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Resumo

PIRES, L.B. Caracteristicas espermaticas de tambaqui em diferentes intervalos na mesma
estacao reprodutiva. 2016. 31 f. Dissertacdo - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2016.

A utilizacdo de reprodutores de espécies reofilicas mais de uma vez no periodo reprodutivo,
pratica incomum devido a auséncia de protocolos, permite aumentar a intensidade de
utilizacdo destes, o que é de grande importancia visando aumentar a utilizacdo dos peixes de
maior valor genético. Objetivou-se avaliar as caracteristicas qualitativas e quantitativas do
sémen de tambaqui em coletas sucessivas na mesma estacdo reprodutiva. O experimento foi
conduzido em uma piscicultura comercial no Estado de Mato Grosso - MT, (13° 51° 57,2” ¢
56° 11’ 30,2”) no periodo de setembro de 2014 a fevereiro de 2015. Foram utilizados seis
reprodutores (6,43+1,48 kg). Para inducgédo reprodutiva foi utilizado 2,5 mg de extrato de
hipdfise de carpa/kg aplicado na base da nadadeira pélvica em dose unica. O sémen foi
coletado apds um periodo de +240 horas-grau (soma da temperatura de hora em hora) (24 —
26°C), em seringas graduadas. Foi utilizado um delineamento em blocos casualizados, onde
cada peixe foi considerado um bloco e as coletas, os tratamentos. Os resultados obtidos
mostram que o volume de sémen coletado diminuiu ao longo das coletas; a concentracéo
espermatica e motilidade se mantiveram em todas as coletas; e a velocidade em linha reta e
progressdo foram maiores na segunda coleta. Sendo assim conclui-se que qualidade do sémen
foi mantida nas duas primeiras coletas, sendo que a reducdo de algumas caractericticas na
qualidade do sémen na terceira coleta pode estar relacionado ao final do periodo, entretanto,
indica que os reprodutores podem ser utilizados mais de uma vez durante o periodo

reprodutivo.

Palavras-chave: Colossoma macropomum; reproducao induzida de peixes; peixes reofilicos



Abstract

PIRES, L.B. Sperm characteristics of tambaqui at different intervals in the same breeding
season. 2016. 31 f. Dissertation - Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2016.

The use of breeding rheophilics species more than once in the reproductive period, unusual
practice due to lack of protocols, allows to increase its intensity of use, which is of great
importance to increase the use of higher genetic value fish. This study aimed to evaluate the
qualitative and quantitative sperm characteristics of tambaqui in successive collections in the
same breeding season. The experiment was conducted in a commercial fish farm in the state
of Mato Grosso - MT, (13° 51 '57.2 "and 56 11' 30.2") from September 2014 to February
2015 six breeding were used (6 43 £ 1.48 kg). For reproductive induction was used 2.5 mg of
carp pituitary extract / kg applied to the base of the pelvic fin in a single dose. Semen was
collected after a period of £ 240 hours -degree (sum of the time temperature time) (24 - 26°C)
in graduated syringes. A randomized blocks, where each fish was considered a block and the
collection, treatment was used. The results show that the collected semen volume decreased
over the collections; sperm concentration and motility remained in all samples; and straight-
line speed and progression were higher in the second collection. Therefore it is concluded that
the semen quality was maintained in the first two collections, and the reduction of some
characteristics in semen quality in the third collection can be related to the end of the period,
however, indicates that the breeding can be used over a time during the reproductive period.

Keywords: Colossoma macropomum; induced breeding of fish; rheophilic fish
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1. INTRODUCAO

O Brasil apresenta um grande potencial aquicola devido a grande disponibilidade de
agua doce (12% reserva mundial), temperatura favoravel, grande disponibilidade de insumos
para producdo das racGes, grande diversidade de peixes e de extensdo maritima e territorial
(LOPERA-BARRERO et al., 2011). Além disso, o consumidor tem buscado cada vez mais
alimentos saudaveis, tendo em vista 0 aumento do consumo per capita nos ultimos anos,
principalmente a busca por alimentos mais saudaveis e de alto valor nutritivo. Estes fatores
justificam o grande aumento da producdo aquicola e as perspectivas de crescimento do Brasil
e no mundo. Todavia, o Brasil ocupa apenas 17° lugar na producdo aquicola mundial
(BRASIL, 2013).

De acordo com os dados apresentados pelo Ministério da Pesca e Aquicultura - MPA
(BRASIL, 2013) a producdo brasileira de pescado para o ano de 2011 foi de 1.431.974,4 t,
registrando-se um aumento de 13,2% em relacdo ao ano anterior. Os dados do MPA também
mostram que a aquicultura continental foi o segmento que mais cresceu em 2011 em relacdo a
2010, com aumento de 31,1%, com producdo de 628.704,3 t, enquanto na aquicultura marinha
houve uma reducdo de 1,0%, com producdo de 84.214,3 t., a pesca extrativista (marinha e
continental) teve um leve aumento de 2,2%, com producédo de 803.270,2 toneladas (BRASIL,
2013).

A piscicultura é a atividade que mais tem contribuido para o desenvolvimento da
aquicultura, apresentando um crescimento de 60,2% de 2007 a 2009, chegando a 82,3% em
2010 (BRASIL, 2012). No ano de 2013 a aquicultura foi representada por dois grupos de
peixes com maior producdo, entre eles esta a tilapia do Nilo (exética—origem africana) e o
tambaqui (nativa do Brasil): a primeira apresentou uma producdo de 169.306,011 t e a
segunda apresentou 88.718,502 t; no ano de 2014 a tilapia teve uma producéo de 198.664,464
t e o tambaqui 139.209,130 t, fazendo com que estas duas espécies continuem entre as duas
mais produzidas no Brasil (IBGE, 2015).

O tambaqui é a espécie nativa mais produzida e que apresenta maior abrangéncia
nacional, encontrado em 26 estados brasileiros (IBGE, 2015). Este peixe apresenta boa
conversdo alimentar, habito alimentar onivoro, capacidade de filtracdo, rapido crescimento,
resisténcia a baixo nivel de oxigénio na 4gua e carne com grande aceitabilidade (LOPERA-
BARRERO et al., 2011), caracteristicas que justificam o interesse por esta espécie.

A reproducdo do tambaqui em ambiente natural ocorre com 0 aumento do fotoperiodo,

temperatura e chuvas, com maior concentragdo nos meses de novembro a fevereiro, tendo os



estimulos fisiol6gicos regulados pelos fatores externos (MUNIZ et al., 2008). Por ser tratar de
uma espécie reofilica, quando criado em piscicultura ocorre as restricdes de fatores ambientais
suprimindo, de alguma forma, a acdo dos hormonios indutores da desova, pois, embora haja o
desenvolvimento gonadal, o processo da maturacdo final ndo acontece (ZOAR &
MYLONAS, 2001) sendo necessaria a indugdo hormonal.

O extrato bruto de hipofise de carpa € o indutor reprodutivo mais utilizado nas
pisciculturas brasileiras para reproducdo induzida de peixes reofilicos (ZANIBONI &
WEINGARTNER, 2007). Nos machos, a funcéo basica da inducdo hormonal é o aumento do
volume de sémen, que estd mais associado com uma maior fluidez do sémen produzido. Os
reprodutores de tambaqui sem inducdo hormonal liberam apenas uma pequena quantidade de
sémen (aproximadamente 0,5 mL), o que ndo seria suficiente para fertilizacdo dos ovdcitos,
tendo em vista que as fémeas liberam grande quantidade de ovocitos (aproximadamente 100
mil ovocitos /kg de peso vivo).

A inducéo reprodutiva dos peixes reofilicos geralmente é realizada uma Unica vez no
periodo reprodutivo, sendo necessario pesquisas para o estabelecimento de protocolos de
utilizacdo de reprodutores de tambaqui mais de uma vez no mesmo periodo reprodutivo.
Neste contexto, objetivou-se avaliar as caracteristicas quantitativas e qualitativas do sémen de

tambaqui em coletas sucessivas na mesma estacédo reprodutiva.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Tambaqui Colossoma macropomum

O tambaqui (Figura 1) possui corpo romboidal com escamas, nadadeira adiposa com
presenca de raios na extremidade, rastros branquiais em grande quantidade, boca prognata
com dentes molariformes e sua coloracdo na parte superior parda e na parte inferior preta,
podem variar de acordo com a coloracio da agua (ARAUJO-LIMA & GOULDING, 1998).
Apresenta habito alimentar onivoro (FURUYA, 2001) e é considerado o segundo maior peixe
de escama da América do Sul, chegando a atingir 90 cm e 30 Kg (LOPERA-BARRERO et
al., 2011), classificado taxonomicamente da seguinte forma: Reino Animalia, Classe
Osteichthyes, Sub-Classe Actinopterygii, Ordem Characiformes, Familia Characidae, Sub-
Familia Serrasalminae, Género Colossoma, Espécie Colossoma macropomum (NELSON,
1984).



Figura 1 - Macho de tambaqui utilizado durante o experimento (Arquivo pessoal, 2014).

Considerado um dos peixes mais importantes da piscicultura brasileira, o tambaqui €
encontrado especialmente nas regides Norte, Nordeste e Centro Oeste (MUNIZ et al., 2008;
LOPERA-BARRERO et al., 2011), nas bacias dos Rios Amazonas, Orinoco e Solimdes. E o
peixe mais produzido na Regido Amazonica, e se alimenta de zooplanctons, frutos e sementes
(GOULDING & CARVALHO, 1982; CLARO JR et al., 2004), com facil obtencdo de
juvenis, bom potencial de crescimento, alta produtividade e rusticidade (BALDISSEROTTO
& GOMES, 2010).

2.2. Biologia reprodutiva

A reproducdo é considerada o processo biolégico mais importante dos organismos,
pois através dela € possivel a sobrevivéncia e perpetuacdo das espécies e, desta forma,
proporciona o controle reprodutivo dos organismos em condic@es de confinamento, e € um
dos meios de maior importancia para garantir o sucesso da piscicultura (ROMAGOSA, 2003).

Segundo Woynarovich & Horvath (1983), os reprodutores sdo considerados peixes
sexualmente maduros, quando podem ser utilizados para reproducdo artificial ou seminatural
podendo variar entre as especies. Na piscicultura, o tambaqui atinge a maturidade sexual entre
trés e quatro anos, quando alcancam aproximadamente 55 cm (ARAUJO LIMA &
GOULDING 1998; SANTOS et al., 2006).

Por ser uma espécie reofilica, em ambiente natural apresenta migracdo durante o
periodo de seca e desova no inicio da estagdo chuvosa (BALDISSEROTTO & GOMES,
2010), no periodo de outubro a margo, com maior concentragdo nos meses de novembro a

fevereiro (MUNIZ, et. Al., 2008), tendo a desova regulada de acordo com os fatores externos



que determinam o melhor periodo como: variagdo na temperatura, fotoperiodo e pH entre
outras variaveis (ZANUY & CARRILLO, 1987).

Os fatores ambientais e a migracdo realizada pelos peixes ocasionam a queima de
reserva energética devido ao grande esforgo fisico, fazendo com que ocorra a maturacéo
gonadal que ird desencadear estimulos hormonais resultando quase sempre em uma desova
(ZANIBONI-FILHO & NUNER, 2004; BALDISSEROTTO & GOMES, 2010). Se as
condi¢cdes ambientais ndo forem suficientes para que os ovocitos se desenvolvam, o animal
permanecera em uma fase de dorméncia até que alguns dos fatores ambientais ocorram ou que
0s ovacitos sejam reabsorvidos (WOYNAROVICH & HORVATH, 1989).

Em ambiente de cultivo, ocorre restrigdo dos fatores ambientais, afetando diretamente
0 processo reprodutivo, suprimindo de alguma forma a acdo dos hormonios responsaveis pela
desova. Embora o desenvolvimento gonadal aconteca, o desenvolvimento final de maturagéo
ndo ocorre devido as restri¢cBes, sendo necessaria a inducdo através de horménios exdgenos
comumente aplicados como, por exemplo, o extrato bruto de hipéfise de carpas (ZOAR &
MYLONAS, 2001).

2.3. Reprodugéo induzida

A reproducdo artificial depende da utilizagdo de hormdnios para induzir a liberagéo de
gametas, de modo que fémeas e machos completem seu ciclo reprodutivo em condicdes
controladas. A eficiéncia reprodutiva depende de um adequado manejo reprodutivo, que
consiste na forma correta de captura e escolha dos peixes, posologia do horménio e
caracteristicas da agua.

Os primeiros trabalhos de inducdo hormonal em peixes reofilicos foram realizados na
década de 30 paralelamente no Brasil por Rofolfo Von lhering conhecido como o “Pai da
Piscicultura Brasileira” e na Argentina por Bernardo Houssay quando foram obtidos
resultados positivos de inducdo a maturacédo final e desova de peixes migradores, a partir da
aplicacdo de horménios naturais presentes na hipofise de peixes maduros (ZANIBONI &
WEINGARTNER, 2007).

A inducdo a desova ocorre somente no periodo em que 0s animais estiverem aptos a
reproducédo, para isso € importante conhecer a biologia reprodutiva e comportamental da
espécie que pretende estudar (CASTAGNOLLI, 1992). Peixes que ndo estdo sexualmente
maduros, a reproducdo poderd ndo ser eficiente, podendo inclusive provocar a mortalidade

dos peixes.



A reproducdo artificial € otimizada pela inducdo hormonal, pois ela facilita a
maturacéo final e a liberagdo dos gametas na maior parte das espécies mantidas em ambiente
de cultivo e permite uma maior eficiéncia do processo em condigcdes laboratoriais
(CARNEIRO & MIKQOS, 2008). Sendo assim, este processo funciona como um complemento
da quantidade de gonadotrofina produzida pelo organismo receptor, substituindo a quantidade
que deixou de ser produzida devido a auséncia das condi¢cGes ambientais favoraveis
(ZANIBONI & WEINGARTNER, 2007).

O extrato bruto de hipdfise de carpa tem sido utilizado com sucesso em varias espécies
de peixes reofilicos, tais como: tambaqui (C. macropomum), pacu (P. mesopotamicus),
matrinxa (B. cephalus e B. orbignyanus), dourado (S. maxillosus), curimbatas (P. scrofa e P.
affinis), piapara (L. elongatus), piau (L. friderici), jundia (R. quelen) e lambaris (Astyanax sp)
(BALDISSEROTTO, 2009).

Em geral tém-se utilizado nas fémeas dosagens de 0,5 e 5,0 mg/kg de peso vivo, sendo
a primeira dose para estimular a migracdo da vesicula germinal e 12 horas depois, aplica-se a
segunda dose para induzir a quebra da vesicula germinal, ovulacdo e desova. Os machos
geralmente recebem uma Unica dose (2,5 mg/kg de peso vivo) no momento da segunda
aplicacdo das fémeas, proporcionando com que ocorra 0 aumento do volume seminal
(WOYNAROVICH & HORVATH, 1983).

Desde o inicio de 1990 foram obtidos resultados positivos de indu¢do hormonal a
maturacdo final e desova de varios peixes migradores brasileiros, através da utilizacdo do
extrato bruto de hipofise de carpa, conhecida como técnica de “hipofisa¢do”, e esta continua
sendo uma das alternativas mais utilizadas para induzir a reproducdo de peixes em todo o
mundo (ZANIBONI & WEINGARTNER, 2007).

Os protocolos reprodutivos atuais sdo praticamente 0os mesmos da década de 70, com
pequenas variacdes entre espécies e localidades, sendo que ainda existem muitos gargalos em
relacdo aos aspectos reprodutivos, tais como idade a maturacdo sexual e intensidade de
utilizacdo de reprodutores e matrizes no mesmo periodo reprodutivo. A utilizacdo de
reprodutores mais de uma vez no periodo reprodutivo permite aumentar a intensidade de
utilizacdo destes, o que é de grande importancia, quando iniciar de forma mais efetiva a
exploracdo das linhagens melhoradas de tambaqui. Além disso, com esta préatica sera possivel
trabalhar com menor nimero de reprodutores, visando melhorar as condi¢fes de manutengéo

destes e diminuir custo com a otimizagdo do espaco e menor custo de racao.



2.4. Morfologia testicular

O sistema reprodutor masculino (Figura 2) do tambaqui é formado pelas génadas
(testiculos) (VIVEIROS et al., 2011), que sdo em numero par e estdo dispostos
longitudinalmente no interior da cavidade celomética tendo como principais fungdes a

producdo de horménios esterdides e 0s espermatozoides.
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Figura 2 — Testiculo de tambaqui, setas em preto mostram os testiculos (Arquivo pessoal, 2014).

2.5. Caracteristicas seminais/ espermaticos

A avaliacdo das caracteristicas seminais é de grande importancia na fecundacdo dos
peixes, pois dela depende a eficiéncia reprodutiva. Desta forma torna-se imprescindivel
conhecer as caracteristicas qualitativas e quantitativas do sémen, a fim de aumentar sua

capacidade reprodutiva em sistemas de producdo (VERMA et al., 2009).

2.5.1. Volume seminal

O volume seminal pode variar entre as espécies e até mesmo na mesma espécie,
podendo ser influenciado pela estagdo do ano, clima, periodo de repouso sexual e método de
coleta (MURGAS, 2011).

O aumento do volume seminal estd diretamente ligado a utilizagdo de tratamento
hormonal que faz com que ocorra um aumento significativo (VIEIRA et al., 2011; VIVEIROS

& GODINHO, 2009). Sem este tratamento o tambaqui, assim como a maioria dos peixes,



libera um volume muito pequeno (normalmente menos que 0,5 mL), que seria insuficiente
para uma boa fertilizacdo. O baixo volume de sémen ap6s a indugdo hormonal pode estar
relacionado com alguma disfuncdo (MYLONAS et al., 2010), alimentacdo ou época da
estacao reprodutiva (ASTURIANO et al., 2001; ALAVI et al., 2009).

2.5.2. Caracteristicas Espermaticas

Os espermatozoides da maior parte dos peixes teledsteos sdo imdveis no trato genital
masculino e s6 sdo ativados depois de entrar em contato com uma solugdo ativadora. Com o
contato do sémen com esta solucdo a estrutura do flagelo € rapidamente desorganizada e o
espermatozoide torna-se imovel em menos de dois minutos (BILLARD et al., 1995; KIME et
al., 2001), quando perdem a capacidade de fecundar o évulo (CARNEIRO, 2007).

A ativacdo dos espermatozoides € ocasionada pelo estresse osmotico ao qual foi
submetido, sendo que isso ocorre em meio hipotdnico para peixes de agua doce e hipertdnico
para peixes de agua salgada (HOLT & VAN LOOK, 2004).

Os espermatozoides dos peixes que apresentam fecundacdo externa ndo possuem
acrossoma, uma vez que ndo precisam romper a barreira celular, tendo em vista que a

penetracdo no ovocito ocorre através da micrépila (KIME et al., 2001; COSSON, 2004).

2.5.3. Morfologia Espermatica

A morfologia espermatica € um fator muito importante na qualidade do sémen, pois
estd relacionada com a infertilidade afetando diretamente a capacidade de fertilizacdo
(LAHNSTEINER et al., 1998; KAVAMOTO et al., 1999). As alteracdes da estrutura das
membranas impede que ocorra a fecundacéo.

Segundo Streit Jr. et al. (2006), os espermatozoides sdo classificados de acordo com a
sua morfologia, sendo espermatozoides normais, com alteracdes graves ou primarias (cauda
quebrada; cauda enrolada; cauda degenerada; cauda curta; cauda abaxial; cauda bifurcada e
trifurcada; cauda corrugada; edema de colo; microcefalia; macrocefalia; duas cabecas, duas
caldas, cabeca delgada, raquitiforme e periforme) e alteracfes leves ou secundérias (cauda

dobrada; cauda solta; cabega solta; gota citoplasmatica distal e proximal).



Figura 3 — Morfologia espermética do tambaqui, setas finas mostram espermatozoides normais, setas grossas

mostram espermatozoides com patologias (Arquivo pessoal, 2014).

2.5.4. Motilidade

A motilidade é o fator mais utilizado para avaliar a qualidade espermaética entre as
espécies (BILLARD et al., 1995) e é usualmente expressa pela percentagem de
espermatozoides maéveis no sémen ativado (MOJICA, 2004), variando de acordo com cada
espécie, mas em geral dura menos de dois minutos (RURANGWA et al., 2004).

Os espermatozoides de peixes sdo imoveis nos testiculos e sua mobilidade inicia-se
quando sdo expostos ao ambiente aquéatico ou no trato reprodutivo da fémea (COWARD et
al., 2002). Segundo o Dziewulska et al. (2011), a taxa de motilidade dos espermatozoides e a
velocidade espermaética apresentam uma correlacdo positiva em relagdo ao sucesso da
fertilizacdo, pois os espermatozoides em maiores velocidades de movimentagdo promoveram

maiores taxas de fertilizacdo do ovdcitos.

2.5.5. Concentracdo Espermatica

A concentracdo espermatica € normalmente expressa em quantidade de
espermatozoides por mL de sémen, sendo considerado um parametro fundamental na rotina
de avaliagdo seminal (FELIZARDO et al., 2010). Porém esses valores podem variar de acordo
com peso e idade do peixe, época do ano (SILVA et al., 2009), frequéncia de coleta e volume
do ejaculado (MURGAS et al.,2011), sendo possivel controlar e melhorar as taxas de
fertilizacdo (FOGLI DA SILVEIRA et al., 1987; SANCHES et al., 2011).



A concentracdo espermética em espécies de peixes de dgua doce é bem varidvel, de
acordo com alguns autores: dourado Salminus maxillosus 15,92 bilhdes (STREIT JR et al.,
2008), matrinxa Brycon cephalus 9,6 bilhdes (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006), tambaqui
Colossoma macropomum 9,1 bilhdes (MARIA et al., 2010), carpa capim Ctenopharyngodon
idella 30,0 bilhdes (VERMA et al., 2009) e jundid Rhamdia quelen 48,2 bilhdes (SOARES et
al., 2010). Geralmente estas varia¢cdes ocorrem devido aos fatores ambientais, manejo, época,

alimentacéo e a utilizacdo ou nao de horménios.

2.5.6. Sobrevivéncia Espermatica

A sobrevivéncia espermatica esta diretamente relacionada com a taxa de motilidade, e
sdo avaliadas com solucdes corantes como a nigrosina (5%) e eosina amarela (3%). Permite
avaliar a integridade da membrana espermatica de modo que as células que estiverem vivas
permanecam brancas e as que estdo mortas se tornam permedaveis ao corante ficando rosadas
(KAVAMOTO & FOGLI DA SILVEIRA, 1986).
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Figura 4 — Sobrevivéncia espermatica do tambaqui, seta fina mostra espermatozoide vivo, seta grossa mostra
espermatozoide morto (Arquivo pessoal, 2014).
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2.5.7. Computer Assisted Sperm Analysis (CASA)

O programa Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) é um software utilizado para
visualizar, digitalizar e analisar imagens sucessivas, proporcionando informagdes precisas e
significativas do movimento individual de cada célula bem como de subpopulagdes de células
espermaticas (AMANN & KATZ, 2004), obtendo uma avaliacdo objetiva do movimento e da
velocidade, pois a fertilidade dependera destas caracteristicas (RURANGWA et al., 2004).

O CASA é uma importante ferramenta que apresenta utilizacdo valida em varias
espécies animais como bovina e suina, todavia, esta ferramenta ndo esta padronizada para a
maioria das espécies de peixes, embora permita quantificar de forma réapida e objetiva a
motilidade dos espermatozoides e sua capacidade de fertilizacdo (RURANGWA et al., 2004;
VERSTEGEN et al.,2002).

Em busca de tentativas para minimizar os efeitos da avaliacdo subjetiva das
caracteristicas espermaticas, a utilizacdo de avaliagdes computadorizadas tem sido atualmente
aplicadas (VERSTEGEN et al.,2002; QUINTERO-MORENO et al., 2003). Por meio do
software CASA ¢é possivel analisar uma grande quantidade de caracteristicas através da qual
se é possivel mensurar a cinética espermatica, permitindo uma maior objetividade e rapidez,
uma vez que esta é realizada em um tempo bem menor que o requerido pela avaliacdo
subjetiva (MOTIMER, 1997).

Segundo Verstegen et al. (2002); Wilson-Leedy & Ingermann (2007) e Salmito-
Vanderley et al. (2014):

- Velocidade curvilinea (VCL-pm/s): é a velocidade da trajetoria real do
espermatozoide, apresenta-se sempre superior dentre todas as velocidades, sendo elemento

para o célculo da linearidade.

- Velocidade média de deslocamento (VAP-pm/s): Apresenta-se semelhante a VSL
nos casos em que a trajetdria da cabeca do espermatozoide se faz muito regular e linear
apresentando baixo movimento lateral, por outro lado quando apresenta-se muito irregular,

ndo linear ou com um elevado movimento lateral ela se torna superior que a VSL.

- Velocidade em linha reta (VSL-pm/s): medida por meio do estabelecimento de
uma linha reta entre o primeiro e o Ultimo ponto da trajetéria do espermatozoide, sendo

sempre a de menor valor entre as velocidades.
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- Frequéncia de batimentos cruzado (BCF-Hz): esta relacionado com o numero de
vezes em que a cabeca do espermatozoide cruza a dire¢do do movimento. Sendo subestimada

sempre que houver um namero maior de batimentos/segundos do que imagens/segundos.

- Retilinearidade (STR-%): E a relagdo percentual entre VSL e VAP. Permite
estimar a proximidade do percurso da célula a linha reta.

Atualmente as analises subjetivas tém sido questionadas devido a variacdo que podem
proporcionar dependendo do observador, enquanto o sistema computadorizado independe de
andlise subjetiva e, portanto, tem uma maior precisdo. Todavia, a utilizacdo do CASA para

analises necessita de equipamentos de maior custo em relacdo as analises subjetivas.
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ARTIGO

Caracteristicas espermaticas de tambaqui em diferentes intervalos na mesma estacéo

reprodutiva

Resumo

A utilizacdo de reprodutores de espécies reofilicas mais de uma vez no periodo reprodutivo,
pratica incomum devido a auséncia de protocolos, permite aumentar a intensidade de
utilizacdo destes, o que é de grande importancia visando aumentar a utilizacdo dos peixes de
maior valor genético. Objetivou-se avaliar as caracteristicas qualitativas e quantitativas do
sémen de tambaqui em coletas sucessivas na mesma estacdo reprodutiva. O experimento foi
conduzido em uma piscicultura comercial no Estado de Mato Grosso - MT, (13° 51° 57,2” ¢
56° 11’ 30,2”) no periodo de setembro de 2014 a fevereiro de 2015. Foram utilizados seis
reprodutores (6,43+1,48 kg). Para inducgédo reprodutiva foi utilizado 2,5 mg de extrato de
hipdfise de carpa/kg aplicado na base da nadadeira pélvica em dose Unica. O sémen foi
coletado apds um periodo de +240 horas-grau (soma da temperatura de hora em hora) (24 —
26°C), em seringas graduadas. Foi utilizado um delineamento em blocos casualizados, onde
cada peixe foi considerado um bloco e as coletas, os tratamentos. Os resultados obtidos
mostram que o volume de sémen coletado diminuiu ao longo das coletas; a concentracéo
espermatica e motilidade se mantiveram em todas as coletas; e a velocidade em linha reta e
progressdo foram maiores na segunda coleta. Sendo assim conclui-se que qualidade do sémen
foi mantida nas duas primeiras coletas, sendo que a reducdo de algumas caractericticas na
qualidade do sémen na terceira coleta pode estar relacionado ao final do periodo, entretanto,
indica que os reprodutores podem ser utilizados mais de uma vez durante o periodo

reprodutivo.

Palavras-chave: Colossoma macropomum, reproducdo induzida de peixes, peixes reofilicos

1. Introducéo

O tambaqui é filtrador, apresenta habito alimentar onivoro com tendéncia ao

frugivoro, reofilico, sendo considerado o segundo maior peixe de escama da América do Sul,

podendo atingir at¢ 90 cm e 30 kg na natureza [10,12]. Este peixe é oriundo da bacia
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amazonica, e apresenta larga distribuicdo nos rios Solimdes, Madeira e Orinoco e seus
afluentes, sendo que a reproducdo deste na natureza normalmente ocorre nos meses de
outubro a margo, com maior concentracdo nos meses de novembro a fevereiro.

As espécies reofilicas realizam migracdes nos rios para se reproduzir [9], porém
quando criado em piscicultura a auséncia de migracdo ndo proporciona a maturacéo final dos
gametas, impossibilitando a desova e liberagdo de sémen. Embora a reproducéo de espécies
de interesse comercial ja ocorra através de técnicas de inducdo hormonal que ocasionam o
sucesso reprodutivo [13, 22 e 2], faz-se necessario a utilizacdo de horménios para que ocorra
a reprodugdo [1]. O extrato de hipdfise de carpa é o indutor reprodutivo mais utilizado
atualmente nos peixes reofilicos.

O indutor reprodutivo extrato de hipofise de carpa possibilita 0 aumento do volume
seminal [6], sendo que sem esta pratica o nimero de espermatozoide é bastante reduzido na
maioria das espécies reofilicas com, por exemplo, o tambaqui, proporcionando baixa taxa de
fertilizacdo. Dessa forma, esta técnica é imprescindivel para o eficiéncia reprodutiva desta
especie.

A inducdo reprodutiva de machos com extrato de hipofise de carpa geralmente é
realizada uma Unica vez no periodo reprodutivo devido a falta de informacGes e protocolos
cientificos sobre a reutilizacdo dos reprodutores no mesmo periodo reprodutivo. O aumento
da intensidade de utilizacdo dos reprodutores poderia proporcionar o melhor aproveitamento
dos peixes de maior potencial genético e diminuir os custos de producdo para manutencdo de
um maior numero de reprodutores na piscicultura. Objetivou-se avaliar as caracteristicas
qualitativas e quantitativas do sémen de tambaqui em coletas sucessivas na mesma estagcdo

reprodutiva.

2. Material e Métodos

2.1. Local e Animais

O experimento foi conduzido na Piscicultura Buriti, localizada no municipio de Nova
Mutum - MT (13° 51° 57,2” e 56° 11° 30,2”). Utilizaram-se seis reprodutores de tambaqui
com aproximadamente quatro anos de vida, pertencentes ao plantel da piscicultura, com peso
médio de 6,43 + 1,48 kg.

Os reprodutores de tambaqui foram alocados em um tanque de 200 m2, os quais foram
alimentados duas vezes ao dia, até saciedade dos animais, com ragdo extrusada de 28% de

proteina bruta (60 g/kg extrato Etéreo, 100 g/kg Materia mineral, 280 g/kg proteina bruta, 30
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g/kg calcio, 8.000 mg/kg fdsforo, e 100 mg/kg vitamina C) durante todo o periodo
reprodutivo. Estes reprodutores foram utilizados no periodo reprodutivo de setembro a

fevereiro de 2015.

2.2. Indugdo Hormonal

Para primeira inducdo reprodutiva foram selecionados reprodutores de tambaqui que
liberavam sémen apos uma leve pressdo abdominal conforme determinado por Streit Jr. et al.
[19]. As demais indugdes reprodutivas (64 dias ap6s a primeira inducdo e 86 dias apods a
segunda inducdo) os reprodutores utilizados na primeira reproducdo foram novamente
induzidos nas demais coletas sem critério de selecao.

Apds a captura para inducdo reprodutiva os reprodutores foram transferidos para
tanques de alvenaria (4 m®) no laboratério com renovacdo de agua de 10 litros/segundo.
Posteriormente foram pesados, identificados com microchip e induzidos a reprodugdo com
extrato de hipofise de carpa. Foi utilizado a posologia de 2,5 mg de extrato bruto de hipéfise
de carpa/kg de peso vivo em uma aplicacdo Unica, conforme posologia recomendada por
Woynarovich & Horvath [26].

O sémen de todos os reprodutores de tambaqui foi colhido apés um periodo de £240
horas-grau (soma da temperatura de hora em hora) (24 — 26°C). A fim de diminuir o estresse
no momento da coleta do sémen, os animais foram anestesiados com Eugenol (50 mg/L),
conforme indicado para esta espécie [23] e aprovado pelo comité de ética da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (Protocolo n® 643/2014). Posteriormente, os peixes foram
contidos em uma mesa com uma toalha Umida, e a papila urogenital foi seca com papel-
toalha. Em seguida, foi coletado o sémen mediante pressdo das génadas no sentido céfalo-
caudal, sendo descartada a primeira gota para evitar contamina¢do com agua, urina ou sangue,
conforme recomendo por Poupard et al. [15]. O sémen foi coletado em seringas graduadas de
10 mL até a reducdo da liberacdo, evitando-se qualquer sinal de sangramento a fim de impedir
contaminag&o, conforme protocolo descrito por Billard et al.[3].

As caracteristicas espermaticas de tambaqui foram avaliadas em trés coletas
consecutivas na mesma estacao reprodutiva, realizadas nos periodos de setembro, dezembro
(64 dias apds a primeira coleta) e fevereiro (86 dias ap0s a segunda coleta) representando

inicio, meio e fim da estacéo reprodutiva respectivamente.
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2.3 Andlises espermaticas

A morfologia espermatica foi avaliada conforme Sanches et al. [18], na qual, utilizou-
se 5 uL de sémen fixados em 500 pL de formol salino tamponado (4,6%) e posteriormente
corado em 10 pL de rosa de bengala. Duas gotas do material fixado foram adicionadas sobre a
lamina, as quais foram elevadas a um angulo de 45° para a goticula escorrer até a outra
extremidade. A lamina foi deixada horizontalmente até a secagem do material na sombra.
Depois de secas, as ldaminas foram levadas ao microscopio em magnitude de 400x, contando-
se trés campos com 200 espermatozoides por campo, somando-se 600 espermatozoides no
total. Estes foram classificados como espermatozoides normais, com alteragcbes graves ou
primarias (cauda quebrada; cauda enrolada; cauda degenerada; cauda curta; cauda abaxial;
cauda bifurcada e trifurcada; cauda corrugada; edema de colo; microcefalia; macrocefalia;
duas cabecas, duas caldas, cabeca delgada, raquitiforme e periforme) e alteracdes leves ou
secundarias (cauda dobrada; cauda solta; cabeca solta; gota citoplasmatica distal e proximal)
Streit Jr. et al. [20].

Para a avaliacdo da taxa de sobrevivéncia espermatica, corou-se 25 pL de sémen com
100 pL de eosina amarela (3%) e 100 uL nigrosina (5%) (Adaptado por Sanches et al.[18]).
Apds mistura, uma goticula de 10 pL foi adicionada a uma lamina e a partir dela realizou-se
uma extensao do material, que depois de seco ao ar livre, foi analisado em microscépio de luz
em magnitude de 400x. Realizou-se a estimativa de vivos através da contagem de trés campos
com 200 espermatozoides em cada, somando um total de 600 espermatozoides. Os brancos,
(ou ndo corados pelo corante), foram considerados 0s vivos por serem impermeaveis ao
corante, e 0s mortos, os rosados por absorverem o corante.

A concentracdo espermatica foi avaliada conforme Sanches et al. [17] utilizando-se
camara hematimétrica de Neubauer. Para tanto, 5 pL de sémen foram fixados em 500 pL de
formol salino tamponado resultando em uma diluicdo de 1:500. Posteriormente o material foi
agitado e adicionado na camara por capilaridade sob a laminula e esperou-se de 5 a 10
minutos para que 0s espermatozoides se assentassem no campo de contagem. ApGs contagem
de células espermaticas presentes em dez quadriculas, realizou-se a estimativa conforme a

seguinte férmula:

CSPZ(sPzmL?)= 2.SPZ) 25t xdiluiAox1000
10qgc. | profundidade da camara(mm)
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em que:
CSPZ = concentragdo espermaética

SPZ = espermatozoides;

> SPZ = numero total de espermatozoides contados;

g.c. = quadriculas contadas;

g.t. = quadriculas totais; profundidade da cAmara = 0,10 mm

diluicdo = fator de diluicdo do sémen pelo fixador.

Os parametros de motilidade espermatica computadorizados foram avaliados por meio
da utilizagdo do software livre IMAGEJ/Aplicativo CASA Wilson-Leedy e Ingermann [25] e
Sanches et al. [18]. Os parametros avaliados foram: Taxas de motilidade espermatica,
velocidade curvilinear, velocidade média de deslocamento, velocidade em linha reta,
retilinearidade, oscilacdo, progresséo e frequéncia de batimento transposto. Para estas analises
0s espermatozoides foram ativados em agua destilada na proporcdo de 1:250 (sémen:agua
destilada) e, ap6s a ativacdo, o material foi adicionado em uma cdmara de Neubauer e
analisado em microscopio de luz trinocula Solaris Bel (magnitude de 100x). Para captura das
imagens foi utilizado camera basler (AG 120gc) conectada ao computador (Intel core i7©
CPU 2.4 GHz, 8Gb ram), e o tempo de movimento dos espermatozoides foram calculados
com um cronémetro no préprio software utilizado para a captura dos videos (Balser Pylon).
Realizou-se a gravacdo de trés videos para cada animal, aos quais foram posteriormente
editados no software virtualDub 1,9,0 (VirtualDub.org) e salvas em formato jpg em uma pasta
especifica, para entdo serem avaliados pelo aplicativo CASA. As anélises foram realizadas em
10 s apds ativacdo de videos gravados a 100 fps (685x492 pixels), com a analise de um

segundo de video (100 imagens), com configurac6es adaptadas para a espécie.

Analise estatistica

As andlises das caracteristicas seminais nas trés coletas consecutivas no mesmo
periodo reprodutivo foram analisadas em um delineamento em blocos casualizados,
considerando cada peixe um bloco e as coletas os tratamentos. Estes dados foram submetidos
a analise ndo paramétrica de Friedman, com teste de comparacdo multipla ndo paramétrico
semelhante a Tukey, a 5% de significancia. Para essas variaveis analisadas € comum ocorrer
dados extremos por isso a mediana seguida das somas dos postos representam melhor os

resultados obtidos.
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3. Resultados

Os valores das medianas e postos para 0 peso e caracteristicas do sémen dos
reprodutores de tambaqui em trés coletas no mesmo periodo reprodutivo encontram-se
descritos na Tabela 01, e a cinética espermética encontra-se descritos na tabela 02. Pode-se
observar que houve efeito significativo entre as coletas para as caracteristicas volume do
sémen coletado, producdo de espermatozoide total, taxa de sobrevivéncia, alteracGes

morfoldgicas graves, velocidade em linha reta, retilinearidade e progressao.
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Tabela 01. Valores medianos de peso e caracteristicas quantitativas e qualitativas do sémen de reprodutores de tambaqui (C.
macropomum) submetidos a trés coletas durante o periodo reprodutivo (setembro a fevereiro).

Coletas
Caracteristicas (Coleta 01) (Coleta 02) (Coleta 03) P
30/09/2014 03/12/2014 27/02/2015 valor
Peso reprodutores (kg) 6,48 (11,0) 5,76 (9,0) 6,50 (16,0):  0,1146
Volume total de sémen coletado (mL) 6,65 (17,00)* 3,40 (12,00)® 1,0 (7,00)® 0,0155
Concentracdo espermatica (x10° mL™") 2,73 (8,00) 4,56 (10,0) 4,59 (12,00  0,4493
Total de espermatozoides no ejaculado (x10%) 13,12 (14,00 11,41 (10,00) 4,26 (6,00)>  0,0408
Total de espermatozoides viaveis (x10°) 7,35 (14,00)» 5,95 (10,00)= 1,79 (6,00)>  0,0408
Taxas de sobrevivéncia (%) 98,09 (17,00)* 95,57 (13,00)® 89,34 (6,00)>  0,0057
Taxas de espermatozoide normais (%) 76,92 (10,00 77,92 (10,00)» 83,09 (16,00)* 0,1353
Taxas de espermatozoide anormais (%) 23,09 (14,00)» 22,08 (14,00)x 16,92 (8,00)»  0,1353
Alteracdo morfologicas graves (%) 30,76 (7,00 47,56 (16,00)> 43,72 (13,00)** 0,0302

Valores das somas dos postos (entre parénteses) na mesma linha seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de comparacdo maltipla ndo paramétrico semelhante & Tukey a de 5% de significancia.

O peso dos reprodutores de tambaqui foi semelhante nas trés coletas, com valores de
mediana variando de 5,76 (segunda coleta) até 6,50 kg (terceira coleta). Dessa forma, o peso
dos reprodutores na primeira reproducdo (30/09/2014) foi mantido ap6s 64 dias (03/12/2014)
e apos 86 dias (27/02/2015) com a segunda e terceira reproducdo, respectivamente.

O volume seminal coletado foi superior na primeira coleta (6,65 mL) em relacdo a
terceira (1,0 mL), sendo que a segunda (3,40 mL) nédo diferiu significativamente entre as
demais coletas. A concentracdo espermatica ndo diferiu estatisticamente entre as coletas, com
mediana variando entre 2,73 a 4,59 bilhdes de espermatozoides mL™'. Estes resultados
mostram que a concentracdo foi mantida mesmo com variacdo do volume seminal (6,65 a
1,00 mL).

O total de espermatozoides no ejaculado seguiu a mesma tendéncia que o volume total
de sémen coletado, onde a primeira coleta foi superior (13,12 x 10°%) em relacéo a terceira
(4,26 x 10%), sendo que a segunda (11,41 x 10°) ndo diferiu entre as demais coletas. O total de
espermatozoides viaveis (x10°) seguiu a mesma predisposicdo, sendo superior na primeira
coleta (7,35 x 10°%) em relacdo a terceira (1,79 x 10°), entretanto a segunda coleta (5,95 x 10°)
n&o diferiu das demais.

A producdo espermaética total foi superior nas duas primeiras coletas (13,12 e 11, 41
sptz x10%) em relacéo a terceira (4,26 sptz x 10%), sendo que a segunda e a terceira coleta ndo
diferiram significativamente.

A taxa de sobrevivéncia dos espermatozoides na segunda coleta ndo diferiu entre a

primeira e terceira coleta, porém a primeira coleta foi superior a terceira. A sobrevivéncia
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espermatica foi 2,52% e 6,23% maior em relacdo a segunda e terceira coletas,
respectivamente.

A taxa de espermatozoides normais e anormais foi semelhante entre os tratamentos,
com medianas variando de 76,92 a 83,9% e 16,92 a 23,09%, respectivamente. No entanto, a
alteracdo morfoldgicas graves foi superior na primeira (30,76%) e terceira (43,72%) coletas
em relacdo a segunda (47,56%), sendo que esta ndo diferiu significativamente da terceira

coleta.

Tabela 02. Valores medianos da cinética espermatica de reprodutores de tambaqui (C. macropomum) submetidos a trés coletas
durante o periodo reprodutivo (setembro a fevereiro).

Coletas
Cinética espermtica (Coleta 01) (Coleta 02) (Coleta 03) P
30/09/2014 03/12/2014 27/02/2015 valor
Motilidade espermatica (%) 83,57 (7,00) 96,47 (13,00)» 94,23 (10,00) 0,1653
Velocidade curvilinear (ums™) 100,50 (6,00 159,61 (12,00 159,83 (12,00)* 0,0907
Velocidade média de deslocamento (ums™) 82,71 (6,00 130,72 (13,00)* 119,27 (11,00)* 0,0743
Velocidade em linha reta (um s ) 63,94 (7,00)® 93,26 (15,00)2 65,13 (8,00)*> 0,0224
Retilinearidade (%) 72,60 (14,00* 67,88 (10,00)*> 55,13 (6,00)> 0,0408
Oscilago (%) 69,80 (9,00) 82,93 (12,00)* 78,14 (9,00)* 0,5488
Progresséo (um) 2445,80 (6,00)> 4126,94 (14,00)* 3191,7 (10,00)*> 0,0408
Frequéncia de batimento cruzado (Hz) 34,04 (13,00)x 26,06 (8,00) 29,65 (9,00 0,2466

Valores das somas dos postos (entre parénteses) na mesma linha seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de comparagdo multipla ndo paramétrico semelhante & Tukey a de 5% de significancia.

A taxa de motilidade espermatica na primeira coleta ndo diferiu entre a segunda e
terceira coleta, sendo que estas apresentaram variacdes entre 83,57 a 96,47%. Da mesma
forma, a velocidade curvilinear e velocidade média de deslocamento dos espermatozoides
também ndo diferiram estatisticamente em nenhuma das coletas, sendo que os valores
variaram de 100,50 a 159,83 pm s ' e 82,71 a 130,72 83 pm s ™', respectivamente. Porém, a
velocidade em linha reta foi superior na segunda (93,26 pm s ') e terceira (65,13 pm s ')
coletas, sendo que esta ndo diferiu significativamente da primeira coleta (63,94 um s ).

A retilinearidade dos espermatozoides na segunda (67,88%) coleta ndo diferiu
estatisticamente da primeira (72,60%) e terceira (55,13%), sendo que esta foi inferior a
primeira coleta, sendo a diferenca entre as duas de 17,47%. Por outro lado, a oscilacdo do
espermatozoide foi semelhante estatisticamente entre as coletas, com variacfes de 69,80 a
82,93%. A progresséo foi superior na segunda (4126,94 um) e terceiras (3191,7 pum) coletas,

sendo que esta ndo diferiu significativamente da primeira (2445,80 pum). A frequéncia de
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batimentos cruzados néo diferiu entre as coletas, sendo que a variagdo destes foi de 26,06 a
34,04 Hz.

4. Discussao

A anélise das caracteristicas qualitativas e quantitativas do sémen do tambaqui, assim
como de outros peixes reofilicos de grande importancia para aquicultura, reflete no sucesso
reprodutivo. Dessa forma, o estabelecimento de protocolos especificos para estas espécies,
assim como a determinacdo da viabilidade da utilizacdo do reprodutor mais de uma vez no
periodo reprodutivo, visando a otimizacdo de reprodutores, sdo fundamentais para
aquicultura.

Na primeira e segunda coleta foi obtido um grande volume de sémen (mediana de 6,65
e 3,40 mL). O volume obtido para estas coletas foram proximos ao obtido por Leite et al. [11],
0s quais trabalhando com a mesma espécie em Pentecoste, Ceara (Clima tropical, usando o
mesmo indutor e a mesma posologia utilizada no trabalho, e encontraram média de 4,50 mL; e
por Vieira et al. [24], os quais observaram que nas mesmas condi¢des do autor anterior
(posologia um pouco menor - dose Unica de 2 mg/kg de peso vivo), encontraram média de
5,05 mL. Por outro lado, Maria et al. [13], trabalharam também com a mesma espécie, na
regido do Séo Francisco e Parnaiba, localizado em Nedpolis — Sergipe (regido tropical), com
duas doses (0,25 e 2,50 mg/kg) do mesmo indutor, observaram maior média, 10,20 mL. Estes
trabalhos apresentaram valores maiores ao obtido na terceira coleta (1,00 mL) indicando que
0 volume possa talvez ser aumento com uma segunda dose (dose preparatoria de 10%),
principalmente na terceira coleta de sémen, que teve o volume de sémen bem reduzido.

O volume de sémen nos peixes pode ser influenciado por muitos fatores, tais como:
peso, maturidade sexual, alimentacdo, posologia e quantidade de doses hormonais e técnica de
colheita. No presente experimento a quantidade de coletas realizadas pode justificar o menor
volume de sémen na terceira coleta, tendo em vista que houve uma tendéncia de reducdo do
volume na segunda coleta em relacdo a primeira. Outro efeito importante que deve ser
considerado € o momento do periodo reprodutivo, sendo que na primeira e segunda coletas 0s
peixes estavam no inicio e no “pico” do periodo reprodutivo, respectivamente, enquanto na
ultima coleta os peixes estavam no final do periodo reprodutivo.

O ideal seria que o volume fosse mantido durante todo o periodo. Talvez a
manutencdo das condi¢cGes ambientais na piscicultura (manutengdo dos reprodutores em

estufa) possa contornar esta situacdo e até mesmo permitir coletas continuas ao logo do ano.
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Além disso, é possivel que um ajuste no intervalo entre as coletas e aumento da posologia ou
doses hormonais possa proporcionar melhor eficiéncia. Outro aspecto importante consiste na
recuperacdo dos reprodutores apds as coletas. Estes foram submetidos & mesma condicéo
durante todo experimento e, talvez, na fase de recuperacdo seja necessario uma
suplementacéo nutricional.

Diferentemente do que foi observado para o volume, a concentracdo espermatica nao
foi influenciada entre as coletas. Todavia, aparentemente existe uma tendéncia de diminuigéo
na concentragdo quando aumenta muito o volume.

A concentracio obtida nas trés coletas (mediana de 2,73, 4,56 e 4,59 x 10° sptz mL )
foram inferiores ao obtido por Maria et al. [13], Maria et al. [14] e Leite et al. [11], os quais
encontraram para o tambaqui concentracdo média de 9,10 + 3,70 x 10%ptz mL™", 7,90 + 2,40
x 10%ptz mL™" e 19,00 x 10° sptz mL™', respectivamente. A concentragdo espermatica das
coletas pode ter sido influenciada pelo momento do periodo reprodutivo, tendo em vista que
na primeira coleta ocorreu no inicio do periodo reprodutivo da espécie e, talvez os peixes nao
estivessem totalmente preparados para reproducdo; e nas demais coletas podem ter ocorrido
efeito do intervalo na coleta e, no caso da Ultima coleta, também pode ter ocorrido influéncia
do momento do periodo reprodutivo. No entanto, as concentracGes observadas podem ser
consideradas adequadas para a situacao experimental utilizada.

O total de espermatozoides no ejaculado e o total de espermatozoides viaveis
diminuiram ao longo das coletas, sendo maiores nas duas primeiras coletas. Da mesma forma
como exposto para 0 volume e a concentracao, estes resultados indicam que pode ter ocorrido
influéncia das duas primeiras coletas terem sido realizadas no inicio e meio do periodo
reprodutivo e a terceira coleta ter ocorrido no final.

O nlimero de espermatozoides obtido nas trés coletas (mediana de 13,12 x 10°, 11,41 x
10° e 4,26 x 10°, respectivamente) apresentou a mesma tendéncia do volume espermatico,
com maiores valores na primeira e segunda coletas, sendo que esta ndo diferiu
significativamente da terceira.

Segundo Rurangwa et al. [16] a fertilizacdo pode sofrer influéncia da dose inseminante
(numero de espermatozoide para cada ovocito) e do protocolo de fertilizacdo utilizado. Leite
et al. [11] recomendam dose inseminante para o0 tambaqui de 100 mil
espermatozoides/ovécito. Bombardelli et al. [5], sugerem para o jundia cinza (Rhamdia
quelen), aproximadamente 9 x 10* espermatozoide/ovécito. A dose inseminante adequada

pode variar muito dependendo da espécie estudada, caracteristicas da solugdo ativadora e da
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qualidade do sémen e das condi¢des onde estdo mantidos os animais, e portanto, dependendo
das condicdes utilizadas para a fertilizacao € necessario maior ou menor volume de sémen.

A maior sobrevivéncia de espermatozoides foi observada nas duas primeiras coletas
(mediana de 98,09 e 96,57%). A reducdo na terceira coleta (mediana de 89,34%) pode ter
ocorrido pelo fato de ter ocorrido no final do periodo reprodutivo, todavia, esta ndo diferiu
significamente da segunda coleta.

Embora a terceira coleta tenha apresentado menor porcentagem de sobrevivéncia de
espermatozoides, este valor ainda pode ser considerado alto. Além disso, Maria et al. [13]
utilizando a mesma técnica de coloracdo, onde as células vivas sao impermeaveis ao corante,
encontraram média de 97,00% de células viaveis, o que foi bem préximo ao obtido no
trabalho nas trés coletas. Esta caracteristica indica alta porcentagem de espermatozoides
viaveis para fertilizacdo e, portanto, pode-se dizer que nas trés coletas 0s espermatozoides
apresentaram capacidade de fertilizacao.

Os resultados da morfologia espermatica indicaram que 0s espermatozoides normais
(mediana entre 76,92 a 83,09%) e anormais (mediana entre 16,92 a 23,09%) foram
semelhantes a média obtida por Maria et al. [14] para o tambaqui, 0s quais encontraram
médias de 85,00 e 15,00%, respectivamente. Os valores obtidos no presente trabalho néo
diferiram entre as coletas e foram obtidos resultados semelhantes em outro trabalho com o
tambaqui e, portanto, pode-se sugerir as coletas ndo interferiam nas morfologias.

A diferenca significativa observada para segunda coleta em relacdo a primeira para
alteracdes morfologicas graves podem estar ligados a necessidade de um maior intervalo de
recuperacdo entre as coletas, tendo em vista que este foi de 64 e 86 dias para o0 primeiro e
segundo intervalo, respectivamente. De qualquer forma, a porcentagem de espermatozoides
anormais (total) ndo mudou entre as coletas. O efeito do tipo de anormalidade na fertilizacéo
ainda é pouco estudado nos peixes.

De acordo com Cosson et al. [7] a motilidade esta diretamente ligada a capacidade de
fertilizacdo, sendo que as alteracdes morfoldgicas podem reduzir os movimentos realizados
pelos espermatozoides, interferindo na fertilizacdo. Esta afirmacdo esta de acordo com o0s
resultados obtidos, levando em consideracdo que a motilidade foi semelhante entre os
tratamentos (mediana entre 83,57 a 96,47%). A motilidade espermatica obtida foi semelhante
ao encontrado nos trabalhos de Maria et al. [13] e Maria et al. [14] com valores médios de
96,00% e 94,50%, respectivamente; e superior ao observado por outras espécies como, por

exemplo, pacu com média de 76,80% [20] e piapara com média de 36,72% [21]. Os
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resultados obtidos no presente trabalho mostram que os valores estdo dentro do padréo
observado para a espécie.

Além da analise da motilidade espermatica obtida pelo programa CASA (Computer
Assisted Sperm Analysis), este programa também foi utilizado para outras anélises
relacionadas a movimentacdo dos espermatozoides. Entre estas andlises, a velocidade
curvilinear (mediana entre 100,50 a 159,83 um s ') e de velocidade média de deslocamento
(mediana entre 82,71 a 130,72 pm s '), oscilacio (mediana entre 69,80 a 82,93%) e
frequéncia de batimento cruzado (mediana entre 26,06 a 34,04 Hz), as quais apresentaram o
mesmo comportamento observado para a motilidade espermética. Dessa forma, estes
resultados indicam que as caracteristicas qualitativas do sémen foram mantidas nas trés
coletas.

Embora as caracteristicas velocidade em linha reta, retilinearidade e progresséo,
obtidas pelo CASA, tenham sido diferentes entre as coletas, possivelmente estas diferencas
foram devido ao momento das coletas no periodo reprodutivo, sendo que a segunda coleta
ocorreu no momento mais propicio para a reproducdo do tambaqui, onde a segunda e terceira
coletas apresentaram os melhores resultados para estas caracteristicas, exceto para a
retilinearidade, na qual apenas a segunda coleta foi semelhante a primeira.

Wilson-Leedy & Ingermann [25] analisaram o sémen de zebrafish com o programa
CASA e encontraram médias de 104,00 pm s ', 77,00 um s ', 66,00 um s ' e 74,00% para as
caracteristicas velocidade curvilinear, velocidade de deslocamento, velocidade em linha reta e
retilinearidade, respectivamente. Da mesma forma, Sanches et al. [17] encontraram para
Steindachneridion parahybae 122,20 um s, 103,20 pm s ', 94,40 pm s ' e 91,40% para
velocidade curvilinear, velocidade de deslocamento, velocidade em linha reta e retilinearidade
respectivamente. Embora ndo tenha sido encontradas referéncias para estes valores para o
tambaqui, pode-se observar que os resultados dos autores acima foram parecidos a mediana
encontrada no presente experimento.

As caracteristicas avaliadas pelo CASA sdo importantes, sendo que a fertilizacdo esta
diretamente relacionada a motilidade espermatica [8] e as velocidades de movimentacdo do
espermatozoides [16], portanto, estas medidas encontradas neste trabalho para o tambaqui

podem posteriormente ser utilizadas como parametros qualitativos.
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5. Conclusédo

As caracteristicas qualitativas e quantitativas do sémen do tambaqui foram mantidas
nas duas primeiras coletas, sendo que as alteracbes de algumas destas caracteristicas,
principalmente na terceira coleta, podem estar relacionadas ao momento do periodo

reprodutivo e/ou intervalo entre as coletas.
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