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Resumo

A taxa de diluicao do sémen em relagcao a solucao crioprotetora e o volume dos
recipientes de acondicionamento sao fatores que afetam a qualidade espermatica
do sémen no processo de criopreservacao. A resposta das diferentes espécies a
esses fatores é bastante varidvel, e o estudo desse parametro é importante para
o aperfeicoamento das técnicas de criopreservacado. O objetivo do estudo foi
avaliar os parametros de cinética espermatica do sémen de tambaqui, submetido
a diferentes taxas de diluicao sémen : solucao crioprotetora e criopreservado em
recipientes de diferentes volumes. O sémen de nove machos foi coletado e diluido
1:1, 1:4, 1:9 ou 1:19, em solucao crioprotetora (metilglicol, glicose e gema de
ovo) e envasado em criotubos de 1,6 e 5,0 mL ou macropalhetas de 4,0 mL. O
congelamento foi realizado em botijao de vapor de nitrogénio liquido (dry shipper)
e o descongelamento em banho maria a 60°C por 90 s (criotubos de 1,6 e 5,0)
ou 24 s (macropalheta). As amostras fora ativadas com bicarbonato de sddio
230 mM e analisadas quanto a cinética espermatica através do programa Sperm
Class Analyser (SCA®). As diluicées 1:4 e 1:9 foram as que obtiveram melhores
resultados com relacdo aos parametros de cinética espermatica avaliados, nao
sendo detectada diferenca significativa (p>0,05) entre os recipientes de
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armazenamento. O sémen de tambaqui pode ser criopreservado com sucesso
quando diluido 1:4 ou 1:9 (sémen : solucao crioprotetora) e envasado em
criotubos de 1,6 e 5,0 mL ou macropalhetas 4 mL.

Palavras-chave: Colossoma macropomum, criopreservacao, taxa de diluicao,
criotubos, peixe.

Introducao

O Tambaqui Colossoma macropomum é uma espécie nativa da bacia amazoénica
e possui grande importancia na piscicultura continental do Brasil. Atualmente
diversos estudos relacionados a reproducao, como inducado hormonal,
caracterizacao espermaética e criopreservacdo do sémen tém sido realizados
(MARIA et al., 2010; 2011).

No processo de criopreservacao, o sémen € diluido em solucao crioprotetora
antes do congelamento, na tentativa de diminuir os danos causados as células
espermaticas devido a diminuicdo brusca de temperatura. Essas solugcées podem
ser classificadas como crioproterores intra ou extracelulares. Os intracelulares
sdo aqueles que protegem os espermatozoides durante o congelamento e atuam
na diminuicao do ponto de congelamento da &gua, reduzindo o estresse osmatico
e os efeitos da cristalizacdo sobre a estrutura celular (LINHARES, 2012), como
é o caso do glicerol, dimetilsulfoxido (DMSO) e metilglicol. J& os extracelulares
sdo responsaveis pela protecao da membrana celular contra o choque térmico,
sendo que os mais utilizados sdo a gema de ovo e o leite desnatado.

A proporcao da diluicao entre o sémen e a solucao crioprotetora, embora variavel
entre pesquisadores, é um detalhe metodolégico importante porque pode
significar um melhor aproveitamento do sémen, na caracterizacdo de uma possivel
“dose fertilizante”, como ocorre para ejaculados de mamiferos. Em peixes, esta
variacdo também ocorre e sdo observadas variacdes em relacao a qualidade
espermatica de uma mesma espécie em resposta a diferentes taxas de diluicao
empregadas. Nesse sentido, o estudo da melhor taxa de diluicdo do sémen em
relacao a solucao crioprotetora, busca uma proporgcao que ao mesmo tempo
proteja as células contra as crioinjdrias causadas pelo processo de congelamento
e maximize o numero de células por recipiente de armazenamento. O uso de
taxas de diluicdo adequadas associadas a utilizacdo de recipientes de
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armazenamento do sémen de maior volume como criotubos e macropalhetas,
contribui para o aperfeicoamento das técnicas de criopreservacéao, facilitando o
intercambio de material genético necessario para os programas de melhoramento,
além de maximizar as atividades de rotina de producéo de alevinos nas
pisciculturas.

O objetivo do trabalho foi avaliar os parametros de cinética espermatica do sémen
de tambaqui, submetido a diferentes taxas de diluicao do sémen em relacdo a
solucao crioprotetora, quando criopreservado em recipientes de diferentes
volumes.

Material e Métodos

Nove machos adultos pertencentes a Piscicultura Santa Clara (Propria, SE), foram
selecionados e induzidos hormonalmente. Dez horas apds a inducdo o sémen de
cada macho foi coletado em tubos de ensaio por massagem abdominal,
tomando-se os devidos cuidados para evitar contaminacao por fezes, urina ou
agua. Para a selecdo das amostras de sémen utilizadas, inicialmente foi avaliada
a presenca de motilidade espermatica removendo-se cinco pyL de sémen de
cada macho e levado a visualizacdo em lamina sob microscépio éptico (400X)

e ativadas com bicarbonato de sédio 230 mM. As amostras que apresentaram
pré-ativacao da motilidade foram consideradas contaminadas, sendo portando
descartadas e selecionadas apenas as que obtiveram 80% de motilidade. Depois
de selecionada as amostra de sémen foram feitos trés pool, sendo cada pool
composto com sémen de trés animais.

As amostras de cada pool foram diluidas nas proporcdes de 1:1, 1:4, 1:9¢e 1:19
em solucdo de congelamento a base de glicose 5%, metilglicol e gema de ovo e
envasados em criotubos de 1,6 e 5 mL e macropalheta de 4 mL. Apds 20 minutos
de contato do sémen com a solucéo de criopreservacdo, as amostras foram
congeladas em botijao de vapor de nitrogénio liquido (dry-shipper) de acordo com
o protocolo proposto por MARIA e outros, 2011. Para o descongelamento as
amostras foram submetida ao banho maria a 60 °C durante 90 segundos
(criotubos 1,6 e 5,0 mL) ou 24 segundos (macropalhetas 4,0 mL). Apés o
descongelamento a cinética espermatica de cada amostra foi avaliada pelo
analisador computadorizado de sémen Sperm Class Analyzer - SCA® utilizando-se
como solucéo ativadora o bicarbonato de s6dio 230 mM. Os seguintes parametros
foram avaliados: motilidade total (MT - %); motilidade progressiva (MP - %);
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velocidade curvilinear (VCL - um/s); velocidade em linha reta (VSL - um/s) e;
velocidade de trajeto (VAP - um/s). Espermatozéides que apresentaram velocidade
ndo progressiva (entre 20 a 60 ym/s) foram classificados como lentos; com
velocidade progressiva lenta (entre 60 e 100 ym/s) como média; e com velocidade
progressiva rapida (acima de 100 gym/s) como rapida.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados em um sistema
fatorial: 4 x 3 (4 taxas de diluicao sémen : solucédo de criopreservacao x 3
recipientes de armazenamento do sémen). Os dados foram submetidos a anélise
de variancia e, em caso de diferenca significativa, foi aplicado o teste Tukey,
com 5% de significancia pelo software estatistico SISVAR.

Resultados e Discussao

As diluicdes 1:4 e 1:9 (sémen : solucao crioprotetora) foram as que obtiveram
melhores resultados com relacdo aos parametros de cinética espermatica
avaliados, nao sendo detectada diferenca significativa (p>0,05) entre os
recipientes de armazenamento testados (criotubos 1,6 e 5,0 e macropalhetas
4,0 mL). Os parametros de cinética espermatica do sémen de tambaqui pds-
congelamento estao descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Parametros de cinética espermatica do sémen de tambaqui criopreservado em
recipientes de diferentes volumes submetidos a diferentes taxas de diluicdo sémen: solucéo
de criopreservacao.

Parametro Re.cipiente Diluigao

(Tipo/mL) 1:1 1:4 1:9 1:19
Criotubo 1,6 45+6 54+9 55+6 38+1 48 A
Criotubo 5,0 46+ 1 51+2 49+ 11 41+4 47 A
Macropalheta 4,0 49+8 49+ 11 59+15 45+11 50 A
Média 46 ab 51 ab 54 a 41b
Criotubo 1,6 15+7 25+7 304 11+2 20 A
Criotubo 5,0 14+3 23+1 22+10 9+3 17 A
Macropalheta 4,0 19+6 19+6 29+13 15+7 20 A
Média 16 bc 22 ab 27 a 12 ¢
Criotubo 1,6 67+11 77+6 85+1 59+6 72 A
Criotubo 5,0 66+7 761 76 +11 56+8 69 A
Macropalheta 4,0 73+7 73+9 82+12 63+6 73 A
Média 69 bc 76 ab 81a 59 ¢
Criotubo 1,6 37+12 51+7 57+3 34+6 45 A
Criotubo 5,0 37+7 51+1 48 +11 28+8 41 A
Macropalheta 4,0 44 +7 46+9 54+12 38+6 45 A
Média 39 be 49 ab 53 a 33¢c
Criotubo 1,6 51+13 64+7 72+3 44 +6 58 A
Criotubo 5,0 50+7 64+3 61+12 3918 54 A
Macropalheta 4,0 58+9 60+ 11 67+12 48+8 58 A
Média 53 bc 63 ab 67 a 44 c

ABabMédias seguidas por letras distintas, maitsculas na coluna e mintsculas nas linhas, diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).

No presente estudo a motilidade subjetivas no sémen in natura de todos os
machos foram acima de 80% sendo considerado o ideal para a criopreservacao.
E o volume de sémen coletado foi de 45,4 mL.

De acordo com BALL (2001) as diferentes formas e materiais dos recipientes de
armazenamento de podem resultarem em diferentes taxas de transferéncias de
calor com congelado e descongelado, mas nao foi observada diferenca significativa
para esses parametros em nenhum das diluicdes utilizada pra sémen de Tambaqui,
quando avaliado a cinética espermatica das células.
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A taxa de diluicdo 1:10 (sémen: volume total) foi utilizada para sémen pirapitinga,
e a ap6s o descongelamento obteve-se um elevada taxa de motilidade (OLIVEIRA
RT al., 2007). Ja para a piracanjuba essa diluicao nao apresentou motilidade
elevada, sendo a melhor a taxa de diluicdo 1:5 (MARIA et al., 2006).

Vieira (2010) encontrou para sémen de Tambaqui a maior porcentagem de
espermatozoide moveis apés o descongelamento a taxa de diluicdo 1:3 quando
utilizado diluentes a base de d4gua de coco em p6 (ACP-104), no atual experimento
foi observado que as diluicdes de 1:4 e 1:9 mostrou-se superior para os parametros
de cinéticas espermaticas.

Conclusao

O sémen de tambaqui pode ser criopreservado com sucesso quando diluido

1:4 ou 1:9 (sémen : solucdo crioprotetora) e envasado em criotubos de 1,6 e
5,0 mL ou macropalhetas de 4 mL. Entretanto, para um melhor aproveitamento
do sémen indica-se a utilizacao de criotubos de 5,0 mL e diluicao 1:4, o que
confere a capacidade de fertilizar um maior nimero de ovdcitos por amostra
criopreservada.
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