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RESUMO

Caracterizacao e resfriamento do sémen do Matrinchda Brycon amazonicus (Spix &
Agassiz, 1829)

Com a finalidade de contribuir para a conservacao de peixes dulcicolas e marinhos,
bem como facilitar seu manejo e evitar desperdicios, técnicas de conservacao
seminal estdo sendo desenvolvidas e aprimoradas constantemente. E, neste intuito,
0 presente estudo objetivou desenvolver um protocolo de refrigeracdo para o sémen
do Matrinchd, Brycon amazonicus, através de sua caracterizacdo e testes de
diluidores para a refrigeracdo. Foram utilizados 20 reprodutores, procedentes de
uma fazenda de piscicultura da Baixada Maranhense. Para sua caracterizagao, os
parametros analisados foram: volume, concentracao, pH, tempo de motilidade e taxa
de motilidade. Nos testes de refrigeracdo, os diluentes utilizados foram o Ringer
modificado para peixes, a Glicose, a Sacarose e a solugéo salina de NaCl 1,2%. Os
tratamentos foram acondicionados em caixas térmicas de isopor sob temperatura
controlada a 4°C e observados nas seguintes horas apos a diluicdo: Oh, 6h, 18h,
30h, 40h, 52h, 70h e 96h. Quanto aos resultados dos parametros analisados, 0s
valores médios obtidos foram: volume (426,6 L), concentracéo (5,7 x 10° spz mL™),
pH (7,5), tempo de motilidade (56,6 s) e taxa de motilidade (98%). Para o sémen in
natura, o tempo de motilidade considerado bom manteve-se até 96 horas apos a
diluicdo, porém sua taxa de motilidade, considerada viavel pela literatura, limitava
seu rendimento a apenas 52 horas apds a diluicdo. Enquanto que dentre os
tratamentos diluidos, o Ringer foi o que apresentou melhor viabilidade, porém
inferior ao tratamento com sémen puro. Portanto, conclui-se deste estudo que o
conhecimento das caracteristicas do sémen do Matrinchd é fundamental para a
definicdo de um bom diluidor e que quanto a refrigeracdo do sémen a curto tempo
de duracdo, a melhor técnica é fazé-la in natura, sem a necessidade de diluicdo.

Palavras-chave: Brycon amazonicus. Caracteriza¢cdo seminal. Refrigeragéo.



ABSTRACT

Characterization and cooling of the sperm Matrinchd Brycon amazonicus (Spix &
Agassiz, 1829)

In order to contribute to the conservation of freshwater and marine fish, well as
facilitate their handling and avoid waste, seminal conservation techniques are being
developed and improved constantly. And in this view, the present study aimed to
develop a cooling protocol for semen Matrincha, Brycon amazonicus, through its
characterization and testing extenders for cooling. Were used 20 reproducers,
coming from a farm Fish of the Baixada Maranhense. For characterization, the
parameters analyzed were: volume, concentration, pH, motility time and motility rate.
In cooling tests, the extenders used were Ringer modified for fish, glucose, sucrose
and the saline NaCl 1.2%. The treatments were placed in thermal styrofoam boxes
under controlled temperature at 4°C and observed in the hours following after
dilution: Oh, 6h, 18h, 30h, 40h, 52h, 70h and 96h. As for the results of the analyzed
parameters, the values obtained were: volume (426.6 pL), concentration (5.7 x 10°
spz mL™), pH (7.5), motility time (56.6 s) and motility rate (98%). For semen in
natura, the time motility considered good remained until 96 hours after dilution, but
their motility rate, considered viable for literature, was limited their yield at only 52
hours after dilution. While from the diluted treatments, Ringer showed the best
viability, but less than the treatment with pure semen. Therefore, it is concluded in
this study that knowledge of Matrinchd semen characteristics is essential to the
definition of a good extender and as regards the cooling semen short duration, the
best technique is to make it in nature, without the further dilution.

Key-words: Brycon amazonicus. Seminal characterization. Refrigeration.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Exemplar do Brycon amazonicus.

Figura2 — Tubos de microcentrifuga (a). Caixa tipo criobox com os tubos
(b).

Figura 3 — Amostras de sémen em tubos de microcentrifuga dispostos
em caixa de isopor provida de termdémetro para controle da
temperatura.

Figura 4 — Gabarito de uma Camara de Neubauer (a). Esquema de

contagem de espermatozoides nos cantos e no centro da
Céamara de Neubauer (b).

Figura 5 — Tempo de motilidade do sémen do Matrinchd, Brycon
amazonicus diluido em diferentes solu¢bes e armazenado a
4 °C por até 96 horas.

14

20

21

22

26



Tabela 1 —

Tabela 2 —

Tabela 3 —

LISTA DE TABELAS

Estatistica descritiva das caracteristicas fisico-quimicas
seminais (n=20) do Matrincha, Brycon amazonicus.

Tempo de motilidade (s) (média + erro padrdo) do sémen de
Matrinchd, Brycon amazonicus diluido em diferentes
solucbes e armazenado a 4 °C por até 96 horas.

Taxa de motilidade (% média + erro padrdo) do sémen de
Matrinchd, Brycon amazonicus diluido em diferentes
solucBes e armazenado a 4 °C por até 96 horas

25

27

28



SUMARIO

(N RRI0] 510070 TSP 12
2 OBJIETIVOS ..t e e e anne 13
2.0 GBI ..t e e 13
2.2 ESPECITICOS ... iieiiiieeeeeeee ittt a e e e e e e e e e e e e e e 13
3 REVISAO DA LITERATURA ....oooiioieceeeeeee ettt e e 14
Rt TS o <o = S 14
3.2 Caracterizacao SEMINA ..........cuuuiiiiiiii i e e e 15
R I @] g 1= T V7= Tox- T PSSP S 16
B4 DIIUEBNTES ...ttt e e e e e e e e e e e e e e aan 18
4 MATERIAL E METODOS ....coviiieeeteceete ettt sttt eaeneaveste st aenens 20
4.1 Procedéncia dos espécimes e a coleta do SEMEN ............ocvvvvvvviiiiiiiiieeeeeeeeeenn, 20
4.2 CaracterizaCao 0O SEIMEN ......iiiiii i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eee e eae s 21
4.3 DIUBNTES ...ttt ettt e e e e e e e e et ea e e as 22
4.4 ElabOracao dOS POOIS .....vveuiiiiiii i ——————— 23
R ] T[] = Tox- Lo TP PPPPPPPUPRRPPR 23
4.6 ANALISE ESEALISTICA .. .eeieeieeeiie e e e 24
S5 RESULTADOS ...ttt e e et e e e et et e e e e e e raa e e e 25
5.1 Caracterizagao do sémen de MatrinCh@ ... 25
5.2 Conservacao seminal sob refrigeracao ..........cccccvvviiiiiiiiiiiiiii e, 25
B DISCUSSAD ..ottt 29
6.1 Método de coleta @ armazenamento ...........cooccoiiiiiiiiiiieie e 29
6.2 Caracterizagdo do sémen de MatrinCh@ ..o 30
6.3 Conservacao seminal sob refrigeragao ..........cccccvvviiiiiiiiiiiii 32

7 CONCLUSODES ..o e, 35



REFERENCIAS



12

1 INTRODUCAO

Em meio a diversos acontecimentos drasticos da atualidade que sé&o
diariamente divulgados e debatidos e que degradam o meio ambiente, existe um
tema de grande importancia para a preservacdo da diversidade bioldgica, tal tema,
conservacdo de material genético atraves do resfriamento ou congelamento de
sémen, refere-se a mais uma das possibilidades de reparacédo dos danos ecoldgicos
gue a humanidade tem causado ao planeta e, por isso, merece especial atencao do
meio académico, dos empresérios do setor e da sociedade em geral.

Quando relacionada a piscicultura, esta técnica de conservagdo de gametas,
apresenta-se ainda imatura, visto que é relativamente nova no mundo (meados do
século XX) (RESENDE; MARQUES, 2009; TEIXEIRA, 2013) e mais nova ainda no
Brasil (inicio do século XXI) com a conservacao de sémen de peixes de agua doce
(MARIA; CARNEIRO, 2012).

Na década de 90, a tradicional técnica de inseminacdo artificial ja era
caracterizada como ineficiente, necessitando, portanto, de inovacgdes, pois segundo
Billard (1990a) tal técnica, que consiste em juntar ovos e espermatozoides em um
meio externo, apresenta eficiéncia limitada particularmente no que se refere a
economia de gametas, pois 0 esperma de um Unico macho pode fertilizar de uma a
cinco fémeas.

Portanto, o desenvolvimento de novos e mais eficientes estudos e técnicas
neste ramo sdo sempre bem-vindos e tém apresentado bons resultados tanto para a
lucratividade dos empresarios que investem na aquicultura como para a
biodiversidade mundial, bem como para a satisfacdo das necessidades da crescente
demanda mundial por alimentos de origem aquatica, os quais, sabe-se hoje, séo

limitados.



13

2 OBJETIVOS

2.1 Geral:

e Desenvolver um protocolo de refrigeracdo para o sémen do Matrincha.

2.2 Especificos:

e Caracterizar o sémen do Matrincha in natura;

e Testar o Ringer modificado para peixes, a Glicose, a Sacarose e o0 NaCl como

diluidores na refrigeracdo do sémen do Matrincha.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 A espécie

A espécie em estudo pertence ao género Brycon, grupo constituido por 43
espécies com uma ampla distribuicdo na América do Sul e na América Central
(HOWES, 1982; SATO et al., 1988).

Dentro das categorias de classificacdo dos seres vivos, 0 Brycon amazonicus
(Figura 1) pertence a classe Actinopterygii, ordem Characiformes, familia Characidae
e género Brycon (GOMES; URBINATI, 2005). Conhecida popularmente como
Matrincha (ou matrinxda, como também pode ser escrito) € uma espécie nativa da
Bacia Hidrografica Amazonica, de grande interesse comercial e que apresenta
crescimento relativamente rapido frente ao fornecimento de racbes artificiais e
completas, com indices desejaveis de conversao alimentar (HONCZARYK; INOUE,
2009).

Figura 1 — Exemplar do Brycon amazonicus.

B
g

ks FI:;,‘A
-

e O | s lore

B
ey

TR =0

Foto: Anderson da Silveira Pereira (2015).

Em condi¢cdes de cativeiro, pode atingir o peso comercial (1,5 kg) da sua
regido de origem em aproximadamente 12 meses (IZEL; MELO, 2004), entretanto,
segundo Lopera-Barrero et al. (2011), podem alcancar de 700 g a 1,0 kg em seu
primeiro ano e até 1,6 kg no segundo.
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Em termos de aceitacdo dos consumidores, Gomiero et al. (2003) observaram
que ainda existem restricbes devido a presenca de uma consideravel quantidade de
ossiculos forquilhados (espinhas) ao longo de toda sua musculatura.

Conforme Brandao et al. (2005) e lbama (2007), o Brycon amazonicus € a
segunda espécie mais criada na regido amazbnica por apresentar répido
crescimento em cativeiro e alcancar bons precos de mercado. Situacdo semelhante
foi observada em visitas a regido da Baixada Maranhense, tendo em vista a
quantidade produzida em estacdes de piscicultura e vendida nas feiras da regiéo.

Quanto ao seu habito alimentar, Val e Honczaryk (1995) comprovaram,
através da andlise dos residuos do trato intestinal — frutos e insetos, que é onivoro
com tendéncia a herbivoro, jA Lopera-Barrero et al. (2011) afirmaram apresentar
habito alimentar herbivoro/frutivoro na natureza, com a capacidade de se tornar
onivoro no cativeiro, onde aceita bem alimentos artificiais peletizados e extrusados.

Quanto & maturacédo sexual, Lopera-Barrero et al. (2011) afirmaram ocorrer,
na natureza, com aproximadamente 3 anos de idade, o que se observa também em
condicBes de cativeiro.

E como se trata de uma espécie migratéria, Gomes e Urbinati (2005)
recordam que para a ovogénese e a desova se completarem em cativeiro faz-se
necessario o estimulo artificial por aplicagdo de hormdnios, caso contrario, a

reproducdo nao ocorre.

3.2 Caracterizacédo seminal

A gualidade do sémen esté intrinsecamente envolvida com o processo de sua
coleta, pois no momento da extrusdo, o0 sémen pode entrar em contato com urina ou
fezes (SAAD; BILLARD, 1995; LEGENDRE et al., 1996), sangue e/ou agua,
identificados pelas variagdes de coloracdo (FOGLI DA SILVEIRA et al., 1990).

O sémen preservado, composto de plasma seminal e espermatozoides
imoveis, passa por etapas de diluicdes com solucdes ativadoras para ser avaliado. A
taxa de motilidade espermatica, a duracdo da motilidade, a concentracéo
espermética, a composi¢cdo do plasma seminal e a capacidade de fertilizacdo séo
algumas das principais variaveis biolégicas utilizadas por diferentes autores na

avaliacdo da qualidade do sémen (RANA, 1995).
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Quanto a concentracdo espermatica, Fogli da Silveira et al. (1987) citam ser
ela uma das medidas quantitativas mais importantes utilizadas na pesquisa e rotina
para a avaliacdo do sémen de animais de fecundacdo interna e externa, para
maximizar o aproveitamento do material fecundante e para ter melhores resultados

na fertilizacao.

Com o fim de desenvolver protocolos de conservacdo seminal, estudos
minuciosos sobre as propriedades e/ou qualidades do sémen s&o necessarios, pois
0s espermatozoides dependem principalmente do meio extracelular como fonte
energética (VASCONCELOS et al., 2009).

Visto isso, uma descricdo das caracteristicas fisico-quimicas apresentadas
pelo liquido seminal, bem como das caracteristicas morfolégicas e funcionais dos
espermatozoides, € um pré-requisito necessario para a elaboracdo de diluentes e
crioprotetores que mantenham as mesmas caracteristicas em baixas temperaturas
(SUQUET et al., 1993).

3.3 Conservacéao

Nas ultimas décadas, as populacdes naturais de peixes tém diminuido devido
a degradacdo ambiental e pesca excessiva, praticas que promovem a
descaracterizacdo e o desaparecimento do habitat natural e dos organismos que
nele vivem. Isso tem suscitado um grande interesse na criacdo de bancos de genes
para organismos aguaticos selvagens. Visando suprir esse desequilibrio ecoldgico e
aumentar os beneficios econdémicos, a piscicultura tem gerado inUmeros trabalhos
no ambito de técnicas de cultivo, controle de doencas, avaliacdo dos gametas
produzidos em cativeiro e técnicas para congelamento seminal e de embribes
(PESSOA et al., 2012).

A estratégia ideal para a conservagdo de espécies ameacgadas € pela
protecdo e restauracdo de seus habitats nativos. Infelizmente, isso requer muito
dinheiro e tempo, além de ser um processo lento. No entanto, uma alternativa &
estabelecer bancos de genes ex situ resfriados ou criopreservados, 0 que garantiria
a manutencdo das populacdes de peixe geneticamente puras, enquanto as
condicdes de habitat para o repovoamento é realizado. Além disso, o rapido

crescimento da industria da aquicultura tem promovido a necessidade de producao



17

rapida e a entrega de espécimes, 0 que poderia ser feito de maneira mais eficiente
com o uso destas técnicas (DONALDSON, 1997).

A preservacdo de material genético, seja ele congelado ou simplesmente
resfriado, € uma técnica de grandes interesses ecologicos e econdmicos, uma vez
que, ao conservar certa variabilidade genética de diversas espécies, pode favorecer
tanto a conservacdo da biodiversidade como o0s programas ja existentes de
melhoramento genético, trazendo, dentre outros beneficios, uma maior lucratividade
para 0s empresarios produtores.

Em termos de criopresevacdo de peixes, ha relatos de que os primeiros
experimentos foram realizados na década de 1950, quando Barret em 1951
(TEIXEIRA, 2013) verificou a viabilidade de células germinativas de salmonideo
depois da estocagem e Blaxter em 1953 (RESENDE; MARQUES, 2009) congelou o
sémen de peixes para realizar o cruzamento de duas “populag¢des” de arenques que
se reproduziam em periodos diferentes do ano.

No Brasil, mais de 17 espécies de peixes ja tém seu protocolo de
criopreservacdo de sémen determinado (CAROLSFELD et al., 2003; MARIA et al.,
2009; VIVEIROS; GODINHO, 2009; VIVEIROS, 2011; ARAUJO, 2011), no entanto,
conforme afirmam Maria e Carneiro (2012), os estudos sobre a criopreservagao de
sémen de peixes de 4gua doce s0 tiveram inicio na década de 1980, e a maior parte
destas pesquisas ocorreram apenas nos ultimos treze anos.

Conforme Resende e Marques (2009) e Teixeira (2013), esta técnica
denominada criopreservacdo de sémen consiste na preservacdo de gametas
masculinos em nitrogénio liquido, a temperatura de -196 °C, por tempo
indeterminado e sem prejuizos a sua estrutura e funcéo, uma vez que 0S processos
bioldgicos e quimicos ndo ocorrem a temperatura tdo baixa como esta. Entretanto,
como a criopreservacao existe apenas desde 1949, ndo ha como saber efetivamente
a duracdo, mas o sémen bovino criopreservado no Reino Unido em 1952 foi, na
década de 1990, descongelado e usado para produzir bezerros saudaveis
(HARVEY, 1993), 0 que nos mostra, na pratica, que por pelo menos 40 anos esse
material se manteve inativo e viavel.

No que se refere ao simples resfriamento com o objetivo de preservacéo,
Simone Marques (2001) o define como sendo uma técnica que consiste na

manutencdo de sua viabilidade por periodo de horas ou dias em temperaturas de
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refrigeracdo sem atingir o congelamento, e que, por isto, dispensa o uso de
substéancias crioprotetoras.

Sobre as finalidades atuais destas técnicas, elencamos, além da conservacgao
da variabilidade genética e uso desta em programas de melhoramento genético, a
prevencdo da assincronia reprodutiva entre fémeas e machos (CAROLSFELD et al.,
2003; RIBEIRO; GODINHO, 2003; SUQUET et al.,, 2000) e a manutencdo do
tamanho populacional sem os gastos com muitos reprodutores (CARNEIRO, 2007).

Ainda sobre as vantagens, Stoss (1983) e Coser (1988) corroboram
afirmando que a preservacdo a curto prazo do sémen de peixes é indicada para
facilitar o manejo e aumentar a eficiéncia da reproducéo artificial em estacdes de
piscicultura, sendo util, a variagcdo de horas a semanas, quando ocorre assincronia
na maturacado, no transporte dos gametas ou no uso seletivo de reprodutores.

E, por ser tdo importante quanto as demais vantagens ja citadas, merece
destaque também a possibilidade de estudo das caracteristicas do sémen segundo
Ciereszko e Dabrowski (1994).

No entanto, conforme Resende e Marques (2009) lembram, os bancos de
sémen conservados devem ser implantados antes que uma dada espécie esteja
realmente em extincdo, pois muitas vezes, nessas condicbes, ndo havera

variabilidade genética suficiente para a recomposicao.

3.4 Diluentes

A refrigeracdo estende a viabilidade temporal do sémen néo diluido por
algumas horas. Esse efeito pode ser explicado pela reducéo da atividade metabdlica
dos espermatozoides a temperaturas abaixo da fisioldgica. A combinacédo do sémen
com solugdes diluentes imobilizadoras da motilidade, as quais mantém uma
composicdo ibnica e a osmolaridade do plasma seminal, tem sido efetivo em
potencializar a longevidade, sem promover mudancas significativas da qualidade do
sémen (PENARANDA et al., 2010).

A motilidade espermatica, reprimida pela osmolaridade isoténica do plasma
seminal, é iniciada pela diminuicdo ou aumento da osmolaridade do meio externo.
Em teledsteos, tanto marinho quanto dulcicolas, os espermatozoides, que sao
imoéveis no plasma seminal, tém a osmolaridade em torno de 300 a 350 mOsm/kg
(MORISAWA; SUSUKI, 1980).
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Portanto, a motilidade resulta da reducdo drastica da pressdo osmoética ao
entrar em contato com a agua, mas também pela reducao, por diluicdo, das altas
concentracfes de potassio no testiculo (HARVEY, 1993).

O processo que leva a movimentacdo € denominado de ativacao.
Normalmente a ativacao é irreversivel e dura por um periodo de tempo muito curto.
Apds esse tempo, a energia do espermatozoide se esgota e ele se torna incapaz de
qualquer fecundacao, de forma que, nesse periodo ativado, 0 espermatozoide tem
que entrar rapidamente em contato com o ovoécito e para fins de conservacéao,
logicamente, deve ser congelado e/ou refrigerado antes de ser ativado (RESENDE;
MARQUES, 2009).

No intuito de garantir a natural inatividade dos espermatozoides no plasma
seminal de peixes, procura-se manter a composicdo iénica, o pH e a presséo
osmaotica mesmo com a utilizacao de diluentes. Por esta razéo, os diluentes tém sido
desenvolvidos para manter estaveis as condi¢des fisico-quimicas do plasma
seminal, durante o periodo de estocagem, e possibilitar uma alta taxa de motilidade
espermatica (TAN-FERMIN et al., 1999).

Wayman et al. (1997), com o armazenamento de sémen de Pogonias cromis,
observaram que a motilidade esperméatica do sémen nao diluido foi
significativamente mais baixa do que em amostras pré-diluidas em diferentes
concentracbes de agua salgada artificial ou HBSS (solucdo salina balanceada de
Hanks). Por outro lado, Harvey e Carolsfeld (1993) afirmaram que a melhor

estratégia € armazené-lo a fresco sem diluigdo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Procedéncia dos espécimes e a coleta do sémen:

Foram utilizados Matrinchas (n=20) pertencentes ao plantel de reprodutores
de uma piscicultura situada em Arari — MA. Os peixes, previamente selecionados,
foram capturados individualmente, envoltos em uma toalha umedecida e dispostos
sob um colchdo de espuma para secagem da regido urogenital com papel toalha. A
coleta do sémen foi efetuada por meio de leves pressdes na regidao abdominal no
sentido cranio-caudal.

Na sequéncia, foi realizada uma avaliagdo subjetiva da viabilidade
espermatica através da ativacdo e observacdo ao microscopio oOptico (CM 505,
Solaris Scientific, China) de uma determinada aliquota (2 uL) do material coletado.
Quando considerado viavel (motilidade < 5%), o sémen foi armazenado em tubos de
microcentrifuga com volume até 2 mL com tampa rosqueavel (IMEC), os quais foram
dispostos em caixa tipo criobox (Figura 2) e os mesmos acondicionados em caixa
térmica de isopor com gelo a temperatura entre 4 °C e 6 °C. A temperatura foi
controlada com um termometro digital (Incoterm, Hong Kong) dotado de um sensor
(Figura 3). Em seguida, as amostras foram transportadas para o Laboratério de
Pesca e Ecologia Aquética - LabPEA da Universidade Estadual do Maranhao-
UEMA.

Figura 2 — Tubos de microcentrifuga (a). Caixa tipo criobox com os tubos (b).

/il

Foto: Anderson da Silveira Pereira (2015).
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Figura 3 — Amostras de sémen em tubos de microcentrifuga dispostos em caixa de
isopor provida de termémetro para controle da temperatura.

- A

Foto: Anderson da Silveira Pereira (2015).

4.2 Caracterizagdo do sémen:

Uma aliquota (5 pL) do material coletado foi depositada em lamina e levada
para observacdo em microscopio Optico previamente ajustado na objetiva de 10x. A
ativacdo dos espermatozoides foi realizada mediante adicdo de 10 pyL de &agua
destilada e cronometrado imediatamente ap0s esta adicdo até a total parada de
movimento dos mesmos.

Outras medidas importantes também foram verificadas, quais foram:

a) Volume (pL): verificado com auxilio de micropipeta de volume variavel, a qual foi

usada na transferéncia para tubos de microcentrifuga;

b) pH do sémen: verificado com o uso de fita indicativa de pH (pH indicator strips —
Merck KGaA, Germany);

c) Concentracdo espermatica (numero de espermatozoides por mL de sémen):
Amostras de sémen (n = 20) foram diluidas em 1 mL de solu¢éo formol salina 1% na
proporcdo de 1:500 (sémen:solucdo formol salina) uma aliquota de 10 pL foi
transferida para a Camara hematimétrica de Neubauer (0,200 mm de profundidade,
Precicolor HBG, Alemanha) e focalizada ao microscopio na objetiva de 40x,
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permanecendo em repouso por um periodo de até cinco minutos. Para a realizacdo
da contagem foram utilizadas as quadriculas com pontos destacados em amarelo
(Figura 4 — b), os quais se encontram inseridos no campo C (Figura 4 — a). A
contagem dos mesmos apresentou um minimo de trés repeticdes, refazendo-as

qguando a diferenca entre elas era maior que 10%.

Figura 4 — Gabarito de uma Camara de Neubauer (a). Esquema de contagem de

espermatozoides nos cantos e no centro da Camara de Neubauer (b).

a b

A B A

Fonte: (a) VIEIRA (2000): (b) TEIXEIRA (2013).

Na intencéo de se evitar a contagem de um mesmo espermatozoide mais de
uma vez, convencionou-se que as células que se encontravam sobre as bordas da
direita e inferior de cada quadricula ndo fossem contadas.

O numero de espermatozoides foi determinado segundo a férmula seguinte
(TIBA et al., 2009), e os resultados expressos em espermatozoides/mL.

CE=NxF

Onde:

CE = Concentracéo de espermatozoides;

N = Numero de células contadas na Camara de Neubauer:

F. = Fator de correcéo, que foi calculado como:

Fe=qxfd/d

Em que:

g = 5, razdo entre o numero total de quadrados da Camara de Neubauer e o nimero
de quadrados de realizagcéo da contagem (25/5);

fd = Diluicdo da aliquota de sémen;

d = 0,1 mm (profundidade da Camara de Neubauer).

4.3 Diluentes:
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Foram testados quatro diluentes elaborados um dia antes da coleta, conforme

segue:

a) Glicose (350 mOsm/kg): 6,3 g Glicose + 100 mL de agua destilada com pH
ajustado para 7,9 (TEIXEIRA, 2013).

b) Ringer modificado para peixes (300 mOsm/kg): NaCl 6,5 g/L; KCI 3,0 g/L;
NaHCO3 0,2 g/L; CaCI2 0,3 g/L; pH 7,8 (PELETEIRO et al., 1996).

c) Sacarose (300 mOsm/kg): 10,26 g Sacarose + 100 mL de agua destilada com pH
ajustado para 7,5 (TEIXEIRA, 2013).

d) Solucédo salina de NaCl 1,2% (343 mOsm/kg): 1,2 g de Cloreto de Sédio (NaCl)
para cada 100 mL da solu¢do aquosa com agua destilada e pH ajustado para 7,4.
A osmolaridade das solucdes foi conferida por meio de osmémetro digital

(Osmette A, Precision Systems).

4.4 Elaboracéo dos pools:

As amostras de sémen coletadas e ndo ativadas foram utilizadas para a
formacado de seis pools compostos pela doagdo de volumes variados de sémen in
natura de 10 peixes, totalizando 530 pL de sémen por pool. Apos estes
procedimentos, os pools foram mantidos em tubos de microcentrifuga em criobox e
0s mesmos dentro de caixa térmica de isopor com gelo em temperatura de

aproximadamente 4 °C.

4.5 Refrigeragéo:

No LabPEA-UEMA, foram delineados cinco tratamentos com seis repeticoes:
o primeiro tratamento (T1) com 330 pL de sémen in natura em cada. Para os demais
tratamentos e suas respectivas repeticoes, foi acrescentado os seguintes diluidores:
Glicose (Tll), Sacarose (TllI), Ringer (TIV) e Solucéo salina de NaCl 1,2% (TV). A
proporcado sémen/diluente foi de 1:8, constituido por 50 pL de sémen para 400 pL do

diluente. Portanto, cada tubo contendo os tratamentos in natura apresentou um
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volume total de 330pL, enquanto que o volume dos tubos com sémen diluido foi de
450pL.

Os tubos de microcentrifuga contendo os tratamentos foram estocados em
criobox e acondicionados em caixa térmica de isopor com gelo sob refrigeracdo a
4°C. A temperatura interna da caixa térmica foi monitorada por meio de um
termbmetro digital dotado de um sensor procedendo-se com a reposi¢cao do gelo
para se evitar oscilacdo na temperatura.

As avaliagcbes de porcentagem e tempo de motilidade de cada unidade
experimental foram realizadas imediatamente apos a diluicdo (Oh), 6, 18, 30, 40, 52,
70 e 96 horas apos a refrigeracdo a 4 °C. Para tanto, 5 uL de cada tubo foi ativado
(com 10 pL de agua destilada para os tratamentos Tl e 20 uL de agua destilada para
0s demais) sob uma lamina de microscopia e observado em um aumento de 100x

nos intervalos de hora acima mencionados.

4.6 Andlise estatistica:

A analise dos dados obtidos foi realizada com auxilio do software gratuito
BIOESTAT versdo 5.3 (disponivel em www.mamiraua.org.br) em nivel de
significancia de 5%.

Os dados foram expressos em meédias = desvio padrdo. As médias foram
analisadas pela Analise de Variancia (ANOVA), e quando encontradas diferencas

significativas entre as médias foi aplicado o teste de variagdo multipla de Tukey.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacédo do sémen de Matrincha

Os resultados referentes as caracteristicas fisico-quimicas do sémen do
Matrinch& encontram-se expressos na tabela 1.
O volume de sémen coletado foi o parametro que apresentou a maior

variacao (36,5%) entre os espécimes, variando de 220 a 800 pL.

Tabela 1 — Estatistica descritiva das caracteristicas fisico-quimicas seminais (n=20)
do Matrincha, Brycon amazonicus.

. Coeficiente
) o o Desvio o
Parametro Minimo Maximo Média de Variacao
Padrao

(%)
Volume (uL) 220,0 800,0 426,6 1555 36,5
Concentracdo (x 10° spzmL™?) 3,0 7,0 5,7 1,6 28,1
pH 6,5 8,0 7,5 0,6 8,0
Tempo de motilidade (s) 38,0 90,0 56,6 16,1 28,4
Taxa de motilidade (%) 90,0 100,0 98,0 4,2 4,2

Fonte: Anderson da Silveira Pereira (2015).

No que se refere a concentracéo, o valor médio registrado no presente estudo
foi de 5,7 x 10° espermatozoides mL™ de sémen, com uma variacéo de 3,0 x 10° spz
mLt a 7,0 x 10° spz mL™.

O valor médio do parametro pH encontrado nesta pesquisa através da
afericdo por fita indicativa de pH foi de 7,5, variando de 6,5 a 8.

Apresentando a segunda maior variacdo (28,4%) dentre os parametros
avaliados, esta o tempo de motilidade apresentado no momento da coleta, o qual
variou de 38 a 90 segundos.

No tocante a taxa de motilidade meédia, que €& a porcentagem de
espermatozoides méveis, determinada neste trabalho de forma subjetiva, encontrou-

se o valor de 98% com pequena variagao de 96 a 100%.

5.2 Conservacéo seminal sob refrigeracéao
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Nesse estudo, foram quatro as solucdes diluidoras avaliadas (Glicose,
Sacarose, Ringer e Solucdo salina NaCl 1,2%), porém, para efeitos de resultados,
uma delas (Sacarose) ndo foi exposta em razdo da baixa média na taxa de
motilidade (10%) ainda na hora zero do experimento, ou seja, imediatamente apos a
diluicdo e, por tanto, logo foi desconsiderada.

A razéo (1:8) de sémen in natura para solucdo diluente, ou seja, 50 pyL de
sémen para cada 400 pL de diluidor foi a proposta para a realizacdo do presente
trabalho.

Os resultados encontrados para tempo de motilidade estdo dispostos em
duas ilustragdes (Figura 5; Tabela 2) expondo duas visualiza¢des diferentes para os
mesmos dados.

Quanto ao tempo de motilidade sob refrigeracéo, observa-se que o sémen in
natura foi o que apresentou resultado mais satisfatorio, pois 0 mesmo conseguiu
atingir até 96 horas (Figura 5; Tabela 2) apés a diluicdo; momento em que foi
descartado (apesar de ainda apresentar tempo médio de motilidade adequado: 59,6
+0,7 s).

Figura 5 — Tempo médio de motilidade do sémen do Matrinchd, Brycon amazonicus
diluido em diferentes solucfes e armazenado a 4 °C por até 96 horas.
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Colunas com letras diferentes em cada intervalo diferem entre si significativamente (p < 0,05).

Fonte: Anderson da Silveira Pereira (2015).

Entre as amostras de sémen diluidas, nota-se claramente a superioridade do

tratamento TIV (contendo Ringer) sob os efeitos da refrigeracdo, pois 0 mesmo
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chegou a presentar motilidade até a sexta observacéo, ou seja, 52 horas apos a
diluicdo (Figura 5; Tabela 2). Por outro lado, o tratamento TV (contendo NaCl)
apresentou motilidade apenas até as 18 horas e o tratamento TIl (contendo Glicose)

somente no momento da dilui¢éo.

Tabela 2 — Tempo de motilidade (s) (média * erro padrdo) do sémen de Matrincha,
Brycon amazonicus diluido em diferentes solu¢des e armazenado a 4 °C por até 96
horas.

Intervalos N ~ Dilui¢cbes
de Senjep nao . .
observacio diluido Ringer NaCl Glicose

0 1344 + 13,9 83 +6,43° 131 +6,21*  200,0 + 49,9°
6 161,4 +21,3* 72,8+13,1° 112,8+15% -

18 88,4+8,7% 107,4+325* 60,2+5,8° -

30 97,6 + 8,52 64,4 + 4,9° - -

40 72,2+ 4,92 55,8 + 1,9° - -

52 58,0 + 1,92 42,4 +1,2° - -

70 56,2 + 2,1 - - -

96 59,6 + 0,7 - - -

Valores com letras diferentes na mesma linha diferem entre si significativamente (p < 0,05).
Fonte: Anderson da Silveira Pereira (2015).

Ainda em termos de desempenho na duracdo da motilidade (Figura 5; Tabela
2) pos-diluicdo, tem-se que o segundo tratamento (contendo Glicose) foi o que
apresentou maior valor médio (200,0 segundos) na hora zero, porém n&o
apresentou motilidade nas observacdes posteriores.

Conforme se observa na Figura 5 e na Tabela 2, os tratamentos Tl e TIV (in
natura e com Ringer, respectivamente) apresentam momentos em que aumenta o
tempo de motilidade e depois volta a diminuir, fato este que ocorre 6 horas apos a
diluicdo para o sémen in natura e na observacgéo de hora 18 para o tratamento TIV.

Em relacéo as perdas de rendimento do tempo de motilidade (Tabela 2), nota-
se, para o sémen nao diluido (TI), dois momentos marcantes, a saber: (a) na
passagem da hora 6 para a hora 18 com uma diminuicdo do valor médio de
aproximadamente 45%, (passando de 161,4 s para 88,4 s); (b) na passagem da
hora 40 para a hora 52 com uma diminuicdo do valor médio de aproximadamente
19,6%, (passando de 72,2 s para 58,0 s). Quanto ao tratamento TIV (com Ringer),
apenas uma diminuicdo foi observada, da ordem de 40% ao passar da hora de

observacédo 18 (107,4 s) para a hora 30 (64,4s) e, por fim, também com apenas uma
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diminuicdo, tem-se o tratamento TV (NaCl) na passagem da hora 6 para a hora 18
com 46,6% de perda (112,8 s para 60,2 s).

Entretanto, s6 a avaliacdo do tempo de motilidade ndo € suficiente para se
determinar a viabilidade de uma conservacdo do sémen de peixes, portanto, uma
série de outros parametros merecem destaque e dentre eles a taxa de motilidade
(%), que neste trabalho foi avaliada subjetivamente e seus resultados encontram-se

expressos na Tabela 3.

Tabela 3 — Taxa de motilidade (% média £ erro padrdo) do sémen de Matrincha,
Brycon amazonicus diluido em diferentes solu¢des e armazenado a 4 °C por até 96
horas.

Intervalos A ~ Diluicbes
de  Semenndo — _
observacao diluido Ringer NacCl Glicose

0 942+0,8% 833+1,0*® 350+25° 31,7+14,5"
6 93,3+1,0® 70,0+51° 292+27° -

18 89,2+32% 558+4,1° 158+1,5° -

30 88,3+35% 525+25" - -

40 69,2+3,7% 38,3+1,0° - -

52 358+2,0® 10,8+0,8" - -

70 20,8+ 1,5 - - -

96 175+2,1 - - -

Valores com letras diferentes na mesma linha diferem entre si significativamente (p < 0,05).
Fonte: Anderson da Silveira Pereira (2015).

Comparando-se os quatro tratamentos no momento da diluicdo, observa-se
nitidamente a separacdo em dois grupos com diferencas significativas entre eles: um
com média de taxa de motilidade alta, composto pelos tratamentos com sémen néo
diluido (94,2 + 0,8) e com Ringer (83,3 = 1,0) e outro com média baixa, onde se
encontram os tratamentos com NacCl (35,0 + 2,5) e com Glicose (31,7 + 14,5).

Durante todas as horas observadas desde a diluicdo, o sémen nao diluido foi
0 que apresentou as melhores taxas e com maior tempo de viabilidade.

No que se refere aos diluidores utilizados neste trabalho, o tratamento TIV
(contendo Ringer) foi o que apresentou as melhores taxas e com maior tempo de

viabilidade, porém, como ja exposto acima, inferior ao tratamento n&o diluido.
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6 DISCUSSAO

6.1 Método de coleta e armazenamento

Durante a coleta de sémen de peixes, a possibilidade de contaminagao por
urina, fezes, muco ou 4gua € um risco bastante comum e, por isso, deve-se fazé-la
com precaucdo, pois, conforme Maria e Carneiro (2012), estes contaminantes
podem ativar a motilidade espermatica tornando o material improprio para utilizacéo
em processos de conservacgao (refrigeragao ou congelamento).

Portanto, a coleta do sémen de peixes pode ser realizada em recipientes
como placas de Petri, tubos Falcon e seringas (YASUI, 2007), ou qualquer outra
maneira que garanta a ndo-ativacao deste sémen.

Citando mais métodos tem-se: Godinho, Amorim e Peixoto (2003) e Mataveli
et al. (2007) que utilizaram seringas de 1 mL para coletar sémen de tilapia; o mesmo
método foi utilizado para coleta de sémen de piapara por Streit-Jr et al. (2008). Para
tambaqui, Leite et al. (2011) e Vieira et al. (2011) utilizaram tubos de polietileno
graduados, enquanto que para piabinha foram utilizados tubos de 5 mL (SHIMODA
et al., 2007). E mais recentemente, Teixeira (2013) inovou utilizando micropipeta
para a coleta em tilapia-do-nilo.

Porém, apesar de os autores citados no paragrafo anterior terem mencionado
gue seus métodos foram mais eficazes reduzindo a possibilidade de contaminacéo,
no presente trabalho, a coleta foi realizada apenas com o uso de placas de Petri,
adotando-se as medidas de higienizacdo da regido urogenital com papel toalha e
obtendo-se 100% de aproveitamento do material coletado, ou seja, todo o volume
seminal obtido apresentou, quando observado ao microscopio Optico, motilidade
nula ou menor que 5%.

Todavia, além do meio utilizado para a coleta do sémen a técnica também &
um fator importante para se garantir a efichcia deste processo; compondo esta
técnica € imprescindivel o “olhar treinado” do manipulador, pois em casos como o da
espécie em estudo 0 sémen apresenta-se inconsistente, com elevada transparéncia,
chegando a confundir-se com a urina.

No momento da coleta, € comum proceder-se a ativacdo de uma determinada
aliguota do sémen para se verificar a viabilidade de uma conservacéo e para tanto

se utiliza solucdes ativadoras. Neste estudo, mediante avaliacdo subjetiva, a solucéo
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adotada foi 4gua destilada, a qual apresentou resultado satisfatério, sendo também
utilizada, com avaliacdo subjetiva, por Miliorini (2006), Murgas et al. (2007) e
Viveiros et al. (2009b) todos trabalhando com Prochilodus lineatus e por Ribeiro e
Godinho (2003) ao trabalhar com Leporinus macrocephalus e Streit Jr et al. (2006)
ao ativar o sémen do Prochilodus mesopotamicus.

Para a conservacdo do sémen, por refrigeracdo ou criopreservacao,
recomenda-se a utilizacdo de amostras que apresentem motilidade acima de 90%
(COSSON et al., 1999), atestada via microscopio optico.

Em termos de armazenamento, Marques (2001), ao trabalhar com teledsteos
neotropicais de agua doce, concluiu que é possivel manter o sémen viavel ao
acondiciona-lo em caixas térmicas de isopor com gelo ou termogel congelado, em
temperaturas entre 0 a 6 °C, com ou sem adicdo de ar ou oxigénio, por periodo
variavel segundo a espécie.

Portanto, observacdo semelhante se faz no presente trabalho, uma vez que
se obteve eficacia com a utilizacdo de caixa térmica de isopor e gelo para

armazenamento e manutengéo de temperatura.

6.2 Caracterizacédo do sémen de Matrincha

Segundo Murgas et al. (2011), na busca por um padrao 6timo de fertilizacédo
artificial, € fundamental o conhecimento da grande variacdo entre as caracteristicas
seminais das diversas espécies de peixes.

Routray et al. (2007) afirmaram que a descricdo do fluido espermatico €
realizada com base em propriedades fisicas como volume, motilidade e
concentracdo, além das caracteristicas morfoldgicas. Estas informacdes sé&o
indicadoras da qualidade do sémen no momento da fertilizacdo (FELIZARDO et al.,
2010).

Quanto ao parametro volume, podemos afirmar que se encontra dentro do
padrao, visto que, Alavi et al. (2007), verificaram grande variagdo de volume entre
espécimes de Perca fluviatilis e, para Godinho (2000), o volume de sémen de peixes
varia entre espécies e espécimes de acordo com idade, método e época de coleta.

O valor médio encontrado para a quantidade de espermatozoides por mL de
sémen (5,7 x 10°) foi considerado baixo ao ser comparado aos valores apresentados

por Cruz-Casallas et al. (2006) 7,6 + 1,3 x 10° espermatozoides mL™ analisando
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sémen fresco de B. amazonicus e por outras espécies da mesma ordem
(Characiformes): Brycon orbignyanus 7,1 + 56 x 10° espermatozoide mL* e
Prochilodus lineatus 18,6 + 2,2 x 10° espermatozoide mL™* (NASCIMENTO et al.,
2012). A média de concentracdo espermatica encontrada por Teixeira (2013) ao
realizar a conservacao do sémen de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus, foi de 2,4
x 10% spz mL™.

Apesar da baixa concentracéo aferida, esforcos na conservacédo do sémen da
espécie em estudo pode ndo ser em vao, pois conforme Tiba et al. (2009)
constataram, a concentracdo minima necessaria de espermatozoides em
Centropomus parallelus para inseminar com sucesso lotes de ovocitos com sémen
crioconservado e fresco foi de 1,6x10° espermatozoides mL™.

De acordo com Nynca e Ciereszko (2009), o conhecimento da concentracéo
de espermatozoides permite o controle da reproducdo de peixes através do
estabelecimento adequado da relagdo de espermatozoide/6vacito. A determinacdo
dessa relacdo propicia uma melhor taxa de fecundacdo sem desperdicio de
gametas.

O resultado médio verificado para o parametro pH (7,5) encontra-se dentro da
variacdo aceitavel (6,5 a 8,5) proposta por Tabares et al. (2005) para o sémen de
peixes de 4guas continentais.

E por fim, temos a motilidade espermatica que, segundo Alavi e Cosson
(2006), € induzida quando o espermatozoide entra em contato com o ambiente
aguoso durante a reproducdo natural ou com a solugcdo ativadora durante a
reproducao artificial.

Segundo Melo e Godinho (2006), normalmente os espermatozoides de
teleGsteos permanecem moveis por um curto periodo de tempo apds a ativacgao,
sendo inferior a um minuto.

Rurangwa et al. (2004) e Viveiros et al. (2010) afirmam que o bom
desempenho reprodutivo de peixes esta associado a taxa de motilidade espermatica
e a velocidade do espermatozoide.

Vale salientar que o tempo de motilidade espermatica em peixes de agua
doce pode variar entre espécies (MURGAS et al.,, 2011) e entre espécimes de

acordo com fatores intrinsecos e extrinsecos.
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Destaca-se ainda que nao foram atestadas diferengas tao significativas
quanto a média da taxa de motilidade (%) entre o momento da coleta e 0 pés-
diluicdo: 98 no momento da coleta (Tabela 1) e 94,2 £+ 0,8 no pés-diluicdo (Tabela 3).
E importante salientar também que, quanto a técnica subjetiva de determinacdo da
taxa de motilidade, apesar de imprecisa ainda se faz necessaria perante sua
importancia na caracterizacéo e, sobretudo, devido ao elevado valor para aquisi¢ao
de um equipamento de determinacao objetiva.

E confirmando tal posicionamento, tem-se que: apesar de Oliveira et al.
(2007) terem afirmado que os métodos objetivos de avaliagdo da motilidade seminal
sdo mais relevantes na pesquisa em reproducdo, Melo-Maciel et al. (2012)
atestaram gue seu uso ndo é rotineiro devido aos altos custos de aquisicdo do

equipamento.

6.3 Conservacdo seminal sob refrigeragéao

E importante observar que o valor médio (134,4 s) de tempo de motilidade
expresso na Tabela 2 refere-se ao tempo zero para 0 sémen in natura apos as
diluicbes, as quais ocorreram cerca de 3 horas e meia (tempo equivalente a
distancia Arari — Sao Luis) apos a coleta, e, por ser um valor tdo alto quando
comparado ao exposto na Tabela 1 (56,6 s), acredita-se que, por estar sob efeito da
refrigeragdo, o “frenesi” dos espermatozoides, mesmo apds a ativacdo, tenha
diminuido, apresentando menor consumo energético e, por tanto, permitindo um
maior tempo de motilidade.

Os preceitos de Sanches e Cerqueira (2011) legitimam esta proposicao, pois
afirmam que a estocagem do sémen puro em temperatura inferior a fisioldégica reduz
a atividade metabdlica dos espermatozoides, estendendo, portanto, sua viabilidade
temporal.

O choque térmico imposto pela refrigeracdo do sémen, quando realizado de
forma inadequada, reduz a taxa de motilidade interferindo, consequentemente na
taxa de fertilizagdo (BEZERRA, 2010). Em consonancia com essa ideia esta a
metodologia do presente trabalho, pois, ao colocar o sémen coletado dentro de
tubos de microcentrifuga e os mesmos dentro de criobox e sé entdo coloca-los no
isopor com gelo, garantiu uma gradual refrigeracdo do sémen evitando assim o

choque térmico com a mudanca brusca de sua temperatura.
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As solugbes inibidoras da motilidade espermatica, cujas composigdes fisico-
quimicas se assemelham a do plasma seminal, sdo utilizadas na diluicdo do sémen
no processo de refrigeracdo, com o proposito de aumentar o tempo util do
espermatozoide sem alterar significativamente a qualidade seminal (PENARANDA et
al., 2010). E como diluentes com bons resultados para uma espécie podem ser
inadequados para outras, testes com variados diluentes faz-se necessario para que
se defina o mais satisfatorio.

As proporcdes utilizadas no presente trabalho (1:8) estdo entre as
consideradas adequadas a metodologia, pois, conforme Peleteiro et al. (1996) e
Suquet et al. (2000) elas podem variar de 1:1 a 1:20, porém, para a maioria das
espécies, proporcdes de diluicdo de 1:3 a 1:6 sdo as mais comumente usadas (Mc
ANDREW, 1993).

Ja quanto ao descarte do sémen in natura apds 96 horas de observacéo,
podemos afirmar que a mesma ocorreu por questdes de viabilidade da conservacao,
visto sua baixa taxa média de motilidade expressa na Tabela 3 (17,5 £ 2,1).

Quanto aos momentos em que se observa aumento e diminuicdo
subsequentes do valor do tempo médio de motilidade apresentados pelos
tratamentos Tl (in natura) e TIV (Ringer), acredita-se que, assim como ja foi
comentado acima, a exposicdo destes tratamentos as baixas temperaturas da
refrigeracdo reduz a atividade metabdlica dos espermatozoides, diminuindo também
0 consumo energeético e, portanto aumentando o tempo de motilidade, o qual, com o
passar do tempo, naturalmente volta a diminuir.

Como bem define Marques (2001), em termos de aplicacdo préatica, amostras
de sémen mantidas resfriadas com motilidade de pelo menos 30% poderiam ser
utilizadas em procedimentos de desova induzida em laboratério. Portanto, ao se
considerar os resultados dos tratamentos no presente trabalho, pode-se afirmar que
0 periodo maximo (pos-diluicdo) aproximado para se ter viabilidade de uso seria: (a)
para o sémen nao diluido, até 52 horas; (b) Ringer, até 40 horas; (c) solucdo salina
de NacCl, até a dilui¢cdo; (d) Glicose, até a dilui¢ao.

Portanto, apesar de haver uma discordancia na literatura consultada quanto a
eficiéncia ou ndo do uso de diluentes na refrigeracdo, nota-se que, para esta espécie
e conforme a metodologia adotada neste trabalho, a conservacdo in natura e sem
diluicdo apresentou resultados mais satisfatérios no quesito motilidade sob

refrigeracao.
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Todavia, ao se contrariar tudo o que foi exposto e considerar apenas o0 sémen
diluido, poder-se-a afirmar que dilui¢cdes feitas a base de NaCl e Glicose com intuito
de refrigeracdo para o B. amazonicus seriam desnecessérias perante a baixa taxa
de motilidade apresentada neste trabalho ainda no momento da diluicéo.

No entanto, a solugdo de Glicose é um dos diluentes mais utilizados na
crioconservacao de sémen de peixes, agindo como componente osmotico, fonte de
energia e agente protetor gracas ao seu elevado peso molecular (HOLT, 2000;
SALMITO-VANDERLEY et al., 2012) e oferecendo resultados satisfatérios para uma
variedade de espécies. A taxa de motilidade espermética registrada para o sémen
de tildpia diluido em Glicose 350 mOsm/kg, logo ap6s a diluicdo foi de 80,1%
(TEIXEIRA, 2013), superior a motilidade de 73,33% obtida para o sémen de B.
orbignyanus diluido em Glicose (MURGAS; FRANCISCATTO; SANTOS, 2003).

Teixeira (2013), trabalhando com tilapia-do-nilo, registrou ainda que a média
da taxa de motilidade espermatica registrada 48 horas apds a estocagem das
amostras em refrigeracdo ndo apresentou diferenca entre os tratamentos com
Glicose, Ringer e Sacarose. Fato este que s6 tem a corroborar com a ideia de que,
para a definicio de protocolos de conservacdo de sémen de peixes, cada
particularidade de cada espécie deve ser levada em consideracdo e que, em tese,

um protocolo definido para uma espécie, nem sempre servira para outra.
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7 CONCLUSOES

Apesar de as caracteristicas do sémen do Matrinchd apresentarem-se
semelhantes as da maioria das espécies de peixes de agua doce, importante é o
seu conhecimento para uma correta escolha de um eficiente diluidor.

Quanto a refrigeracdo, quando o objetivo for manter o sémen por curta
duracédo de tempo, os resultados sugerem ser melhor manté-lo in natura.

Perante os quatro diluentes testados, desnecessario se faz utiliza-los neste
processo, visto que o sémen sem diluicdo apresentou durabilidade mais satisfatoria.
No entanto, mais teste com outros diluentes sdo fundamentais no intuito de se
encontrar algum que apresente maior eficiéncia que a do sémen in natura e, so
assim, poder-se-a afirmar quanto a exigéncia, ou nao, de diluicdo para uma melhor
conservagao refrigerada.

Quanto as questdes financeiras relacionadas, conclui-se também que,
conforme a presente metodologia, trata-se de um procedimento mais lucrativo para o
piscicultor, uma vez que dispensa gastos com a obtencdo de substancias diluidoras
e com a manutencao de matrizes reprodutoras.

Por fim, em termos ecoldgicos, € notavel o aumento da variabilidade genética,
uma vez que, por ser um procedimento simples, torna mais facil e pratico a

miscigenacédo entre plantéis de pisciculturas diversas.
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