1ELIZARDO et
al.,, 2010); inclusive para o dourado (COSER et 4dl984;
CAROLSFELD et al., 2003; VIVEIROS et al., 2009).

Os crioprotetores extracelulares sao mais diveesibs, sendo
necessario que consigam carrear o crioprotetoadelular e possuir
osmolaridade similar a do sémen, de modo que nlaatenos
espermatozoides inativos depois da mistura. Caldisgft al. (2003)
propuseram um protocolo para criopreservacdo deerséie peixes
migradores brasileiros, comumente utilizado, e cpesiste na mistura
de glicose com uma gema de ovo de galinha, dimEfilddo e agua.

Esta solugdo padréo de glicose e gema de ovo all@ioh agua é
bastante utilizada, porém, recentemente, testes movas solucdes
crioprotetoras buscando melhorar a capacidaderdersériopreservado
tem sido realizados. Nesta linha, a forma estayeldzonizada da agua
de coco, nomeada de agua de coco em pé tendoaasRiF, esta
sendo experimentada como uma alternativa paraopreservacédo de
sémen de peixes.

Agua de Coco em P6 (ACP

A agua de coco no seu estado natural apresentetarésticas
indicadas para ser usada como crioprotetor extdaceluma vez que é
rica em nutrientes, € capaz de manter a isotonliejdasmolaridade e o
pH do esperma sem comprometer a membrana dos edpeoides e
mantendo-os inativos, condi¢cbes fundamentais parau@esso na
reproducéo artificial (RONDON et al., 2008; MELM1D).
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Estudos realizados utilizando a agua de coco kquidra
criopreservacdo de sémen de peixes nativos ohtiveesultados
satisfatérios par@olossoma macropomu(RARIAS et al., 1999) e para
Prochilodus lineatustMURGAS et al., 2003). Porém, mesmo com
avangos no processamento da agua de coco na fagmidal esta
solucdo depois de acondicionada e armazenada, a@pdesenta
alteracbes na sua propriedade.

Um grupo de pesquisadores desenvolveu um prodpeciiso
para criopreservacdo: a agua de coco em pé {A@tecnologia
Brasil) proveniente da espécie de cdgocos nucifera possuindo a
vantagem de que uma vez processada, ndo modificeosuposicao até
a sua utilizacdo, garantindo um padrdo constantmfiavel no que diz
respeito a estabilidade de suas propriedades.

O uso da ACP nas solugdes crioprotetoras com a funcdo de
crioprotetor extracelular tem sido testado pararalgs espécies de aves
(RONDON et al., 2008), de mamiferos (MOTA FILHO adt, 2011;
SILVA et al., 2012) e de peixes (VIVEIROS et ab038; VIVEIROS et
al., 2010a).

Um produto destinado para peixes teledsteos faredvido e
registrado como ACR104 (VIVEIROS et al., 2008). A avaliacdo da
motilidade espermatica pos-descongelamento de sériepreservado
utilizando ACP-104 paraProchilodus lineatusLeporinus obtusidens
Brycon orbignyanus apresentou resultado similar ao controle
(VIVEIROS et al., 2008), porém o AEPL04 ainda n&o foi testado para
o0 dourado.

Em estudos recentes cdprochilodus lineatusViveiros et al.
(2010a) verificaram que o sémen criopreservado e@P°ALO4
apresentou maior motilidade de espermatozoides we agueles
criopreservados em mistura com glicose. No entae$ses autores
observaram que a velocidade dos espermatozoides taxea de
fertilizacdo néo diferiram entre os dois diluidgresncluindo que tanto
a glicose como a ACPcombinadas com metilglicol s&o substancias
apropriadas para a criopreservacédo do sémen ashzuri
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OBJETIVO GERAL

Contribuir para o conhecimento e na otimizacaostode sémen
criopreservado na fertilizacdo de ovdcitos duranteproducao induzida
do douraddsalminus brasiliensis

OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Verificar a eficacia do uso do AEPcomo crioprotetor
extracelular de sémen do dourado;

¢ Testar diferentes diluicbes de solugbes criopradstgara
criopreservacdo do sémen do dourado;

» Testar diferentes solugfes ativadoras na motilidldeémen
criopreservado do dourado;

e Comparar dois métodos de descongelamento do sémen
criopreservado do dourado para uso na fertilizagdurida.

O artigo apresentado no capitulo | foi submetida paiblicacao
na revista Journal of the World Aquaculture SocietD artigo
apresentado no capitulo Il serd submetido paraigagdlo na revista
Aquaculture
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Capitulo |
Avaliacdo do ACP-104 em diferentes diluicdes para a
criopreservacdo do sémen do douradBalminusbrasiliensis

Ana Carolina V. Zanandrea, Marcos Weingartner eyE2amiboni Filho

Resumo

O estudo teve como objetivo comparar o efeito des dwlucdes
crioprotetoras utilizadas em distintas propor¢cées sémen:solucéo
crioprotetora sobre o tempo e o vigor da motilidagpermatica do
sémen criopreservado do dourggmiminus brasiliensjgendo avaliado
o efeito de trés solucdes ativadoras distintas€@es foi obtido da
primeira geracdo de dourados nascida em cativaiowepiente do
cruzamento de selvagens capturados no rio UrugaaidlB Foram
tratadas separadamente as amostras de animais tgldsme n&o
submetidos a inducdo hormonal para maturacdo gbnAdsolucéo
crioprotetora ACPB-104 350 mOsm, foi comparada com a solucéo
comumente utilizada para dourado, que consiste Istuna de
dimetilsulféxido, glicose, gema de ovo e agua i O sémen
coletado foi misturado as solugdes crioprotetoras @iferentes
diluicBes, sendo testadas: 1:3, 1:9, 1:15, 1:212&. Para andlise, as
amostras criopreservadas foram descongeladas a&%&ti@adas com
agua destilada, NaCl 0,45% ou NaHCI®6. A inducdo hormonal nédo
alterou a motilidade espermatica>Qp05). A motilidade do sémen
criopreservado com a solucdo a base de glicosdfan&dterada pela
diluicdo sémen:crioprotetor, porém, com o uso doPACO4 a
motilidade e o vigor foi maior com o aumento daligéio. As distintas
solucbes ativadoras proporcionaram 0 mesmo vigoerggtico para
ambas as solucdes crioprotetoras, porém o tempmatididade foi
maior (p<0,05) quando utilizado NaCl 0,45% (42,8253 s). Nas
condicBes testadas, indica-se para a criopreservdgd sémen do
dourado o uso da solugéo crioprotetora padrao poessitar de menor
quantidade de solucéo crioprotetora e de espagogarmazenamento
de um mesmo volume de sémen.

Palavras-chaves: crioprotetores, motilidade espaaa
dimetilsulféxido, peixe, rio Uruguai.



26

Introducéo

O dourado,Salminus brasiliensjsé representante da familia
Characidae que habita importantes bacias hidregiafila América do
Sul. As duas principais razdes que tém despertadutecesse pela
realizacdo de estudos com o dourado, de acordoWeingartner e
Zaniboni Filho (2010), sdo o seu potencial parecigidtura e a
preocupacdo com a conservacdo da espécie, quecsatrancom
estoque reduzido ou ameacado de extingdo em var@das
hidrogréficas.

A técnica de criopreservacdo é uma alternativa paaater
bancos de germoplasma e reduzir custos de prodizcaquicultura. A
viabilidade da criopreservacdo depende da utilzad@ solucdes
crioprotetoras capazes de prevenir as crioinjuri@asisadas aos
espermatozoides durante os procedimentos de comgdia e de
descongelamento (Viveiros et al. 2009).

Apesar da viabilidade dos resultados obtidos rna@przservacéo
do sémen de peixes, segundo Viveiros e Godinho9j2@3 taxas de
fertilizac@o esperadas com o uso de sémen criopegkepara espécies
brasileiras variam de 31 a 100% em relacdo as asbtwbm sémen
fresco. Para o dourado, Viveiros et al. (2009) nlzsam significativa
reducdo da taxa de ecloséo obtida com o uso donsériopreservado
(17-23%) em relacéo ao sémen fresco (60%). Alteastle produtos e
processos devem ser testadas para melhorar ddaaleildo sémen apos
a criopreservacao.

O uso da ACP (a4gua de coco em pé) nas solucdes crioprotetoras
com a funcdo de crioprotetor extracelular tem siditizada para
espécies de aves (Rondon et al. 2008), mamiferaga(iilho et al.
2011; Silva et al. 2012) e peixes (Viveiros et 2008; Viveiros et al.,
2010a). Um produto especifico foi desenvolvidcagagixes teledsteos,
sendo registrado como A&R04 (Viveiros et al., 2008).

A andlise da motilidade espermética tem sido |agyden
utilizada como indicadora da qualidade espermati¢aveiros e
Godinho 2009; Bobe e Labbé 2010; Fauvel et al. RODversos
trabalhos tém registrado resultados satisfatorias motilidade
espermatica apds o descongelamento do sémen ceopado de
Characiformes sul americanos (Cruz-Casallas et2@04; Melo e
Godinho 2006; Oliveira et al. 2007; Taitson et24l08; Viveiros et al.
2010b; Felizardo et al. 2010); inclusive para o rdda (Coser et
al.1984; Carolsfeld et al. 2003; Viveiros et al02p
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A avaliacdo da motilidade espermatica pés-descangzito de
sémen criopreservado utilizando AGP04 paraProchilodus lineatus
Leporinus obtusidense Brycon orbignyanusapresentou resultado
similar ao controle (Viveiros et al. 2008), poréMGP"-104 ainda n&o
foi testado para o dourado.

Na andlise pés-descongelamento, 0 meio externaagtd para
ativar o sémen pode afetar as caracteristicasregpeas (Yasui et al.
2012), influenciando na motilidade esperméticareifos e Godinho
(2009) relatam que as solu¢ces mais indicadasipadwair a motilidade
espermatica sédo agua destilada, NaCl 0,3% e NaH@&O

Neste estudo foram realizados diferentes testesabde os
melhores resultados de motilidade para o sémerpregervado do
dourado, utilizando animais induzidos e néo-indogidA solucdo
crioprotetora & base de ABR04 foi comparada em relacdo & solucéo
crioprotetora comumente utilizada para a espécads ambas
avaliadas em distintas propor¢cdes de sémen:solagéprotetora, e
testando para a ativacao espermatica trés solatiadoras distintas.

Material e Métodos

Selecdo dos Machos e Obtencdo do Sémen

Foram utilizados machos de doura8alminus brasiliensisla
primeira geragdo nascida em cativeiro e descergled&e peixes
selvagens capturados no alto rio Uruguai (Bra€i§.animais tinham
cinco anos de idade e foram mantidos em viveirosget®, sendo
alimentados diariamente com ragcao comercial cootdfél de proteina
bruta.

Foram selecionados nos viveiros seis machos queraldm
sémen com leve pressao abdominal, sendo estesosevaara o
laborat6rio e mantidos em tanques circulares d@ LGfbastecidos com
agua corrente e taxa de renovacdo de 17 vezesatediperatura de
26°C e concentracdo de oxigénio dissolvido em nslia 0 mg/L.

Os machos selecionados tinham em média 1024+97,18 ¢
460+11,08 mm e foram separados em dois grupofdatimais cada:
induzidos e n&o-induzidos. As amostras de sémenindiduos
submetidos e ndo submetidos a inducdo hormonamfdratadas
separadamente. A inducdo hormonal foi realizada doas injecBes
intramusculares de extrato bruto de pituitaria aiga (CPE), contendo
0 equivalente a 0,4 e 4 mg CPE/kg, mantendo umvaidtede 12 horas
entre as aplicacbes (WEINGARTNER e ZANIBONI FILHZD10).
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Para a coleta do sémen, os machos foram retiraogadques e
a regido urogenital foi seca com papel toalha. megéfoi retirado
através de leve pressdo abdominal com movimentosserdido
encéfalo-caudal, evitando a contaminacao do sémefepes e urina. O
sémen foi coletado em tubo de Falcon e a qualidaeinal foi
posteriormente avaliada. Foi selecionado o sémemdénico macho
induzido e um né&o-induzido, sendo que 0 mesmo teapresentar as
seguintes caracteristicas: consisténcia leitodaragg@io esbranquicada,
tempo de motilidade superior a 40 segundos e \8gperior a 80%.
Dentre os peixes induzidos, o sémen do macho eekd apresentou
tempo de motilidade de 51 segundos, vigor espermate 90% e
concentracdo espermatica 1,27 X" Espermatozoides/mL. O sémen do
macho ndo-induzido apresentou motilidade de 42 rekg) 90% de
vigor e concentracéo de 1,32 x18spermatozoides/mL.

Comparacéo das Solugbes Crioprotetoras em Difey&nlaicoes

Foi avaliada a relacdo sémen:solugdo crioprotettimaduas
solucbes crioprotetoras para o sémen do dourad@ s solucbes
crioprotetoras utilizadas foi a férmula genéricaateolvida para peixes
migradores sul americanos (Carolsfeld et al. 20Q8g consiste na
mistura de 10% (15 mL) de DMSO (dimetilsulfoxidéfo (7,5 g) de
glicose e uma gema de ovo de galinha, acrescid@®banL de agua
destilada, definida neste estudo como a soluc@protietora padrao -
CP. A outra solucéo testada foi a ACF04 350 mOsmol, que consiste
na mistura de 4gua de coco em pé (3,74 g) e nietilg|10% v:v)
diluidos em agua destilada com volume final de &0 definida como -
CA.

O sémen coletado foi misturado as solucdes CA ee@P
diferentes diluicdes, sendo testadas as propor¢d®si:9, 1:15, 1:21 e
1:27 de sémen:solucdo crioprotetora. Posteriormeestas foram
envasadas em palhetas de 0,5 mL e acondicionadetsindente em
botijao de vapor de nitrogénio (Dry shipper Taygharton, CP model
300, Harsco Corp., Theodore, AL, U.S.A)).

Descongelamento e Analise da Motilidade do Sém@pfarservado

As amostras foram analisadas num intervalo entiee &evinte
dias apos o congelamento. O descongelamento datgmmfoi realizado
em temperatura ambiente de 25°C e cada tratamentavhliado
ativando as amostras com trés diferentes solucBss.solucdes
ativadoras testadas foram agua destilada, NaClO@NaHCQ 1%,
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sendo cada andlise realizada em triplicata para cathbinacdo de
tratamentos.

Para avaliacdo do efeito dos diferentes tratamerboam
considerados o tempo de motilidade espermaticaigor espermatico
no pos-descongelamento, conforme descrito por §faldlet al. (2003).

Analise Estatistica

Para a andlise estatistica, os dados em porcentdgewgor
espermatico sofreram transformacéo angular (aro sgMf00). As
andlises foram realizadas com o auxilio do softwstaistica e, apds
constatada a normalidade dos dados, foi utilizad®¥A Fatorial para
verificar a existéncia de diferencas entre os rratdos. Se verificada
diferenca aplicou-se o teste de Tukey para separagh médias
(p<0,05). Todos os dados estdo apresentados pdlatdésvio padréo.
Para avaliacdo do efeito das diferentes diluicdes olucdes
crioprotetoras foi utilizada a analise de regredis&ar.

Resultados

A qualidade do sémen criopreservado, considerandmlacdes
crioprotetoras, as diluicbes e os ativadores atlis, apresentou
distintos resultados entre o sémen obtido de machibsnetidos a
inducdo hormonal ou néo tratados com horménio ord(kabela 1).
Nao foi verificada diferenca significativa (p=0,0para o tempo de
motilidade, enquanto que para o vigor espermaticmachos induzidos
alcangcaram maiores porcentagens (p=0,02).

Tabela 1. Tempo de motilidade e vigor espermatico s&émen
criopreservado do doura@alminus brasiliensiproveniente de machos
hormonalmente induzidos e n&o-induzidos.

Tempo de Vigor Espermatico
Machos Motilidade (s) (%)
Induzidos 37,80+24,07 32,67+21,56
N&o-induzidos 34,49+22,47 29,11+21,29

" Diferenca significativa pela ANOVA Fatorial (p<0)05

O aumento da diluicdo do sémen na solugéo cridpraté base
de agua de coco aumentou o vigor e 0 tempo daidaatd espermatica,
porém, ndo ocorreu relacdo significativa destesimatros para a
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solugdo padrdo. O valor do coeficiente de detergdmando foi
significativo para a solucdo padrdo, tanto paraptemde motilidade
como para vigor espermatico, r?=0,0216 e r2=0,06@§pectivamente.
A regresséo linear conseguiu explicar significatredacdo entre a
diluicao e solucgéo crioprotetora para as amostasACP (Fig. 1).

Figura 1. Tempo de motilidade (A) e vigor esperota{iB) do sémen
criopreservado ddBalminus brasiliensiem diferentes diluicdes nas
solucdes crioprotetoras padrdo (CP) e AQBA) expresso pelo valor
médio obtido por distintos ativadores para umardetada diluicdo
considerando machos induzidos e ndo-induzidos.
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As solucdes ativadoras testadas ativaram o sénwgreservado
com as solugdes crioprotetoras e nas diferentais@is testadas, exceto
para as amostras a base de A@#uidas em 1:3 e ativadas com agua
destilada ou NaHC{1%, tanto para os machos induzidos como para 0s
nao induzidos. Os resultados estatisticos apontadifarenca
significativa na relacdo dos distintos ativadoresncas solucoes
crioprotetoras (Tabela 2).

Avaliando o tempo de motilidade espermatica, a cdmlude
cloreto de sodio ativando amostras com o criopotghadrao
proporcionou maior tempo de motilidade, enquani® guando ativada
com agua destilada apresentou o menor tempo. @uvasitb o vigor
espermatico, exceto pelas amostras de soluciaaeopra com ACP
ativadas com cloreto de sbédio e bicarbonato deosdwio houve
diferenca entre as demais combinacdes testadas.

Tabela 2. Tempo de matilidade e vigor espermatioosdmen do
dourado Salminus brasiliensicriopreservado com distintas solugdes
crioprotetoras e ativado com diferentes solucGeadtras.

Solucdes Solucéo Tempo de Vigor
Ativadoras Crioprotetora Motilidade (s) Espermatico gA))
Padréo 51,70+18,25 36,67+13,2

NaCl0,45% ACP” 33,93+23,¢  24,67+17,1%

NaHCQ, Padréo 42,70+16,62  41,33+13,58

1% ACP® 26,89+23,80F 13,00+12,08

Agua Padréo 24,90+15,66  28,00+18,8%

Destilada ACP” 36,77+29,8°  41,67+32,1%

Letras diferentes na coluna indicam diferenca Sativa pelo teste
Tukey de separacdo de médias (p<0,05).

Discussao

De acordo com Bobe e Labbé (2010) os indutoresedevd séo
muito eficientes no aumento do volume espermatica geducdo da
densidade do sémen, sugerindo que os indutore€mant aumentam a
motilidade espermatica nas espécies testadasficmstio que a
estimulagdo hormonal é favoravel para a maturagi@spperma nos
testiculos e nos ductos espermaticos. Neste ti@b@ihobservado que
0 uso da inducdo hormonal possibilitou maior flaide® sémen para o
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dourado, facilitando o manuseio para a criopregéaporém, néo
houve diferenca no tempo de motilidade.

Resultados semelhantes foram observados cBnycon
amazonicus onde machos induzidos com extrato pituitario depa
apresentaram maior volume de sémen e diminuicdoodaentracdo
espermatica, sem alteragdo da motilidade (Pardm&ar et al. 2006).

Neste estudo foi verificado maior vigor espermatian sémen
criopreservado proveniente do macho induzido. \¢@ga na qualidade
e quantidade de sémen podem ocorrer de acordo comn@ento do
periodo reprodutivo da espécie; assim, as anaisgsrmaticas podem
ser utilizadas para auxiliar na determinacéo dagotimo para a coleta
do sémen (Rurangwa et al. 2004).

A indugcdo hormonal em peixes doadores de sémen para
criopreservacdo garante o aumento do volume prdduziorém, o
manejo necessario para aplicacdo de hormdnios Bo®sp acaba
restringindo essa préatica a condi¢cdes de labooatdrimanutencéo da
gualidade do sémen criopreservado do dourado foelbante com ou
sem a indugc&o hormonal prévia, permitindo a caletaémen de peixes
selvagens diretamente do ambiente natural durantepedodo
reprodutivo, favorecendo a realizacdo dos trabadl@osriopreservacao
para fins de preservacédo da variabilidade genética.

O uso de ACP-104 combinado com metilglicol e diluido numa
proporcéo de até 1.9 (sémen:solucdo) proporcioesuitados inferiores
na motilidade e vigor espermético 8ebrasiliensigjuando comparada
a solucéo padréo a base de DMSO e glicose. Someatelo a solucdo
de ACP’-104 foi utilizada numa diluicdo maior ou igual:48.é que os
resultados de motilidade e vigor espermatico atimgi os valores
semelhantes aos obtidos pela solucdo padréo.

A comparacdo do ACP104 300 mOsmol com uma solucdo
crioprotetora controle a base de glicose e meatdglfoi testada por
Viveiros et al. (2010a) para a criopreservacdo émesn de outro
characiforme sul americand}rochilodus lineatus revelando maior
motilidade com o uso de ACRiiluido na proporcéo de 1:9, porém, sem
diferenca na velocidade dos espermatozoides exaad fertilizacéo,
concluindo que o ACR104 é apropriado para a criopreservacdo do
sémen da espécie.

A diluicdo recomendada entre 0 sémen e a solugapratetora
varia entre autores e espécies estudadas, seridadagor Carolsfeld
et al. (2003) uma diluicdo entre 1:3 e 1.5 par#@men dos peixes sul
americanos. Apesar da diferenca da qualidade derséarificada para
as diferentes diluicbes com o uso da solugdo corA®AG vigor e o
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tempo de motilidade espermatica ndo foram alterpéts variacao da
diluicho com a solugcdo padrdo. No entanto, Viveiebsal. (2009)
registraram para a mesma espécie melhor resultadeondatilidade
utilizando combinacdes de solugbes crioprotetoram OMSO em
diluicBes de 1:5 quando comparado com a diluicab: tie.

A composicdo da solugdo ativadora do sémen criepr@gdo
pode alterar a avaliagdo da motilidade esperméficagua destilada
apresentou resultados inferiores de vigor e matiédespermética para
0 sémen deéP. lineatus(Murgas et al. 2007) e de motilidade para o
sémen de dourado (Carolsfeld et al. 2003) quandepamada com a
ativacdo feita com solucdo de bicarbonato de sddiste estudo,
também foi observado que o tempo de motilidade eosolucdo de
bicarbonato de s6dio, assim como a de cloreto die sfbi superior ao
obtido com &gua destilada para amostras criopredasvcom solucéo
padrdo. Porém, para esta mesma solucdo criopmtetor vigor
espermatico foi semelhante para todos os ativadtestdos. E
interessante ressaltar que testes de fertilizagdaecomendados para
avaliar o efeito dessas solucbes sobre a interacéo
ovQcito/espermatozoide.

Com este estudo pode-se concluir que nao foi gadb efeito da
inducdo hormonal no tempo de motilidade, mas detawao vigor; bem
como que o uso da AERL04 é indicado para a criopreservacdo de
sémen de dourado somente quando em diluicdes shmsdo
crioprotetora maiores ou iguais a 1:15. As difezsrsolucdes ativadoras
afetaram o tempo de motilidade e o vigor espermatio sémen
criopreservado do dourado para ambas o0s criopresetestados.

Com base nos resultados obtidos, indica-se para a
criopreservacdo do sémen do dourado o uso da sotugrotetora
padrao desenvolvida por Carolsfeld et al.(2003k glém de produzir
resultados iguais ou superiores de motilidade esftera em relacdo ao
ACP®-104, nao foi afetada pela diluicio sémen:solucipmtetora, o
gue reduz os custos da criopreservacao do sémemepessitar de
menor quantidade de solugcdo crioprotetora e de cesgmra 0
armazenamento de um mesmo volume de sémen.
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Capitulo Il
Uso do sémen criopreservado na reproducao induzid#o dourado
Salminusbrasiliensis

Ana Carolina V. Zanandrea, Marcos Weingartner eyE2amiboni Filho

Resumo

Os procedimentos para a reproducdo de peixes migmdsao
dominados para vérias espécies, contudo, a ufilivage sémen
criopreservado continua com uso restrito. Apesasridgpreservacdo do
sémen ser eficiente para manter a motilidade esyiean as taxas de
fertilizacdo obtidas com sémen criopreservado as#tainferiores as
obtidas com sémen fresco. Neste trabalho foramizaglmls dois
experimentos visando melhorar a taxa de fertiliaaogin a utilizacédo de
sémen criopreservado &alminus brasiliensidNo experimento | foram
avaliados dois procedimentos de descongelamento sé@men
criopreservado do dourado, sendo um exposto agnatemperatura
ambiente - RT e outro imerso em agua aquecida - \R&va tal, foi
utilizada a solugao crioprotetora considerada magedia a espécie - CP,
gue consiste na mistura de glicose, 4gua destilgelama de ovo e
DMSO. No experimento Il, utilizando o melhor proses de
descongelamento obtido no experimento |, foranadest duas solu¢des
crioprotetoras em diferentes diluicbes de sémaut8ol crioprotetora,
sendo: 1:5, 1:15, 1:25 e 1:50. A solucdo padraacdoiparada com a
solucdo ACP-104 350 mOsm, composta por agua de coco em pé
diluida em agua destilada e metilglicol - CA. Omgtas foram obtidos
da primeira gera¢édo do cruzamento de reproduteteagens coletados
no rio Uruguai, sendo machos e fémeas hormonalmindteidos. O
sémen foi coletado trés horas antes da fertilizagd@misturado as
diferentes solugbes crioprotetoras nas suas deviglaporcoes,
envasado em palhetas de 0,5 mL e acondicionaddm#ifo de vapor
de nitrogénio. Para o descongelamento as palhetas fimersas em
agua a temperatura de 60°C por oito segundos ocorpsadas
expostas ao ar em temperatura ambiente de 26°Go sn seguida
misturado a amostras de 10 g de ovdcitos, mantangoporcdo de 5
mL de sémen por kg de ovécito. Apés a fertilizagBoovos foram
mantidos em incubadoras com fluxo constante de. &p@xperimento
I, verificou-se diferenca nas taxas de fertilizagfimnto ao modo de
descongelamento, sendo WW (36,54+17,15%) superior Rl
(17,44+9,36%). No experimento Il, a diferenca dduighes foi
significativa apenas para a solucdo CA. Os resudtapontam que a
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solucéo padrdo é a mais indicada para a criops@ovde sémen do
dourado e que a variacdo da diluicdo do sémen It a taxa de
fertilizacdo. No entanto, a solucdo com ACEpresenta melhores
resultados de fertilizagdo quando utilizada em meaidliluicbes, iguais
ou superiores a 1:25.

Palavras-chave: criopreservacdo, Aa4, fertilizacdo, crioprotetor,
rio Uruguai

1. Introducéo

O armazenamento do sémen criopreservado de peixgnaé
ferramenta com diferentes aplicabilidades, tantocomservacao de
recursos genéticos das espécies como na aquiciBamaos de gametas
vém sendo criados com o objetivo de proteger espéuneacadas de
extingdo e auxiliar nos programas relacionados poeservacdo da
biodiversidade e de melhoramento genético (Kopaikaal., 2007;
Paniagua-Chavez, 2011). Na aquicultura, mantendas®stras
representativas de uma populacdo em um banco deogsma,
permite reduzir o namero de individuos machos nantpl de
reprodutoresin vivo e facilita os trabalhos de rotina dentro de um
laborat6rio de reproducgdo induzida, pois dispoiaiilprontamente o
sémen de varios machos para reproducdes, favoreeeodncentracdo
dos esforcos de manejo somente com exemplares $é(zaneiro,
2007).

A espécieSalminus brasiliensjo dourado, € um peixe apreciado
no sul do Brasil, por possuir caracteristicas adifs para a pesca
esportiva e apreciado pelos pescadores artesanadtodh qualidade de
sua carne. Devido, principalmente, a acdes antépia espécie se
encontra com estoques reduzidos ou ameacados idedexem varias
bacias hidrograficas; sendo, dentre as espéciegédero, esta a que
atinge o maior tamanho e possui 0 maior numero rdbalhos
relacionados ao cultivo, sendo considerada a quesupoo maior
potencial para a piscicultura (Weingartner e Zamilsilho, 2010).

O uso do sémen criopreservado para o dourado &bado
inicialmente por Coser et al. (1984), sendo retamados depois por
Carolsfeld et al. (2003) e por Viveiros et al. (260 Na maior parte dos
estudos, a motilidade espermatica se destaca coparametro mais
comumente utilizado para avaliar a qualidade esfticay porém a
capacidade de fertilizacdo do sémen criopresercattinua a ser o
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mais conclusivo para analise da sua qualidade (@oberal., 2002).
Segundo Bobe e Labbé (2010), o sucesso da fegfilizaé,
provavelmente, uma das primeiras avaliagbes que ped registrada
para estimar com precisdo a qualidade do ovo daawalqualidade
espermatica.

Nos ultimos anos, véarios estudos vém sendo realizaisando
testar diferentes combinacdes de crioprotetoreso®golos para a
criopreservacdo do sémen dos peixes Characiformieansericanos,
buscando as melhores combinagBes para aumentaraxas de
fertilizacdo com o uso do sémen criopreservadoZQCasallas et al.,
2004; Maria et al., 2006; Ninhaus-Silveira et &l0&; Taitson et al.,
2008; Velasco-Santamaria et al., 2006; Viveiroal e2009a e Viveiros
etal., 2012).

Um produto especificamente destinado para o séraegpeikes
teledsteos foi desenvolvido, sendo registrado cA@B®-104 (Viveiros
et al., 2008). Este produto consiste na forma eb@&\padronizada da
agua de coco que possui caracteristicas de um Gtimoprotetor
extracelular (Rondon et al., 2008 e Silva et &112), sendo interessante
experimenta-lo como uma alternativa para a crigpvegao de sémen
do dourado. A avaliacdo da motilidade esperméaticas- p
descongelamento de sémen criopreservado utiliz&@#e®-104 para
Prochilodus lineatus Leporinus obtusidense Brycon orbignyanus
apresentou resultado similar ao controle (Vivegbal., 2008), porém o
ACP®-104 ainda néo foi testado para o dourado.

As taxas de fertilizacdo obtidas com sémen crigpvesio ainda
séo inferiores as obtidas com sémen fresco parai@iendas espécies.
Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a téx fertilizacdo na
reproducédo induzida do douraBalminus brasiliensistilizando sémen
criopreservado testando dois métodos de descongetam e
comparando o uso da solucdo crioprotetora & baseG#E-104 em
relacdo a solucdo crioprotetora comumente utilizpdea a espécie,
sendo ambas empregadas em distintas propor¢deénun:solucéo
crioprotetora.

2. Materiais e Métodos
2.1 Selecao dos Reprodutores e Obtencdo dos Gametas
Foram utilizados exemplares do dour&dminus brasiliensida

primeira geracdo nascida em cativeiro de desceesledé peixes
selvagens capturados no alto rio Uruguai (Bra€l§.animais tinham
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cinco anos de idade e foram mantidos em viveirosded®, sendo
alimentados diariamente com ragdo comercial exdaugsam 40% de
proteina bruta.

Para os experimentos foram selecionados machosbguaram
sémen com leve pressdo abdominal e fémeas comtre \adraulado,
sendo estes animais levados para o laboratériontidoa em tanques
circulares de 1000 L abastecidos com agua coreet#ga de renovacao
de 17 vezes ao dia, temperatura média de 26°Coemvacdo média de
oxigénio dissolvido em 7,0 mg/L.

A obtencdo dos gametas foi realizada através decdud
hormonal para maturacdo final com duas injecdesrmtsculares de
extrato bruto de pituitaria de carpa (CPE), contemequivalente a 0,4
e 4 mg CPE/kg para machos e 0,5 e 5 mg CPE/kg fganaas,
mantendo um intervalo de 12 horas entre as apksaf@eingartner e
Zaniboni Filho, 2010).

Para a coleta do sémen, os machos foram retiragdotadques e
a regido urogenital foi seca com papel toalha. Meséfoi retirado
através de leve pressdao abdominal com movimentosserdido
encéfalo-caudal, evitando a contaminacao do sémefepes e urina. O
sémen foi coletado em tubo de Falcon e a qualidadénal do sémen
fresco foi avaliada, sendo selecionado o sémenrdénico macho para
cada experimento. O sémen fresco utilizado nos rempetos
apresentou as seguintes caracteristicas: cons#sti@itosa, coloracao
esbranquicada, tempo de motilidade superior a 4Qnss e vigor
espermatico superior a 80% (Coward et al., 2002iwiMs et al.,
2009Db).

Os gametas femininos foram obtidos através de s&drudos
ovOcitos das fémeas por massagem ventral. O proeeth de
reproducdo ocorreu pelo método de fertilizacéoca,seendo utilizada a
mesma agua do sistema de recirculacdo que abamemques dos
reprodutores para promover a ativacdo dos gametas.

2.2 Criopreservagao

A solucgédo crioprotetora comumente utilizada padoorado é a
férmula genérica desenvolvida para peixes migradetd americanos
(Carolsfeld et al. 2003), que consiste na mistieald% (15 mL) de
DMSO (dimetilsulféxido), 5% (7,5 g) de glicose e angema de ovo de
galinha, acrescidos a 135 mL de agua destilad@idefneste estudo
como a solucéo crioprotetora padrao - CP.
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Para a realizacdo dos experimentos, 0 sémen fetacld trés
horas antes da fertilizacdo e amostras do sémescofrdoram
acondicionadas em recipiente com gelo para uso ctaiamento
controle. Para a criopreservagcdo, 0 sémen frescanfsturado as
solucbes crioprotetoras nas suas devidas proporgessado em
palhetas de 0,5 mL e acondicionadas diretamenteogijfio de vapor de
nitrogénio (Dry shipper Taylor-Wharton, CP modeD36iarsco Corp.,
Theodore, AL, U.S.A)).

2.3 Experimento | - Descongelamento

No experimento | foram avaliados dois procedimenties
descongelamento do sémen criopreservado do doueagosto ao ar
em temperatura ambiente - RT e imerso em &gua idquac60°C -
WW. Para tal, foi utilizado sémen criopreservado salucéo
crioprotetora considerada padrdo para a espécietr&sn diluicdes
sémen:solucao crioprotetora: 1:5, 1:15 e 1:25.

Para o descongelamento em &gua, as palhetas forarsas em
agua a temperatura de 60°C por oito segundos. €»migslamento em
temperatura ambiente foi realizado pela exposigéar @m temperatura
de 26°C, até o sémen atingir um estado entre pastdgjuido. Em
seguida, o sémen criopreservado foi misturado ss@asde 10 g de
ovdcitos mantendo a propor¢do de 5 mL de sémerkgale ovdcito.
Simultaneamente igual quantidade de sémen fredcotificado para
fertilizar a mesma quantia de ovdcitos, consistimotratamento
controle. Os testes foram realizados em tripliea@s ovdcitos foram
provenientes de uma Unica fémea para evitar variagé resultados de
fertilizacdo pela diferenca na qualidade dos owécintre diferentes
fémeas.

Os ovos foram mantidos em incubadoras cilindricuea® com
fluxo constante de 4gua e a avaliagdo dos tratasdpt realizada
através da taxa de fertilizacdo. A taxa de fea@o foi realizada na
fase de fechamento do blastéporo. Para tal, foramstados no
minimo 260 ovos de cada incubadora e avaliadogstgbomicroscopio
(40x), sendo a taxa de fertilizacao calculada fietaula:

Taxa fertilizacéo (%) =
Numero de ovos normais em fase de fechamento dptaro x 100
/ Namero total de ovos observados
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2.4 Experimento Il - Comparagdo das Solucdes Qrtepras em
Diferentes Dilui¢cdes

No experimento Il foram testadas duas solu¢begraietoras
em diferentes diluicbes de sémen:solucdo criopm@etA solucdo
padrdo para a espécie foi comparada com a soluG-A04 350
mOsm, que consiste na mistura de agua de coco e(3,pé g) e
metilglicol (10% v:v) diluidos em agua destiladancgolume final de
50 mL, definida neste estudo como - CA.

O sémen fresco foi misturado as diferentes solugdes
crioprotetoras nas suas devidas diluicbes, sersad@s as propor¢oes:
1:5, 1:15, 1:25 e 1:50 de sémen:solucéo criopnateto

Amostras do sémen fresco foram mantidas em re¢gpieom
gelo para utilizagdo no tratamento controle, seralta teste realizado
em triplicata. Para o sémen criopreservado o dgstamento foi
realizado através da imersao das palhetas em aguemra 60°C por
oito segundos. Os demais passos da fertilizacdoesam conforme
descrito para o experimento |.

2.5 Andlise Estatistica

Para anular o efeito da qualidade dos ovdcitosesobresultados
obtidos, foi realizado o calculo de ajuste das dasa fertilizacao
conforme descrito por Carolsfeld et al. (2003).eEagiste consiste em
estimar a taxa de fertilizacdo relativa de cad@inanto em relacdo ao
tratamento controle, sendo este considerado 108%alOres da taxa de
fertilizac@o dos tratamentos serdo apresentadogidos em relacdo a
taxa de fertilizacdo obtida pelo respectivo tratatmecontrole, sendo
expresso pela média + desvio padrao.

Em ambos os experimentos os dados em porcentagesragso
transformacdo angular (arc sen/100). Foi utilizada ANOVA
Factorial, com as premissas de normalidade e hafastieidade, nos
experimentos | e Il para verificar a existénciadiferencas entre os
tratamentos e as diluicOes testadas, sendo veldfidderenca aplicou-se
o teste de Tukey para separacdo de médias (p<GlO0®xperimento Il
o efeito das diferentes diluicbes nas distintasicg@s crioprotetoras
também foi avaliado pela andlise de regresséorlinea
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3. Resultados

No experimento | ndo houve efeito das diluicdegesabtaxa de
fertilizagdo (p=0,85), no entanto, verificou-seedénca na taxa de
fertilizacdo quanto ao modo de descongelamentalosanimersdo em
agua (taxa de fertilizacdo=36,54+17,15%) supemodescongelamento
em temperatura ambiente (taxa de fertilizacado=%B,86%).

Considerando a interacdo entre o0s tratamentos de
descongelamento e as diluicbes, a diluicdo 1:2xotgelada em
temperatura ambiente obteve resultado inferioidaosais (Tabela 1).

Tabela 1. Taxa de fertilizag&o (%) com duas fordeadescongelamento
utilizando sémen criopreservado do dour&ddminus brasiliensiem
diferentes dilui¢des.

Diluicdes (sémen:solucéo crioprotetora)

Descongelamento 15 115 1:25

Agua Morna (WW)  31,17+15,3% 26,21+10,9% 52,25+15,73

Temperatura

b b
Ambiente (RT) 22,90+11,1% 19,83+4,84 9,58+7,58

1- Tratamento Controle com Sémen Fresco: 41,90924,8

Valores corrigidos de acordo com Carolsfeld e2@03

ANOVA Fatorial — Tukey, p<0,05. Letras diferenteslicam diferenca
estatistica

No experimento Il foi verificada diferenca entrenteracdo das
diluices com as solucBes crioprotetoras (Tabel# 2kgressao linear
explica parcialmente as taxas de fertilizacdo alsticom o aumento da
diluicao para a solucéo a base de agua de coca €Rigura 1), porém,
nao foi verificada esta relacdo para a solugaogoa@=0), gerando um
coeficiente de determinac&o muito baixo (r2=0,0008)
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Tabela 2. Taxa de fertilizagdo (%) utilizando sérngapreservado do
dourado Salminus brasiliensi:em diferentes diluicbes nas solucdes
crioprotetoras ACR:104 350 mOsm e padréo para espécie.

Diluicdes Solucgdes Crioprotetoras
(sémen:solucéo

® ~
crioprotetora) * ACP Padréo
15 21,9348,46° 67,64+27,4%
1:15 16,68+10,98 49,83+25 27°
1:25 73,5625 52 88,49+17,58
1:50 77,13+22,86 62,28+1,52°

1-Tratamento Controle com Sémen Fresco: 14,62+7,49%

Valores corrigidos de acordo com Carolsfeld e2@03

ANOVA Fatorial — Tukey, p<0,05. Letras diferenteslicam diferenca
estatistica.

Figura 1. Taxa de fertilizacdo (%) usando sémempeeservado do
Salminus brasiliensiem diferentes diluicbes utilizandduas solugdes
crioprotetoras: ACB-104 350 mOs (CA) e a padrdo para espécie (CP).
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4, Discussao

Os principais problemas de controle da qualidadesé@men
criopreservado estdo associados ao descongelameateomposi¢ao
dos crioprotetores, sendo a capacidade de fec¢lzaum dos testes
indicados para avaliar esta qualidade (Rurangwaal.et2004). O
descongelamento em agua morna mostrou-se mais ergéici
independente da diluicdo utilizada, possibilitarado maiores taxa de
fertilizacdo. Viveiros e Godinho (2009) relatam gem geral, o sémen
criopreservado de peixes migratérios brasileirogedeer descongelado
de forma rapida em agua morna (banho-maria), cotangeratura
variando de 30 a 60°C e com duracéo de 8 a 60 degun

Conforme verificado neste estudo, o descongelamkeitto em
agua morna € mais eficaz, mesmo quando a tempeddar é elevada
e possa ser considerada favoravel. Testes de dgdaorento realizados
por Carolsfeld et al. (2003) com sémen criopresirvzéo verificaram
diferenca entre o descongelamento realizado em obaleh 4gua a
temperatura ambiente (28-35°C) ou em agua queftd84) para a
espéciePiaractus mesopotamicusoncluindo que o descongelamento
do sémen na agua em ambientes tropicais € rap#tnl esem requisito
extra de equipamentos para o aquecimento da agesta Dorma, a
imersdo em agua mostra-se cogente para 0 protocso
descongelamento, variando a necessidade de cod&d&mperatura da
agua de acordo com a temperatura do ambiente amdeatiza a
reproducéo.

O aumento da diluicdo apresentou diferente efegtataxa de
fertilizacdo das solugBes crioprotetoras testadaguanto a solugcéo a
base de ACP alcancou maiores taxas de fertilizacdo quando mais
diluido o sémen>(1:25), a solucdo padrao proporcionou em média taxas
de fertilizagdo semelhantes independente da didugsgtada. Yasui et al.
(2012) em estudo comlisgurnus anguillicaudatuserificaram que as
taxas de fertilizacdo foram reduzidas com adicdcaleio, potassio e
magnésio, tendo concluido que, em especial, attaseatracbes de
potassio devem ser evitadas na preparacao deatetqres.

A ACP® é proveniente da agua de coco que é composta por
muitos sais minerais, tendo em maior concentracgmtassio (175
mg/100mL) e o célcio (17,5 mg/100 mL), além de @gitminerais que
aparecerem em menores quantidades (Kwiatkowski l.et 2808;
Viveiros et al., 2010). A concentragéo do ion peitagk’) varia entre o
plasma seminal e os espermatozoides, por exemgila,gprinideos o
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contetido idnico do K pode estar entre 20 a 87 mMol/L (Alavi e
Cosson, 2006).

Em espécies de agua doce, 0 sémen maduro precisande
choque hipo-osmotico para desencadear o inicio dtlidade dos
espermatozoides e, além disso, ha outros fatores ajgtam na
motilidade, como pH, temperatura, concentracémae é osmolaridade
(Islam e Akhter, 2011). Entre estes fatores, a @oinacido de Ké um
fator essencial, que em combinacdo com a pressaétios, realiza o
controle da motilidade espermatica em muitas espéaendo que o
influxo de C&" e o efluxo de K ou N& através de canais idnicos
especificos alteram o potencial de membrana, acqostitui o sinal de
inicio para a motilidade (Alavi e Cosson, 2006ulles com diferentes
grupos de peixes apontam diferencas nessa interggdgdendo
concentracdes de ion’ promover ou inibir a motilidade espermatica,
como visto para salmonideos (Morisawa et al., 1P88prinideos
(Morisawa et al., 1983a; Krasznai et al., 1995k&inges (Toth et al.,
1997; Li et al.,, 2012). Estudos com uma espécies rpabxima ao
dourado, o characiforme sul americd8rycon hennidemonstrou que a
motilidade foi reduzida drasticamente em concef#ggagnaiores do que
140 mM na ativagdo induzida com solucéo de pot§3sibares et al.,
2007).

Os crioprotetores séo utilizados para reduzir gigias causadas
a célula durante o congelamento e descongelansartdo divididos em
duas categorias: os intracelulares e os extracetulgsilva e Guerra,
2011). A combinacdo destes crioprotetores pararaaigfio da solucéo
crioprotetora, assim como a diluicdo desta solug@aprotetora em
relacdo ao sémen podem influenciar nas taxas tikzégdo, sugerindo
gue a preparagcdo da solucdo crioprotetora é primemée espécie-
especifica (Yasui et al., 2012).

A maior concentracdo de minerais presentes na®A@®ando
comparado com a solucdo padrdo, pode estar infaredw na eficacia
da solucdo crioprotetora com A&Pconsequentemente, nas taxas de
fertilizagdo. Assim, parece que somente com o atorem diluicdo do
sémen na solucao crioprotetora é que os sais osmii liquido seminal
atingem a concentracdo que favorece o maximo desdrapdos
espermatozoides, influenciando positivamente na @@ fertilizacéo.
Aparentemente, esse maximo desempenho dos espeoidato ja é
obtido na menor diluicdo testada com a solucaodoadr

Estudos com ACR104 na diluicio de 1:9 (sémen:solucdo
crioprotetora) paraProchilodus lineatusverificaram que o sémen
criopreservado apresentou maior motilidade dosresiezoides do que
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aqueles criopreservados em mistura com glicose, entanto, a
velocidade dos espermatozoides e a taxa de facfi foi semelhante
entre os dois diluidores, concluindo que ambas wsstancias séo
apropriadas para a criopreservacao do séméh lieeatus(Viveiros et
al., 2010).

Para 0S. brasiliensisavaliagbes da qualidade espermatica do
sémen criopreservado em solucéo padrao mostraréones@alores de
motilidade em amostras de sémen diluidas em solcrdjorotetora na
proporcdo de 1:5 do que as amostras diluidas etn(Viteiros et al.,
2009b), e Carolsfeld et al. (2003) recomendam uitn&d8o entre 1:3 e
1:5 para o sémen dos peixes sul americanos. Nosriegntos de
fertilizacéo para dourado utilizando distintas igifies de solucdo a base
de glicose, gema de ovo e DMSO, quando comparadavalores
obtidos com sémen fresco, ndo foi verificada difege significativa
entre as diluicdes, indicando que a diluicdo 1guficiente para obter
resultados satisfatérios de fertilizacdo apos@poeservacdo do sémen.

Neste trabalho foram obtidas elevadas taxas déiziggio com
sémen criopreservado na solucéo a base de glidosgando em média
a valores que variaram entre 49 e 88% dos valdrgdos com o sémen
fresco. O sémen de dourado criopreservado em solygidrao
apresentou valores da taxa de fertilizagdo semtelhan superior
aguelas taxas observadas para outras espéciesadeifdrmes sul
americanos, como Brochilodus lineatusentre 68 e 77% (Carolsfeld et
al., 2003) e Brycon opalinus com valor de 69, 4% (Viveiros et al.,
2012).

5. Concluséao

O descongelamento do sémen do dour8ddorasiliensisnas
condicbes de realizagcdo deste trabalho é maisjoaatguando feito
através da imersdo das palhetas em agua mornagemikntemente da
diluicao sémen:solucéo crioprotetora utilizada.

A solucdo a base de agua de coco em p6 FAITR) apresentou
taxas de fertilizacdo semelhante as obtidas cootug&o padréo a base
de glicose, gema de ovo e DMSO apenas quandoadtlimuma
diluicdo igual ou superior a 1:25 (sémen:solucdopecotetora). Desta
forma, a solugcéo padrdo mostra-se mais indicadagariopreservacao
de sémen do dourado, por necessitar de menor dadatide solucdo
crioprotetora e de espaco para o armazenamentmdaasmo volume
de sémen do dourado, o que reduz 0s custos nares@wpacao e
otimiza o espaco disponivel.



48

6. Referéncias

Alavi, S.M.H., Cosson, J., 2006. Sperm motilityfishes. (Il) Effects of
ions and osmolality: A review. Cell Biology Intetranal. 30, 1-14.

Bobe, J., C. Labbé, 2010. Egg and sperm qualitiisiln General and
Comparative Endocrinology. 165, 535-548.

Carneiro, P.C.F., 2007. Tecnologias de producaomazenamento de
sémen de peixes. Revista Brasileira de Reprodugénah 31,361-366.

Carolsfeld, J., Godinho, H.P., Zaniboni-filho, Harvey, B.J., 2003.
Cryopreservation of sperm in Brazilian migratorghficonservation.
Journal of Fish Biology. 63, 472-489.

Coser, A.M., Godinho, H., Ribeiro, D., 1984. Cryogepreservation of
spermatozoa fromProchilodus scrofa and Salminus maxillosus
Aquaculture. 37, 387-390.

Coward, K., Bromage, N.R., Hibbitt, O., Parringtdn, 2002. Gamete
physiology, fertilization and egg activation indgett fish. Reviews in
Fish Biology and Fisheries. 12, 33-58.

Cruz-casallas, P.E., Pardo-Carrasco, S.C., AriateCanos, J.A.,
Lombo-Castellanos, P.E., Lombo-Rodriguez, D.A.dBavarifio, J.E.,
2004. Cryopreservation of yan®rycon siebenthalaenilt. Journal of
the World Aquaculture Society. 35, 529-535.

Islam, M.S., Akhter, T., 2011. Tale of Fish Spemma &actors Affecting
Sperm Motility: A Review. Advances in Life Sciencds 11-19.

Kopeika, E., Kopeika, J., Zhang, T., 2007. Cryoprestion of Fish
Sperm, in: Day, J.G., Stacey, G.N. (Eds.), Cryagmegtion and Freeze-
Drying Protocols. Series: Methods in Molecular B, v.368, pp.
203-217.

Krasznai, Z., Marian, T., Balkay, L., Gaspar Jr., Rron, L., 1995.
Potassium channels regulate hypo-osmotic shocleedtiumotility of
common carpQyprinus carpi¢ sperm. Aquaculture. 129, 123-128.



49

Kwiatkowski, A., Clemente, E., Scarcelli, A., VidaB., 2008. Quality
of coconut water “in natura” belonging to Green Dinfeuit variety in

different stages of development, in plantation lo@ northwest area of
Parand, Brazil. Journal of Food, Agriculture & Eoviment. 6,102-105.

Li, P., Li, Z., Hulak, M., Rodina, M., Linhart, 02012. Regulation of
spermatozoa motility in response to cations in Rmnsssturgeon
Acipenser gueldenstaedfiiheriogenology. 78, 102—-109.

Maria, A.N., Viveiros, A.T.M., Freitas R.T.F., Obwra A.V., 2006.
Extenders and cryoprotectants for cooling and freenf piracanjuba
(Brycon orbignyanus semen, an endangered Brazilian teleost fish.
Aquaculture. 260, 298-306.

Morisawa, M., Suzuki, K., Morisawa, S., 1983a. Effeof potassium
and osmolality on spermatozoan motility of salmafisthes. Journal of
Experimental Biology. 107, 105-113.

Morisawa, M., Suzuki, K., Shimizu, H., Morisawa,, Yasuda, K.,
1983b. Effects of osmolality and potassium on ritgtidf spermatozoa
from freshwater cyprinid fishes. Journal of Expesintal Biology. 107,
95-103.

Ninhaus-Silveira, A., Foresti, F., Verissimo-Sik&iR., Senhorini, J.A.,
2006. Seminal analysis, cryogenic preservation,fartdity in matrinxa
fish, Brycon cephalugGunther, 1869). Brazilian Archives of Biology
and Technology. 49, 651-659.

Paniagua-Chavez, C.G., Ortiz-Gallarza, S.M., Agtillaarez, M., 2011.
Subsistema Nacional de Recursos Genéticos Acudticss de la
criopreservacion para la conservacion de los resurgenéticos
acuaticos en México. Hidrobiolégica. 21, 415-429.

Rondon, R.M.M., Rondon, F.C.M., Nunes, J.F., AlendaA., Sousa,
F.M., Carvalho, M.A.M., 2008. Uso da &gua de catop® (ACF’) em
diferentes temperaturas como diluente de esperGidiex de capote
(Numida meleagrjs Revista Brasileira de Saude e Producéo Animal. 9
848-854.



50

Rurangwa, E., Kimeb, D. E., Olleviera, F., NaslR.J.2004. The
measurement of sperm motility and factors affecspgrm quality in
cultured fish. Aquaculture. 234, 1-28.

Silva, M.A., Peixoto, G.C.X., Lima, G.L., Bezerrd, A.B., Campos,
L.B., Paiva, A.L.C., Paula,V.V., Silva, A.R., 201Qryopreservation of
collared peccariesTayassu tajacusemen using a powdered coconut
water (ACP-116c) based extender plus various cdrate@ns of egg
yolk and glycerol. Theriogenology. 78, 605-611.

Silva, S.V., Guerra, M.M.P. 2011. Efeitos da cragervacdo sobre as
células esperméticas e alternativas para redugoridénjurias. Revista
Brasileira de Reproducéo Animal. 35, 370-384.

Tabares, J., Rufz, T., Arboleda, L., Olivera, M0O0Z. Effect of some
ions on sperm activation iBrycon henni(Eigenmann 1913). Acta
Bioldgica Colombiana. 12, 87 — 98.

Taitson, P.F., Chami, E., Godinho, H.P., 2008. Gkarking of the
neotropical fishLeporinus obtusiden@/alenciennes, 1836): A protocol
to freeze its sperm in the field. Animal ReprodoctScience. 105, 283—
291.

Toth, G.P., Ciereszko, A., Christ, S.A., Dabrowski, 1997. Objective
analysis of sperm motility in the lake sturgedwipenser fulvescens
activation and inhibition conditions. Aquacultué4, 337-348.

Velasco-Santamaria, Y.M., Medina-Robles, V.M., G@asallas, P.E.,
2006. Cryopreservation of yamBrf/con amazonicyssperm for large
scale fertilization. Aquaculture. 256, 264-271.

Viveiros, A.T.M, Maria, A.N., Orfao, L.H., CarvalhdM.A., Nunes,
J.F., 2008. Powder coconut water (ACP-104) as dgtefor semen
cryopreservation of Brazilian migratory fish speciégbium. 32, suppl.
215.

Viveiros, A.T.M., Godinho, H.P., 2009. Sperm qualitand
cryopreservation of Brazilian freshwater fish spscia review. Fish
Physiology and Biochemistry. 35, 137-150.



51

Viveiros, A.T.M., Orfao, L.H., Maria, A.N., Allamanl.B., 2009a. A
simple, inexpensive and successful freezing metlfimd curimba
Prochilodus lineatus(Characiformes) semen. Animal Reproduction
Science. 112, 293-300.

Viveiros, A.T.M., Oliveira, A.V., Maria, A.N., Ord, L.H., Souza, J.C.,
2009b. Sensibilidade dos espermatozdides de douf&dminus
brasiliensig a diferentes solu¢Bes crioprotetora. Arquivo Beas de
Medicina Veterinaria e Zootecnia. 61, 883-889.

Viveiros, A.T.M., Nascimento, A.F., Orfao, L.H.,as, Z.A., 2010.
Motility and fertility of the subtropical freshwatefish streaked
prochilod (Prochiloduslineatug sperm cryopreserved in powdered
coconut water. Theriogenology. 74, 551-556.

Viveiros, A.T.M., Orfdo, L.H., Nascimento, A.F., €éa, F.M.,
Caneppele, D., 2012. Effects of extenders, cryegtahts and freezing
methods on sperm quality of the threatened Bramzifiashwater fish
pirapitinga-do-sulBrycon opalinus(Characiformes). Theriogenology.
78, 361-368.

Weingartner, M., Zaniboni-Filho, E., 2010. Biolog& cultivo do
Dourado, in: Baldisserotto, B., Gomes, L.C. (Ords3pécies Nativas
para Piscicultura no Brasil. Editora UFSM, Santail|gp. 245-281.

Yasui, G. S., Fujimoto, T., Arias-Rodriguez, L.,Kagi, Y., Arai, K.,
2012. The effect of ions and cryoprotectants ugmerra motility and
fertilization success in the loachMisgurnus anguillicaudatus
Aquaculture. 344-349, 147-152.



52

CONSIDERACOES FINAIS

Com a realizagdo deste estudo foi possivel avalistintos
detalhes no método de criopreservacao do sémemigespbuscando
aperfeicoar esta técnica para a espBclarasiliensiso dourado.

Foi observado que o uso da indu¢cdo hormonal ptassibmaior
fluidez do sémen para o dourado, facilitando o rmeaiwu para a
criopreservacdo, ndo afetando a motilidade e \égpermatico quando
comparado ao sémen obtido de machos nédo-induzidos.

O vigor espermatico do sémen criopreservado doadounéo foi
afetada pelo uso de diferentes ativadores (agudades NaHCQ 1%
ou NaCl 0,45%), mas o tempo de motilidade foi sigperom a solucéo
de NaCl 0,45%. No entanto, testes de fertiliza¢g@ recomendados
para avaliar o efeito dessas solugdes sobre a adéier
ovdcito/espermatozoide.

No descongelamento, a imersdo em &gua quente ajmese
melhores resultados do que somente descongelaxpsigdo com o ar
em temperatura ambiente. A diluicdo do sémen frescdourado em
relacé@o as solugbes crioprotetoras apresentowedifer efeitos, uma vez
que a solucéo a base de agua de coco em p&*AGH alcancou maior
motilidade espermatica e melhores taxas de fextfim com o aumento
da diluicdo, enquanto que a solu¢do padrao a agtiabse, gema de
ovo e DMSO apresentou resultado semelhante independa variagao
da diluicéo.

Assim, indica-se para a criopreservacdo do sémetodmdo o
uso da solucéo crioprotetora padrao, que além déupir resultados
iguais ou superiores de motilidade espermética xdede fertilizac&do
em relacdo ao ACP104, ndo foi afetada pela diluicdo sémen:solucéo
crioprotetora, 0 que reduz os custos da criopragéoy do sémen por
necessitar de menor quantidade de solucdo crioprate de espaco
para o armazenamento de um mesmo volume de séntucialo.

Estudos futuros sdo importantes para garantir edsrtilizacéo
na reproducdo induzida com sémen criopreservaddasis aquelas
obtidas com sémen fresco. Assim, além dos resdltaldancados neste
trabalho, recomenda-se a continuidade dos estedtentio protocolos
de descongelamento, como diferentes temperaturagudae tempos de
imersdo. Outro ponto interessante para ser acoragan® em relacéo
ao armazenamento, verificando tempo maximo de pé&nwa em
botijdes de vapor de nitrogénio (dry shipper) eualigade do sémen
criopreservado ao longo do tempo apds ser guardaddotijbes de
nitrogénio liquido.
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