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RESUMO

Este estudo testa procedimentos de congelamento do sémen de tambaqui, Colossoma macropomum, e eficiéncia na fertilizagio
de ovdcitos. Sémen de um reprodutor induzido hormonalmente foi amostrado e armazenado em tubos de ensaio. O material
foi diluido em solugbes crioprotetoras (dimetilacetamida [DMA], dimetilsulféxido [DMSO], metanol, propilenoglicol e
etilenoglicol) (propor¢io de 1:3; sémen:diluente), e submetido a procedimentos de rotina de congelamento. A motilidade
foi avaliada antes e depois deste procedimento. Testes de fertilizagio foram feitos com o sémen criopreservado. A motilidade
pré-congelamento foi de 80% e apés o congelamento foi de 20-25% para propilenoglicol e etilenoglicol, 5-10% para DMSO
e 5% para DMA e metanol. A fertilizagao foi de 76% e 88% para propilenoglicol e etilenoglicol, respectivamente.
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Sperm evaluation of tambaqui, Colossoma macropomum (Cuvier, 1818),
after thawing

ABSTRACT

This work tests freezing procedures of tambaqui, Colossoma macropomum, and efficiency in egg fertilizing. Sperm of a
hormonally induced reproducer was collected and stored in assay pipes. The material was diluted in cryoprotectant solutions
(dimetilacetamida [DMA], dimetilsulféxido [DMSO], metanol, propilenoglicol e etilenoglicol) (1:3 ratio: sperm:diluting),
and subjected to routine freezing procedures. The motility was evaluated before and after this procedure. Fertilization tests
were made with cryopreserved sperm. The motility was evaluated before and after these tests. Fertilization tests were made
with the cryopreserved semen. The pre-freezing motility was 80%, and after freezing, it was 20-25% for propilenoglicol and
etilenoglicol, 5-10% for DMSO and 5% for DMA and methanol. The fertilization was 76% and 88% for propilenoglicol
and etilenoglicol, respectively.
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Bancos de sémen de peixes sio arquivos de material
genético congelado cuja utilizagao é essencial em pisciculturas
¢ em programas de conservagio de espécies ameagadas (Ribeiro
& Godinho, 2003). Dentre os diversos beneficios desta
técnica, pode-se destacar a exclusdo da assincronia reprodutiva
entre fémeas e machos, conservagio da variabilidade genética
em populacdes domesticadas e a facilidade no estabelecimento
de programas de melhoramento genético (Suquet ez al., 2000;

Carolsfeld et al., 2003; Ribeiro & Godinho, 2003).

O sucesso da criopreservagio depende da utilizagio de
solugdes crioprotetoras adequadas e em concentragoes ideais
(Horvédth & Urbdnyi, 2000) ¢ as taxas de motilidade apds o
descongelamento e os testes de fertilizagao sdo os critérios mais
adequados para avaliar o sucesso da criopreservagio (Chao ez

al., 1987; Godinho ez al., 2003).

A criopreservagao espermdtica é uma técnica importante
na aqiiicultura e tem produzido contribui¢oes significativas na
preservacio a longo prazo do sémen para reprodugio artificial
de muitas espécies de peixes, como, por exemplo, o dourado
(Salminus maxillosus; Coser et al.,1984); a piracanjuba (Brycon
orbignyanus; Bedore, 1999); o bagre africano (Viveiros et al.,
2000) e a tildpia-nildtica (Oreochromis niloticus; Godinho ez
al., 2003).

Colossoma macropomum, conhecido vulgarmente
por tambaqui, ¢ uma espécie pertencente a subfamilia
Serrasalminae, dentro da familia Characidae (Jegti, 2003)
e trata-se do segundo maior peixe de escama da América
do Sul (Isaac & Ruffino, 2000). E uma espécie bastante
apreciada por comunidades tradicionais na Amazonia e tem
sido explorado pela pesca comercial na Amazénia desde o
século XIX. No entanto, a produgio desta espécie pela pesca
comercial tem sofrido considerdvel diminui¢io em toda a
Amazdnia em virtude do grande esforgo de pesca investido
(Batista & Petrere Jr., 2003). Para suprir a demanda desta
espécie, intensos esforcos tém sido investidos para o cultivo
em cativeiro (Santos ez al., 20006).

A busca por técnicas cada vez mais apuradas de preservagio
de sémen de peixes vem de encontro as questdes ecoldgicas e
econdmicas. Diversos fatores como o aumento da demanda
alimentar, destrui¢ao das matas ciliares, represamento de rios,
pesca predatdria e a polui¢io dos ecossistemas aqudticos,
acarretaram o desaparecimento de algumas espécies e a
redugio de populagdes de espécies de importincia econdmica
e ecoldgica (Maria, 2005). Diante disso, o presente trabalho
objetiva testar procedimentos de congelamento do sémen
do tambaqui e sua eficiéncia na fertilizagio de ovdcitos e foi
realizado foi conduzido na Central Produtora de Alevinos —
CPA de propriedade da Secretaria Estadual de Agricultura do
Estado de Rondénia.

Para a realizagdo dos testes propostos, primeiramente
induziu-se com horménio, solugdo de hipéfise (1 mg.Kg"),
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o reprodutor selecionado. Apds oito horas, o sémen foi
extraido do reprodutor através de massagem abdominal
antero-posterior e coletado separadamente em tubos de ensaio
graduado, os quais foram colocados em 4gua a temperatura
de 28°C ¢ protegidos de luz.

Para determinar as caracterfsticas do sémen e a concentragio
espermdtica, o sémen foi diluido em solugdo ativadora,
bicabornato de sédio 1% (Murgas ez al.,1998) na proporgio de
1:1000 (sémen:solugio) e contados em Cimara de Neubauer.
A motilidade espermdtica antes do congelamento foi avaliada
com auxilio de microscopia éptica utilizando aumento de

400 X.

O material seminal foi diluido em diferentes solucoes
crioprotetoras (dimetilacetamida [DMA], dimetilsulféxido
[DMSO], metanol, propilenoglicol e etilenoglicol) na
proporgio de 1:3 (sémen:diluente). Logo apds, foi envasado
em palhetas de 0,5 ml e colocado em contato com vapor de
nitrogénio liquido em recipiente criogénico “termo seco”
canadense. Posteriormente, as palhetas foram transferidas para
botijoes criogénicos convencionais e submersas no nitrogénio
liquido, onde foram armazenadas e congeladas em vapores de
nitrogénio liquido em um container tipo cryopack. A seguir,
o material foi transferido para um container “tipo liquido” a
-196°C. O processo de criopreservagio baseou-se no protocolo

de Harvey (2000).

Para o processo de descongelamento, o material foi
submetido 4 temperatura de 36 °C em banho-maria por
10 segundos. Foi utilizado como ativador de motilidade
espermdtica pds-congelamento bicabornato de sédio 1%
(Murgas er al.,1998). A avaliagio da motilidade foi realizada
em lAimina com uma gota de sémen e uma gota do ativador de
motilidade espermdtica, com auxilio de microscépio (aumento
de 400 X). A valorizagdo da motilidade dos espermatozdides
baseou-se na estimativa da porcentagem de células méveis
no campo focalizado, segundo a escala arbitrdria de 0 a
100%. Apds, testes de fertilizagao foram feitos com o sémen
criopreservado, segundo metodologia descrita por Ribeiro &

Godinho (2003).

Os resultados demonstraram que o sémen do tambaqui
apresenta uma colora¢io leitosa e textura acentuadamente
viscosa e uma concentragio espermdtica média em torno
de 35 bilhdes de espermatozdides por mililitro. Para a
pirapitinga, Piaractus mesopotamicus, espécie muito préxima
filogeneticamente do tambaqui (Géry, 1977), Fogli da Silveira
et al. (1990) encontraram uma concentragio espermdtica de
quase 29 bilhées de espermatozéides/ml, valor préximo ao
encontrados para o tambaqui.

Segundo Billard ez 2/. (1993), a concentragio espermdtica
¢ um dos principais pardmetros para avaliar a qualidade
espermdtica de peixes. No entanto, Maria (2005) afirma
que ndo ¢ considerada uma medida especifica da capacidade
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de fertilizacio do sémen e pode variar muito dentro de
determinadas espécies de peixes, num mesmo individuo ao
longo da vida, e com o método de indugao da espermiacio.

A motilidade do sémen de tambaqui pré-congelamento foi
de 80%. Os resultados aqui constatados sio semelhantes aos
encontrados por Franciscatto ez /. (2001) que, trabalhando
com a piapara (Leporinus obtusidens), obtiveram 88,21% de
motilidade média do sémen in natura. Por outro lado, Murgas
et al. (2003) encontraram um valor médio para a motilidade
do sémen 7n natura de Brycon orbignyanus de 97,77%.

Os crioprotetores que mostraram melhores resultados
pés-descongelamento foram o etilenoglicol e o propilenoglicol
(Tabela 1). Godinho e /. (2003), ao avaliar a motilidade pés-
descongelamento do sémen da tildpia-nilStica (Oreochromis
niloticus), verificaram que o etilenoglicol apresentou taxa de
apenas 5,8%, sendo umas das menores encontradas pelos
autores.

Por outro lado, os crioprotetores com desempenho inferior
foram o DMA e o metanol (Tabela 1). O DMA ¢ utilizado
em pouca escala (Godinho ez. 4/,2003), embora tenha sido
empregado com sucesso no bagre-africano Clarias gariepinus
(Horvéth e Urbdnyi, 2000), enquanto o metanol é considerado
o mais adequado para a criopreservagio de sémen de tildpias

(Harvey, 1983).

O DMSO apresentou resultado intermedidrio aos anteriores
(Tabela 1), apesar de comumente ser considerado o melhor
crioprotetor, sendo referido até mesmo como “crioprotetor
universal” (Chao & Liao, 2001). Este crioprotetor tem sido
utilizado com bastante sucesso em distintas espécies de peixes,
tal como em Macrozoarces americanus (Yao et al., 2000)

Segundo Rana & MacAndrew (1989), a taxa de fertilizagao
dos ovos ¢ sem divida o mais apropriado e prdtico critério
nos protocolos de avaliagdo para a criopreservagiao de
espermatozoides.

Os testes de fertilizagao foram feitos apenas com o sémen
criopreservado com solugdes que mostraram melhores
desempenhos de motilidade pds-descongelamento. Para o
propilenoglicol a taxa de fertilizagio foi de 76% e para o
etilenoglicol o valor se elevou para 88%, sendo estes valores
considerados satisfatdrios, uma vez que se encontram préximos

Tabela 1 - Valores percentuais da motilidade espermatica de tambaqui
(Colossoma macropomum) ap06s o congelamento com diferentes
crioprotetores.

Crioprotetor Motilidade pos-descongelamento (%)
DMA <5
DMSO 5-10
Etilenoglicol 20-25
Propilenoglicol 20-25
Metanol <5
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ao valor encontrado pré-congelamento. Ribeiro & Godinho
(2003) encontraram taxa de fertilizagdo em sémen de piau-
agu (Leporinus macrocephalus) criopreservado com DMSO
de 84,3%, valor semelhante aos encontrados neste trabalho
para o tambaqui.

Esses resultados mostram o potencial econémico da
criopreservagio de sémen do tambaqui, pois poderd reduzir
problemas de assincronia reprodutiva e consangiiinidade,
maior produgio e resisténcia dos individuos, facilidade no
estabelecimento de melhoramento genético e maior economia

de sémen comparado 2 reproducio induzida com sémen
fresco.

A preserva¢io dos gametas tem papel relevante, sobretudo
na instalacio de programas genéticos e possibilitando a
formacio de bancos genéticos de espécies ameagadas, como
o tambaqui (Harvey, 1982).

Desta forma, este estudo constitui um importante passo
para o desenvolvimento do procedimento de criopreservagio,
o qual proverd o manejo de técnicas e aumento do potencial
do cultivo comercial do tambaqui.
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