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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes taxas de diluicdo seminal sobre a motilidade,
velocidade e presenga de anormalidades espermaticas no sémen descongelado de carpa comum (Cyprinus
carpio). Utilizaram-se 20 machos sexualmente maduros, pertencentes ao Departamento Nacional de
Obras Contra as Secas (DNOCS). A partir do sémen coletado, foi formado um total de nove pools. O
sémen de cada pool foi avaliado quanto a motilidade, velocidade e morfologia espermatica antes e depois
da criopreservacao. A criopreservagdo seminal foi realizada em meio ACP-104 + DMSO 10% diluido em
1:1 ou 1:3 (sémen:diluidor). As amostras foram envasadas em palhetas de 0,25mL, congeladas em vapor
de nitrogénio liquido (caixa de poliestireno) e estocadas em nitrogénio liquido (-196 °C). Nao houve
diferenca significativa (P>0,05) entre as taxas de dilui¢des sobre os pardmetros cinéticos e morfologicos
de sémen descongelado de carpa comum. Entretanto, esses parametros apresentaram diferenca
significativa (P<0,05) em relagdo ao sémen fresco (controle). Baixos valores de velocidade foram
registrados no sémen descongelado (VCL 42,6-46,5um/s; VSL 33,2-37,1um/s; VAP 38,9-43,2um/s);
contudo, observaram-se motilidades acima de 59% (59,8-67,8%) e baixos indices de anormalidades
espermaticas (19,3-19,5%), sugerindo que o ACP pode ser usado como um meio favoravel a
criopreservacdo do sémen de carpa comum em qualquer uma das taxas de dilui¢ao testadas.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the effects of various dilution ratios on thaw sperm motility,
velocity and presence of spermatic abnormalities in the common carp. 20 males with three years of age,
raised at the Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS) were used. From the collected
semen a total of nine pools were formed. The semen from each pool was evaluated for motility, velocity
and spermatic morphology before and after cryopreservation. The sperm cryopreservation was
performed in medium ACP-104 + DMSO 10% diluted in 1:1 or 1:3 (sperm:extender). The samples were
loaded into 0.25mL straws, frozen in liquid nitrogen vapor (Styrofoam) and stored in liquid nitrogen (-
196 °C). There was no significant difference (P>0.05) between the ratios of dilution on the kinetic and
morphological parameters of thawed semen from common carp. However, these parameters were
significantly different (P<0.05) compared to fresh semen (control). Low velocity values were recorded in
thawed semen (VCL 42.6-46.5um/s; VSL 33.2-37.1um/s; VAP 38.9-43.2um/s), however, observed motility
above 59% (59.8-67.8%), and low levels of spermatic abnormalities (19.3-19.5%) suggested that the
ACP-104 can be used as a suitable medium for cryopreservation of common carp semen in any of the
tested dilution ratios.
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INTRODUCAO

A criopreservagdo seminal ¢ uma biotecnia
conhecida por resultar em considerdveis danos a
estrutura celular. Sendo assim, um dos principais
objetivos das pesquisas tem sido a elaboragdo de
um protocolo ideal para minimizar os danos
provocados as células espermaticas durante o
congelamento e descongelamento do s€men.

Desse modo, a adigdo de diluidores ao sémen se
tornou uma etapa imprescindivel no processo,
uma vez que o congelamento de sémen puro ¢é
praticamente inviavel por causar danos a grande
parte dos espermatozoides (Salmito-Vanderley et
al., 2012). Em geral, essas solu¢des devem ser
compostas por uma substancia para diluir e nutrir
as células, e crioprotetores, para protegé-las
contra a formagdo de cristais de gelo, flutuagdes
do pH e choque osmético (Muchlisin, 2004).

Outro fator a ser levado em consideragdo é a
verificagdo da melhor propor¢do entre as
quantidades de diluidor e sémen (taxa de
dilui¢do). Ogretmen et al. (2015) afirmam que a
diluicdo reduz os componentes do plasma
seminal, tornando as células mais sensiveis ao
estresse oxidativo. Por outro lado, a dilui¢do ¢
fundamental para maximizar o volume do
material fecundante (Yang e Tiersch, 2009).
Portanto, ¢ importante avaliar quanto de diluente
pode ser acrescentado ao sémen sem lhe causar
prejuizos ap6s o descongelamento.

Vale ressaltar ainda que a concentragdo do
crioprotetor também deve ser considerada
durante a elaboragdao de um diluidor seminal.
Sabe-se que o DMSO na concentragdo a 10%
tem sido o crioprotetor mais testado e com
melhores resultados de motilidade quando
associado a diferentes diluidores (Irawan et al.,
2010; Yildiz et al, 2015). Contudo ndo se
conhecem os resultados da interagdo da agua de
coco com o DMSO em diferentes taxas de
diluicdo sobre a cinética e morfologia de
espermatozoides de carpa criopreservados em
ACP-104.

A agua de coco em p6 (ACP-104) adaptada para
a criopreservagdo de sémen de peixes ¢ um
diluente seminal que vem ganhando destaque em
espécies nativas brasileiras (Viveiros et al., 2008;
Leite et al,, 2011). Assim, o seu uso como
diluidor seminal de carpa podera contribuir para
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a sua disseminacdo no mundo, uma vez que a
espécie € cultivada em muitos paises.

Desse modo, este trabalho teve como objetivo
principal testar duas taxas de dilui¢do (1:1 e 1:3),
analisando seus efeitos através da cinética
espermatica (motilidade e velocidade) e da
presenca de anormalidades espermaticas.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica
para o Uso de Animais da UECE (protocolo n°
11516665-3/63). Para tanto, vinte machos de
carpa comum, com idade média de trés anos,
comprimento médio de 60cm e peso médio de
3,0kg, foram selecionados e mantidos em
viveiros de terra com 350m? (temperatura média
de 27,5°C), no Centro de Pesquisas em
Aquicultura (CPAq), pertencente ao
Departamento Nacional de Obras Contra as
Secas (DNOCS) (Pentecoste — Ceard), local onde
se deram as coletas de sémen e as primeiras
avaliacdes seminais.

Os procedimentos iniciais de aferi¢cdo do aspecto,
pH, volume e motilidade subjetiva foram
realizados em Pentecoste, enquanto as analises
subsequentes de osmolaridade, concentragdo,
morfologia, motilidade objetiva e velocidades
espermaticas foram realizadas no Laboratorio de
Biotecnologia da Reprodugdo de Peixes do
Nicleo Integrado de Biotecnologia (LBRP-NIB)
da UECE (Fortaleza, Ceara, Brasil) apos duas
horas de transporte.

Os animais que liberavam sémen a partir de uma
leve massagem abdominal foram selecionados,
pesados e medidos para receber aplicagdo unica
de extrato hipofisario de carpa (Danubio
Aquicultura Ltda., SC, Brasil) na proporgdo de
1mg/Kg de peso vivo, por via intracelomatica, na
base da nadadeira peitoral. Doze horas apos a
indugdo hormonal da espermiagdo, os animais
foram previamente anestesiados por meio de
imersdo em solugdo contendo Eugenol (Eugenol,
Cequimica Ltda.) diluido em alcool absoluto e
agua (1:10:10000) até a perda de equilibrio. Em
seguida, cada animal foi mantido em decubito
lateral e seu orificio urogenital foi enxuto com
papel toalha para evitar a contaminacdo do
sémen. Este foi coletado em tubos de polietileno,
realizando-se uma pressdo abdominal no sentido
anteroposterior.
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Durante as analises seminais, as amostras
mantiveram-se conservadas em caixa térmica
(~5°C). O volume seminal foi aferido por meio
de tubos graduados. O aspecto seminal foi
observado quanto a coloracdo e viscosidade,
considerando-se satisfatorios branco-cremoso ou
branco-leitoso (Vieira et al., 2011). O pH foi
obtido através da deposi¢io de 2puL de sémen
sobre as fitas de pH (MERCK-Alemanha). A
analise microscopica subjetiva da motilidade foi
estimada de cada animal (n=20), utilizando um
microscopio Otico (Nikon Eclipse E200 -
ampliagdo de 400x) apds a mistura de uma
aliquota de 2puL de sémen e 100pL de dgua do
tanque de manejo, considerando-se uma escala
de 0% (nenhum espermatozoide moével) a 100%
(todos os espermatozoides moveis). Foram
utilizadas no experimento somente as amostras
com o valor superior a 80% de motilidade,
enquanto aquelas contaminadas com agua, fezes,
urina ou sangue foram descartadas.

As amostras de sémen dos 20 animais foram
utilizadas para a formagdo de nove pools. Cada
pool foi constituido pela combinagdo das
amostras de trés machos de forma aleatéria, em
que sete animais contribuiram mais de uma vez
para a formacdo dos pools. Os pools foram
divididos em duas aliquotas e diluidos na
propor¢do 1:1 ou 1:3 (sémen:diluidor) em
diluidor ACP-104 (ACP  Biotecnologia,
Fortaleza, Ceara, Brasil) acrescido de DMSO
10%. A preparacdo da solugdo crioprotetora foi
realizada da seguinte maneira: 50mL de agua
destilada foram misturados a 3,46g do p6 ACP-
104 (pH 8,0; 300mOsmol.kg™), sendo retirados
10mL da solugdo preparada e acrescentados
10mL de DMSO (315mOsm.Kg' H,O,
Cequimica Ltda., Brasil). Durante as dilui¢des, o
sémen e o0s crioprotetores permaneceram
refrigerados (~5 °C).

Simultaneamente, trés litros (Scm  de
profundidade) de nitrogénio liquido foram
despejados numa caixa térmica de poliestireno
com dimensdes de 40cm de comprimento, 24cm
de largura e 28cm de altura. Apoés estabilizacao
(5-10min.) da temperatura no interior dessa caixa
(-100°C), os dois tratamentos foram envasados
em palhetas francesas de 0,25mL, distribuidas
em raques e colocadas horizontalmente sobre um
suporte feito de malha de metal a trés
centimetros da superficie do nitrogénio liquido.
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A caixa de poliestireno foi fechada com no
maximo quatro raques no seu interior para evitar
variagdes bruscas de temperatura. Assim, as
amostras permaneceram no interior da caixa por
10min, mantendo-se a uma temperatura média
interna de -118°C (termdmetro de sonda
Headerterm 200, tipo  Pt-100, Header
Instrumentos Ltda.). Em seguida, as amostras
foram transferidas para um botijao de nitrogénio
liquido (-196°C) e transportadas do DNOCS,
Pentecoste, at¢é o LBRP-NIB, Fortaleza, onde
foram estocados por uma semana. Um total de
108 palhetas foram criopreservadas, resultantes
da combinacdo de 6 palhetas x 2 tratamentos x 9
pools.

A osmolaridade (mOsm/kg) dos nove pools foi
mensurada por meio de osmometro digital de
refrigeracdo Peltier (Roebling, Alemanha). Para
a determinacdo da concentragdo espermatica,
1uL de sémen foi diluido em 4mL de solugdo
citrato-formol 4%. Dessa mistura, uma aliquota
de 20uL foi depositada em camara de Neubauer
para analise em microscopio otico (400x). Apods
15 minutos de sedimentagdo da amostra, as
contagens foram realizadas em cinco quadrantes
nos dois reticulos, sendo descartadas leituras que
diferiram de 10% entre os reticulos. Foram
realizadas quatro repeticdes por amostra. As
médias do nimero de células contadas nos dois
reticulos foram multiplicadas pelo fator 200 x
10°, segundo Akgay et al. (2004).

Para a analise morfologica dos espermatozoides,
foram realizados esfregacos com azul de
bromofenol (1g azul de bromofenol; 4g citrato de
sodio; 100mL agua destilada; pH 8,0) a partir da
diluicdo do sémen fresco (1:500) e descongelado
(1:250) em solugdo citrato-formol a 4%. Em um
tubo de polietileno, misturou-se uma aliquota de
6uL da solugdo de fixagdo com sémen fresco ou
descongelado com 6pul. de azul de bromofenol.
Dessa mistura, foram depositadas aliquotas de
4ul. em duas laminas para a realizagdo das
leituras em microscopio Otico (Nikon 102
Eclipse E200 - 400x). Assim, para cada
tratamento, foram confeccionadas duas laminas,
em que foram observados 100 espermatozoides
por lamina.

Os espermatozoides foram classificados como ou
normais ou presenga de anormalidades primarias
(macrocefalia, microcefalia, cabeca degenerada,
pega intermediaria degenerada, cauda quebrada,
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cauda pequena e cauda fortemente enrolada) ou
anormalidades secundarias (cabeca normal sem
cauda, cauda levemente dobrada, gota proximal,
gota distal), conforme metodologia utilizada por
Miliorini et al. (2011).

A andlise objetiva dos pardmetros cinéticos do
s€men fresco (9 pools), considerado grupo
controle, foi realizada por meio do sistema de
Analise Seminal Auxiliada por Computador
(CASA), avaliando-se: espermatozoides moveis
totais (%), considerando todos 0s
espermatozoides com velocidade superior a
10um/s, velocidade curvilinear (VCL - um/s),
velocidade em linha reta (VSL - pm/s) e
velocidade média do percurso (VAP - um/s).
Para tanto, a trajetoria de cada espermatozoide
(pelo menos 500 espermatozoides/palheta) foi
calculada ao longo das 25 imagens/s geradas.

Para essa analise, uma aliquota de 2uL. de s€émen
fresco foi misturada com 100uL de solugdo
ativadora NaCl (100mOsm) em camara de
Makler” e analisada por meio de um microscopio
6tico com contraste de fase (Nikon® H550S,
ECLIPSE 50i, Japan), numa ampliacdo de 400x,
com o filtro verde e contraste de fase em posicao
pH1. O microscépio conectado a uma camera de
video (Basler Vision Technologies® A312FC,
Ahrensburg, Alemanha) gerava 25 imagens/s. A
gravacdo do video foi iniciada de trés a quatro
segundos apos a ativag@o. O video foi analisado
conforme a configuracdo padrdo para peixes do
software Sperm Class Analyzer® (SCA®,
Microptics-Barcelona - Espanha, versdo 3.2).

Uma semana depois do processo de
criopreservacdo, o s€men foi descongelado em
banho-maria a 25°C por 30 segundos e foram
analisados os parametros cinéticos seguindo a
mesma metodologia utilizada para o sémen
fresco.

Para a analise estatistica, inicialmente os dados
foram submetidos aos Testes de Kolmogorov-
Smirnov e de Levene para confirmagdo da
distribui¢do normal e homogencidade de
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varidncia entre tratamentos, respectivamente. O
pardmetro cauda enrolada s6 apresentou
normalidade apés transformagdo logaritmica na
base 10. Confirmado o atendimento das
exigéncias para realizacdo da Analise de
Variancia (ANOVA), esta foi executada por
meio do sofiware SPSS versdo 14.0 e o teste de
Games-Howell foi empregado para comparagio
das médias. Os resultados foram expressos como
média + desvio padrdo, e as diferencas foram
consideradas significativas quando P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das amostras de sémen dos 20 animais
selecionados, 15 apresentaram coloragdo branco
leitoso, enquanto cinco apresentaram coloracao
branco cremoso. A taxa média de motilidade
subjetiva encontrada para o sémen fresco foi de
97%. A concentragdo espermdtica média
encontrada foi de 20,68+2,85x10°
espermatozoides/mL ¢ um volume médio de
28,45mL. A osmolaridade média foi igual a
277,6£21,2m0Osm/Kg, e o pH igual a 8,52.

No que diz respeito aos parametros cinéticos, foi
observada uma reducao significativa (P<0,05) na
motilidade total do sémen descongelado nas duas
taxas de diluicdo testadas 1:1 (59,8+12,5%) e 1:3
(67,8+10,1%), respectivamente, em comparacao
com o sémen fresco (97,1+2,0%) (Tab. 1). No
entanto, nao houve diferenga significativa
(P>0,05) entre as taxas de diluigoes 1:1
(59,8+12,5%) e 1:3 (67,8£10,1%) para
motilidade total (Tab. 1). Assim, estes resultados
confirmam o que a maioria dos estudos sobre
criopreservacdo de sémen tem observado em
relacdo a perda da motilidade (Li et al., 2006).
Essa redu¢do da motilidade apds a
criopreservacao pode estar correlacionada com
danos  morfolégicos e  estruturais  dos
espermatozoides, tais como: fragmentacdo de
DNA, ruptura da membrana citoplasmatica,
intumescimento de cabega, encurtamento do
flagelo, entre outros, durante o processo de
congelamento e descongelamento (Galo et al.,
2011).
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Tabela 1. Efeito de diferentes taxas de diluicdo sobre os pardmetros cinéticos de espermatozoides frescos
(grupo controle) e descongelados de Cyprinus carpio criopreservados em ACP-104

Parametros espermaticos

R (sén]?ellll‘?;‘i;’f:nte) Motilidade Total VCL VSL VAP

i (%) (um/s) (umy/s) (um/s)
ACP-104 + 1:1 59,8+12,5b 42,6£10,7b  33,2+£9.5b  38,9+10,6b
DMSO 1:3 67,8+10,1b 46,5+73b  37,1%6.8b  432+7,6b
Controle* - 97,1+2,0a 68,9+20,7a 29,7+9,1a 45,8+13,2a

Letras minusculas distintas, na mesma coluna, indicam diferenga significativa entre os tratamentos (P<0,05). ACP-
104: agua de coco em po para sémen de teledsteos de agua doce de fertilizagdo externa; DMSO: Dimetil sulfoxido;
VCL: velocidade curvilinear; VSL: velocidade retilinear; VAP: velocidade média do percurso. *O controle

corresponde ao sémen fresco.

No entanto, ndo houve diferenca significativa
(P>0,05) entre as taxas de diluigoes 1:1
(59,8+12,5%) e 1:3 (67,8£10,1%) para
motilidade total (Tab. 1). A literatura relata que
as taxas de diluicdes empregadas podem
influenciar a qualidade do sémen apods o
descongelamento (Muchlisin et al., 2010). Isso
provavelmente esta relacionado com a densidade
espermatica durante as dilui¢des, ou seja, baixas
taxas de diluigdes proporcionam maiores
quantidades de espermatozoides, favorecendo
maiores chances de sobrevivéncia espermatica
durante a criopreservagdao. Entretanto, a
proximidade entre as baixas taxas de diluicdo
empregadas ndo possibilitaram uma diferenca
significativa entre as densidades espermaticas,
podendo ter sido a causa da pequena diferenga
entre ambas no que diz respeito a avaliagdo de
motilidade espermatica total.

Outro fator que deve ser levado em consideracdo
durante o aumento da taxa de dilui¢do ¢ a perda
da capacidade protetora das proteinas do plasma
seminal sobre os espermatozoides (Billard,
1988). Provavelmente essa capacidade protetora
ndo foi perdida devido as baixas taxas de
dilui¢do utilizadas neste trabalho.

Muitos estudos sobre a criopreservagdo do s€men
de carpa apontam que o sucesso ¢ alcangado com
taxas de dilui¢do de 1:1 (Irawan et al., 2010), 1:9
(Sultana et al., 2010) e 1:5 (Linhart et al., 2000),
obtendo motilidades superiores a 60% utilizando
DMSO a 10% como crioprotetor. As diferentes
taxas de motilidade observadas nesses estudos
podem estar relacionadas ao tipo de protocolo
adotado, uma vez que foram utilizados trés tipos
de diluentes nos trés protocolos.

Em comparacdo com o sémen fresco (VCL:
68,9£20,7um/s, VSL: 29,749,1um/s e VAP:
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45,8+13,2um/s), as velocidades de natagdo foram
significativamente ~ reduzidas no  sémen
congelado e descongelado diluido em 1:1 (VCL:
42,6+10,7um/s, VSL: 33,249.5um/s e VAP:
38,9+10,6um/s) e 1:3 (VCL: 46,5£7,3um/s,
VSL: 37,1£6,8um/s e VAP: 43,247 6um/s).
Contudo, para o sémen descongelado, as
velocidades espermaticas ndo diferiram (P>0,05)
entre as taxas de diluigdo 1:1 e 1:3 (Tab. 1).

Este é um estudo original sobre a utilizacdo do
ACP como diluente seminal de carpa comum. Os
resultados aqui encontrados com o sémen
congelado em ACP foram superiores aos de
outros trabalhos utilizando o mesmo diluidor em
outras espécies (Carvalho et al., 2010), porém
inferiores ao do estudo realizado por Viveiros et
al. (2010), no qual obtiveram valores médios de
velocidade espermatica de VCL 53,74+25,1um/s,
VSL 23,6+8um/s e VAP 36,8+14,8um/s. Além
disso, o ACP equiparou-se ao diluente glicose
utilizado como padrio na criopreservagio
seminal de curimba (Prochilodus lineatus) (VCL
49,1+19,3um/s, VSL 24,3+74um/s e VAP
36,0=13,1pm/s), demonstrando que o mesmo ¢é
eficiente para a conservagdo de gametas de
algumas espécies de peixes (Viveiros et al.,
2010).

Isso porque a eficiéncia crioprotetora aumenta
quando os constituintes  criopreservantes
apresentam uma combina¢do de acdo interna e
externa a célula espermatica (Godinho et al,
2003). Em geral, os aglcares acrescidos aos
criodiluentes atuam no recobrimento da
superficie celular e estabilizagdo da membrana,
ajudando, portanto, a minimizar e reparar 0s
possiveis danos celulares causados pelo processo
de congelamento (Urbanyi et al., 2006).
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Na presente pesquisa, independentemente das
taxas de diluigdo testadas, o ACP, um composto
também formado por agucares, obteve taxas de
motilidade semelhantes aos diluentes frutose,
glicose, sacarose, KCl e Kurokura para a
conservacdo de sémen de diferentes espécies de
ciprinideos (Urbanyi et al., 2006). Assim, com
relagdo a motilidade total, os valores obtidos na
presente pesquisa com sémen descongelado de
carpa utilizando ACP-104 podem fornecer
resultados satisfatorios para taxa de fertilizagdo,
visto que valores inferiores de motilidade total
relatados por Billard et al. (2004) obtiveram bons
resultados de fertilizagdo.

Embora o DMSO tenha sido eficaz neste estudo
por apresentar elevada taxa de motilidade,
algumas pesquisas revelaram que ele pode

provocar um enrolamento em forma de lago na
ponta do flagelo, influenciando negativamente os
resultados de velocidade (Li et al., 2010).
Entretanto, Linhart et al. (2000) relataram que ¢
a motilidade espermatica, e ndo a velocidade,
que limita a capacidade fertilizante dos
espermatozoides. Dessa forma, sugere-se a
realizagdo de novas pesquisas para se avaliar
outros crioprotetores e suas interagdes com o
ACP.

O numero de anormalidades espermaticas
aumentou  consideravelmente = no  sémen
descongelado, independentemente das taxas de
diluicdo empregadas, e foi significativamente
superior (P<0,05) as encontradas no sémen
fresco. Entretanto, entre as taxas de diluigdo 1:1
e 1:3 ndo houve diferenga significativa (Tab. 2).

Tabela 2. Efeito de diferentes taxas de diluicdes sobre os pardmetros morfologicos de sémen

descongelado de Cyprinus carpio

Diluigoes

Parametros morfolégicos (%)

Diluente (sémen:diluente) Normal
ACP-104+ 1:1 80,4+4,7°
DMSO 10% 1:3 81,4+2,8°

Controle* Sem dilui¢do 95,1+1,8°

Macrocefalia Cauda Cauda
fortemente quebrada
enrolada
4,5+2,9 7,6+£5,5° 7,4£3,8°
4,6+4,2° 6,246,3" 8,5+4,1°
0,03+0,1° 2,24+1,5% 2,5+1,6%

Letras minusculas distintas, na mesma coluna, indicam diferenga significativa entre os tratamentos (P<0,05). ACP-
104: agua de coco em po para sémen de teledsteos de dgua doce de fertilizacdo externa; DMSO: Dimetil sulfoxido *O

controle corresponde ao s€men fresco.

Observou-se um total de 4,7% de anormalidades
espermaticas com sémen fresco e uma média de
19,4% de anormalidades espermaticas com
sémen descongelado. Esse aumento de 14,7% de
alteragdes morfoldgicas espermaticas podem ter
sido ocasionado pelas crioinjirias durante o
processo de congelamento e descongelamento do
sémen, ocasionando danos as estruturas celulares
(Li et al., 2006). Além disso, baixas taxas de
diluicdo empregadas na pesquisa podem ter
causado compressao e danos aos
espermatozoides (Lahnsteiner, 2000).

Apesar disso, a ocorréncia de 19,4% de
patologias espermaticas encontradas no sémen
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descongelado podera representar uma parcela
insignificante de espermatozoides anormais
quando se considera uma espécie com elevada
concentragdo espermatica, como ¢ o caso da
carpa comum, que pode variar desde 9,63x10° a
2,74x10" espermatozoides/mL (Christ et al.,
1996). Do exposto, testes de fertilizagdo deverdo
ser realizados para se confirmar essa hipdtese.

As anormalidades primarias foram as unicas
observadas no sémen fresco e descongelado,
encontrando-se apenas macrocefalia, cauda
fortemente enrolada e cauda quebrada (Fig. 1).
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Cinética e morfologia...

N -

Figura 1. Morfologia espermatica observada no s€men fresco ¢ descongelado de Cyprinus carpio depois
de submetido a diferentes taxas de diluigdes. N - espermatozoide normal; Mc - espermatozoides com
macrocefalia; Ce - espermatozoide com cauda fortemente enrolada; Cq - espermatozoide com cauda

quebrada. Azul de bromofenol. Aumento x400.
CONCLUSAO

Conclui-se que as taxas de dilui¢do 1:1 e 1:3
podem ser empregadas para diluir o sémen de
carpa comum com ACP-104. Essa tecnologia
podera ser utilizada tanto em estudos de
melhoramento genético quanto na formagdo de
bancos de germoplasma através de programas de
fertilizacdo assistida.
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