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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar as caracteristicas do sémen de lambari-do-rabo-
amarelo (Astyanax lacustris) armazenados em diferentes condi¢bes de temperatura e
tempo. Foram utilizados 20 machos sexualmente maduros. Os peixes foram induzidos
a reproducdo com 2,5 mg de extrato de hipdfise de carpa/kg. Apos 220 horas-grau, 0
sémen coletado foi armazenado por até 40 horas em duas temperaturas distintas:
temperatura ambiente (22,9 + 1,5°C) e resfriado (12,2 + 2,3°C). Em cada um destes
tratamentos (temperaturas) foi utilizado o peixe como repeticdo, sendo 10 repeticdes
por temperatura de armazenamento. As caracteristicas do sémen foram analisadas a
cada 10 horas usando o software CASA/ImageJ. A motilidade espermatica (MOT) com
10 e 20 horas foi maior (P<0,05) no sémen mantido resfriado (78,10%; 60,78%) em
relacdo ao sémen mantido em temperatura ambiente (39,52%; 14,59%). Apenas o
sémen resfriado apresentou motilidade até 40 horas. Até 20 horas, ndo houve
diferenga significativa na velocidade curvilinear (VCL), velocidade média de
deslocamento (VAP) e velocidade em linha reta (VSL) entre o0 sémen armazenado em
temperatura ambiente e resfriado. Contudo, apds 20 horas, apenas o sémen resfriado
apresentou valores para essas variaveis. Em geral, o resfriamento foi eficiente para
manter as caracteristicas do sémen, principalmente com 30 e 40 horas de
armazenamento considerando que apenas nessa condicdo de armazenamento O
sémen apresentava viabilidade. Conclui-se que o resfriamento do sémen de A.
lacustris permite ampliar a viabilidade dos espermatozoides em até 20 horas sem
comprometer sua qualidade na maioria das caracteristicas analisadas, mantendo
ainda a capacidade de fertilizacdo até 40 horas de armazenamento, embora com
menor qualidade seminal.

Palavras-chave: caracteristicas seminais, conservacdo gameética, motilidade

espermatica, reproducdo induzida, velocidade seminal.



Abstract

The objective of this study was to verify if the characteristics of the yellowtail tetra
(Astyanax lacustris) semen remain consistent over time when stored under different
temperature and time conditions. Twenty sexually mature males were used. The fish
were induced to reproduce with 2.5 mg of carp pituitary extract/kg. After 220 degree-
hours, the collected semen was stored for up to 40 hours at two different temperatures:
room temperature (22.9 = 1.5°C) and cooled (12.2 + 2.3°C). In each of these
treatments (temperatures), the fish were used as repetitions, with 10 repetitions per
storage temperature. Semen characteristics were analyzed every 10 hours using
CASA/ImageJ software. Sperm motility (MOT) at 10 and 20 hours was higher (P<0.05)
in semen kept cooled (78.10%; 60.78%) compared to semen kept at room temperature
(39.52%; 14.59%). Only cooled semen showed motility up to 40 hours. Up to 20 hours,
there was no significant difference in curvilinear velocity (VCL), average path velocity
(VAP), and straight-line velocity (VSL) between semen stored at room temperature and
cooled. However, after 20 hours, only cooled semen showed detectable values for
these variables. Overall, cooling was efficient in maintaining semen characteristics,
especially at 30 and 40 hours of storage, considering that only in this storage condition
did the semen show viability. It is concluded that cooling A. lacustris semen allows
extending sperm viability up to 20 hours without compromising its quality in most
analyzed characteristics, still maintaining fertilization capacity up to 40 hours of
storage, although with lower seminal quality.

Keywords: seminal characteristics, gamete preservation, sperm motility, induced

reproduction, semen velocity
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INTRODUCAO

Atualmente a producéo de peixes, obtidos tanto da pesca como da aquicultura,
desempenha um papel crucial na garantia da seguranca alimentar em todo o mundo
(FAO, 2024). A aquicultura tem sido o setor de produgéo de alimentos que mais
cresceu nas ultimas cinco décadas, sendo que a producgéo total de peixes até 2032
chegue a 205 milhdes de toneladas, um aumento de 10% em relacdo a 2022, com a
aquicultura representando 111 milhdes de toneladas desse total (FAO, 2024). No
altimo ano, a producgéo de peixes de cultivo no Brasil alcangou 887.029 toneladas,
esse valor reflete um crescimento de 3,1% em relagdo a produgao de 2022 (PEIXE
BR, 2024).

A conservacao de espermatozoides de peixes pode ser aplicada para praticas
relacionadas a conservacao das espécies e também da aquicultura. A preservacao de
sémen a curto prazo mantém a viabilidade por horas ou dias, em temperaturas de
resfriamento, isso simplifica 0 manejo, sem a necessidade da presenca do macho
durante a fecundacéo, e aumenta a eficiéncia da reproducéo artificial em pisciculturas
(Murgas et al., 2004). O resfriamento do sémen € uma ferramenta crucial na
reproducao de peixes, contribuindo significativamente para o sucesso da propagacao
artificial de varias espécies (Sanches & Cerqueira, 2010).

Resultados satisfatério tem sido obtido com resfriamento do sémen de
diferentes espécies Neotropicais Sul-Americanas, tais como Leiarius marmoratus por
7 horas em 13°C temperatura (Galo et al.,2014), Colossoma macropomum por 35
horas em 16.9°C temperatura (Pires et al.,2019), Astyanax altiparanae por 14 dias e
14°C temperatura (Yasui et al.,2015), a ampliacdo do tempo de conservacdo do
sémen é importante para algumas praticas importantes de manejo e, nesse sentido, a
aplicacao de metodologias em espécies de menor porte, como o lambari, proporciona
avaliar diferentes protocolos de conservacédo de gametas com um namero adequado
de repeticbes (situacdo muitas vezes dificil de se conseguir com peixes de maior
porte), aumentando a precisdo quanto as inferéncias. Neste sentido, o lambari se
enquadra como uma boa espécie modelo de estudos reprodutivos, posteriormente,
podem ser testados em outras espécies nativas de grande valor comercial e de grande
porte, as quais muitas vezes ha limitagdo de se trabalhar com nimero adequado de

repeticbes. A revisdo abaixo apresenta a situacao atual da producdo de peixes no
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Brasil, evidenciando o lambari, e os dados obtidos at¢ o momento referente as
caracteristicas reprodutivas desta espécie.
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1. REVISAO DE LIRATURA
1.1. LAMBARI-DO-RABO-AMARELO (Astyanax lacustris)

Os lambaris sdo membros da subfamilia Tetragonopterinae, estdo dentro da
familia Characidae, que engloba a maior parte dos peixes de 4gua doce do pais e
apresentam uma grande diversidade de espécies, com destaque para a do género
Astyanax (Britski, 1972). As espécies desse género apresentam uma distinta mancha
umeral preta e outra mancha que se estende desde o pedunculo caudal até o final dos
raios médios da nadadeira caudal (Garuttl & Britski, 2000). Além disso, 0s peixes,
pertencentes a esse género apresentam uma grande capacidade de forragear em
diferentes niveis troficos e possuem uma notavel habilidade de se adaptar de forma
rapida a novas fontes de alimento em resposta as mudancas ambientais (Gomieiro &
Braga, 2003).

Nos ultimos trinta anos, a pratica da producéo do lambari, também conhecida
como lambaricultura, cresceu como uma fonte de receita alternativa para pequenos
produtores na regido sudeste do Brasil principalmente para atender as necessidades
do mercado de iscas vivas para pesca esportiva (Valladao et al., 2018). Astyanax
lacustris, conhecido popularmente como lambari-do-rabo-amarelo (Figura 1), € um
peixe nativo com habito alimentar onivoro e crescimento rapido, sendo que os machos
costumam atingir entre 7 a 9 centimetros de comprimento, enquanto as fémeas podem
chegar de 12 a 15 centimetros, e ambos atingem a maturidade sexual por volta dos
quatro meses de idade (Baldisserotto, 2009). Nos machos, durante o periodo
reprodutivo, € possivel observar espiculas na nadadeira anal, conferindo-lhe uma
textura aspera ao toque, sendo essa caracteristica importante na selecdo de
individuos para a reproducéo induzida, pois quanto mais aspera a nadadeira, mais
maduro sexualmente é o macho (Porto-Foresti et al., 2005).

A espécie lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax lacustris) possui uma alta taxa
de fertilidade, facilidade no processo reprodutivo e rapido crescimento, chegando ao
peso comercial em cerca de trés meses (Garutti, 2003). Devido a sua posi¢cdo como
peixe nativo de baixo nivel tréfico, os lambaris possuem potencial para serem criados
de forma sustentavel em pequenas propriedades rurais (Valladao et al., 2016). Esses
animais demostram uma boa adaptacéo a racdes comerciais e também possuem uma
alimentacdo diversificada e s&o conhecidos por produzirem o0OvOoS pequenos e

numerosos, 0s quais se desenvolvem rapidamente (Dias et al., 2005).
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Figura 1. Exemplar de macho em idade reprodutiva de Astyanax lacustris. (Fonte:
Arquivo pessoal).

2. REPRODUCAO

A elevacao de temperatura da dgua, o aumento do fotoperiodo e das chuvas, estdo
entre os principais fatores responsaveis pelo desenvolvimento e maturacdo das
gbnadas dos peixes. O hipotdlamo processa os estimulos ambientais, dando inicio
aos processos hormonais e fisiol6gicos ligados a reproducéo, através da liberacédo do
horménio liberador de gonadotropina (GnRH) (Kubtiza, 2004b). As gonadotropinas
hipofisarias sdo transportadas via plasma até as gbnadas, estimulando a maturacao
e liberacédo dos gametas (Baldisserotto, 2013).

As condicbes em laborat6rio ndo estimulam satisfatoriamente a reproducao dos
peixes reofilicos e, por essa racdo, faz-se necessério a aplicacdo de indutores para
gue os peixes completem o ciclo reprodutivo. Atualmente existem uma grande
variedade de substancias que séo utilizadas para induzir a desova e a espermiacao,
cada uma possuindo suas particularidades e mecanismos de acdo. A dosagem de

aplicagdo varia entre os indutores e peso do animal, alguns sédo mais eficientes que
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outros, mas isso varia de acordo com as especies (Baldisserotto, 2013; Baldisserotto
& Gomes, 2013).

A inducdo hormonal atua como um estimulo exdégeno para a maturacao final
das gbnadas. Nas fémeas € a maturacdo e liberacdo dos ovdcitos, nos machos
consiste, em geral, facilitar a espermiacdo. O horménio mais empregado para a
inducdo hormonal em peixes é o extrato bruto de hipofise de carpa (EBHC), entretanto
ha outros tipos de hipdéfises que podem ser utilizados para indugéo, como de outros
peixes ou de outros e ha ainda opcdes de hormonios sintéticos tais como GnRH, hCG
e LH-RH (Streit Janior et al., 2012, Dalmass et al., 2016) ), Ovopel e acetato de
buserelina (Brasileiro et al., 2023).

Para manipular os reprodutores, € essencial ter cuidado para evitar lesdes nos
animais, sendo fundamental contar com méo-de-obra qualificada para o sucesso da
inducdo. Em peixes doceis, a aplicacdo pode ser feita na agua, com o peixe
imobilizado e o abddmen virado para cima. Se for necessario manipular o animal fora
da agua, devem ser utilizadas superficies macias, se o peixe estiver agitado pode ser
feito 0 uso de anestésicos como benzocaina ou 6leo de cravo (Kubitza, 2004; Streit
Junior et al., 2012; Dalmass et al., 2016). A solucdo deve ser aplicada rapidamente e
com precisao na base da nadadeira peitoral, no sentido cabec¢a-cauda, para reduzir o
risco de perfuracao de 6rgaos, com o peixe de lado e sem o uso agulhas muito finas
ou longas (Kubitza, 2004b). Em fémeas deverdo ser feitas duas aplicacbes com o
indutor extrato bruto de hipofise de carpa (EBHC), sendo a primeira utilizando 10% da
totalidade da dose e a segunda apds aproximadamente 12 horas usando 90% da
dose. Nos machos so é feita uma aplicacéo total que € junto com a segunda aplicacéo
nas fémeas. A reproducdo induzida em peixes reofilicos € crucial para superar as
limitacbes do ambiente laboratorial. O uso de indutores hormonais, como o extrato
bruto de hipoéfise de carpa, facilita a maturacao e a liberacdo dos gametas, garantindo

0 sucesso reprodutivo.

2.2. CONSERVACAO DE SEMEN

A preservacao seminal de peixes desempenha um papel muito importante na
conservagao dos gametas masculinos, garantindo sua viabilidade para futuras
aplicacbes em fertilizacdo assistida (Salmito-Vanderley, 2016). Entre as técnicas de
preservacao do sémen, o resfriamento e a criopreservagcao se destacam. A técnica

de criopreservacéo possibilita 0 armazenamento dos gametas em nitrogénio liquido a
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uma temperatura de -196 °C, preservando a integridade estrutural e funcional dos
espermatozoides por tempo indeterminado (Felizardo, 2008). Ja o resfriamento do
sémen de peixes é uma pratica muito antiga, preservando as caracteristicas do sémen
por horas ou até mesmo dias possibilitando seu uso no momento ideal para
reproducédo, sendo uma alternativa mais econémica em comparacao com a técnica de
congelamento e dispensando a adicdo de solugdes crioprotetoras, possibilitando o
resfriamento em uma faixa de temperatura entre 1 e 15°C (Leite et al., 2017). A
utilizacdo de diluentes no resfriamento do sémen pode ajudar a diminuir a
concorréncia dos espermatozoides por oxigénio, espaco e reduzir o crescimento
bacteriano (Carolsfeld & Harvey, 1999; Viveiros et al., 2010), porém podem nao ser
encontrados com facilidade no mercado e dispendiosos em relacdo ao seu alto custo.
O resfriamento e a criopreservacao sao utilizados para permitir o uso posterior
do sémen na fertilizacdo, ndo necessitando da presenca do macho durante o ato da
fecundacao. Além disso, ajudam a aumentar a eficacia da reproducéo em pisciculturas
(Stoss & Donaldson, 1982). Para se obter sucesso na aplicacdo do resfriamento &
importante ter alguns cuidados, como temperatura adequada, o fornecimento e a troca
eficiente de gases, o controle do desenvolvimento bacteriano e a prevencdo da
desidratacéo, esses pontos sao fundamentais para garantir que o resfriamento seja
eficaz (Pefiaranda et al., 2010). Também s&o necessarios cuidados especificos
durante a coleta, para garantir eficiéncia na conservacao do sémen e para evitar a
ativacdo dos espermatozoides antes do momento desejado para sua utilizagdo. Na
coleta é importante que a papila urogenital esteja completamente seca para prevenir
qualquer contaminacdo por agua, urina ou sangue (Poupard et al., 1998).
Os protocolos de resfriamento de sémen tém se mostrado eficientes em diferentes
espécies de peixes. Os trabalhos tem mostrando que é possivel manter a qualidade
do sémen no minimo por cinco horas, como observado por Pires et al. (2019) para
Colossoma macropomum com sémen resfriado a 16,9 + 2,1°C , mas pode chegar até
144 horas, como observado Epinephelus marginatus com sémen armazenado a
temperatura 4°C (Tabela 1). Cabe destacar que resultados positivos foram obtidos
para algumas espécies Sul Americanas Neotropicais, como Colossoma macropomum
e Leiarius marmoratus, mas em muitas espécies nao se validou a eficiéncia do

resfriamento do sémen, como, por exemplo, no lambari-do-rabo-amarelo (Tabela 1).
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Tabelal. Eficacia do Resfriamento de Sémen de Diferentes Espécies de Peixes
diferentes pesquisas.

Espécie Tempo  Tempera Resultados principal Autor
de tura

Armazen

amento

resfriado
Colossoma 35h 169+ o resfriamento do sémen PIRES
macropomum 2.1°C permitiu estender a et al
viabilidade dos (2019)

espermatozoides de 5 a 10
horas sem comprometer a

gualidade.
Cyprinus 11h 4°C A conservacdo do sémen PADUA
carpio resfriado permite a (2012)

manutencao da motilidade em
pelo menos 30% e a aplicacéo
pratica por até 11,7 horas.

Epinephelus 12h 4°C A refrigeragdo do sémen é SILVA
marginatus eficiente para a conservagdo (2018)
de curto prazo, sendo
possivel, mediante o emprego
de diluentes manter a
viabilidade espermética por
até 144 horas
Leiarius 7h 13+2°C O sémen resfriado manteve GALO et
marmoratus sua viabilidade por 7 horas al.,
enquanto o sémen em (2014)
temperatura ambiente com 3
horas ja tinha perdido
praticamente toda viabilidade.
Leiarius 28h 16.11+ O sémen resfriado se LEITE
marmoratus 2.20°C  manteve com boa viabilidade, (2021)
por 28 horas enquanto o
mantido em temperatura

ambiente perdeu sua
motilidade apés 12 horas
Lutjanus 12h 4°C A refrigeracdo do sémen com SANCH
analis diluentes por até 24 horas, ESet
demonstra uma taxa de al.,

fertiizagcdo semelhante a do (2011)
sémen fresco.
Lutjanus 24h 4°C utilizando-se  diluidores o SANCH
synagris sémen foi mantido por até 48 ES
horas com uma boa qualidade (2010)
espermatica.
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2.1. CARACTERISTICAS DO SEMEN

Durante o ciclo reprodutivo, os peixes teledsteos passam por mudancas
morfolégicas em suas gbnadas, que sdo observadas e utilizadas para identificar os
diferentes estagios de maturacdo gonadal, essas mudancas ocorrem na variacdo da
cor, peso, aspecto e presenca de esperma (Baldisserotto et al. 2014). A quantidade
total de espermatozoides produzidos por um macho esta diretamente ligada a sua
capacidade reprodutiva, sendo essa avaliacdo essencial para determinar o0s
protocolos adequados de reproducado artificial. Essa caracteristica permite que o
produtor determine a dose inseminante apropriada, aumentando as taxas de
fertilizacdo ao final do processo (Sanches et al., 2011).

Os espermatozoides permanecem imoveis enquanto estdo nos testiculos dos
peixes e s6 se tornam ativos apOs entrar em contato com uma solucdo que é
hiposmética em relacdo ao plasma seminal (Cosson, 2010). Dentro das espécies de
peixes, ha variagbes nas caracteristicas do sémen, e sua avaliagdo é crucial para
garantir uma reproducdo bem-sucedida (Trein, 2018). A fertilizacdo dos ovdcitos
ocorre somente apos a ativacdo da motilidade dos espermatozoides, desencadeada
pelo contato com a dgua. Geralmente, essa ativagdo é irreversivel e a motilidade é de
curta duracdo. ApOos o periodo de ativacdo, os espermatozoides perdem sua
capacidade de fertilizar o ovécito devido a alta velocidade de consumo de suas
reservas energeéticas, sendo crucial conhecer esse tempo de ativacao da espécie a
ser trabalhada (Carneiro, 2006). A motilidade espermatica, indica a taxa de
espermatozoides em movimento, e € 0 parametro mais comum para avaliar a
qualidade seminal (Viveiros et al., 2011). As avaliacGes das caracteristicas seminais
evoluiram nos ultimos anos da forma subjetiva para a forma de analise
computadorizada, tais como pelo método "Computer Assisted Sperm Analysis”, que
permite uma rapida estimativa das caracteristicas espermaticas, utilizando um

processo bastante preciso e tecnificado (Gallego et al., 2013).

2.3. Computer Assisted Sperm Analysis (CASA)

O CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) € uma ferramenta de software
empregado na avaliacdo do esperma, para visualizar, digitalizar e analisar imagens
sequenciais. Uma das vantagens significativas deste sistema é sua capacidade de

guantificar um grande namero de células com padrdes variados em um curto intervalo
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de tempo, oferecendo dados precisos e relevantes sobre 0 movimento individual de
cada célula, assim como de subpopulacdes de espermatozoides (Amann & Katz,
2004; Kraemer et al., 1998). Depois de detectar o espermatozoide, o programa
combina as imagens e traca a trajetoria de cada célula, o que permite classificar o
movimento realizado (Mortimer, 2015). As caracteristicas seminais sado fundamentais
para determinar a qualidade reprodutivo dos machos, sendo que atualmente as
principais caracteristicas sao: (i) MOT — motilidade espermatica (%): é a proporcéo de
espermatozoides considerados méveis em relacdo ao total de espermatozoides no
campo de visualizagao. (if) VCL — Velocidade curvilinear (um/s): indica a velocidade
obtida considerando os varios pequenos deslocamentos ao longo da trajetéria média
da célula espermatica. (iii) VSL — velocidade em linha reta (um/s): refere-se a
velocidade obtida ao longo da linha reta entre o ponto inicial e o ponto final da
trajetoria. (iv) VAP — velocidade meédia de deslocamento (um/s): corresponde a
velocidade na trajetéria média percorrida pelo espermatozoide, desprezando os
pequenos deslocamentos ao longo da trajetoria média da célula espermaética, ou seja,
€ uma velocidade em uma linha curva. (v) LIN — Linearidade (%): é a proporcao entre
a velocidade em linha reta (VSL) e a velocidade curvilinear (VCL), expressa em termos
percentuais, um valor de 100% indicaria que os espermatozoides se movem em linha
reta, e que ndo ha pequenos deslocamentos ao longo da trajetéria média da célula
espermatica. (vi) STR — Retilinearidade (%): representa a relacao percentual entre a
velocidade em linha reta (VSL) e a velocidade média da trajetéria (VAP), sendo que
quando o STR atinge 100%, significa que a trajetoria media € uma linha reta, ou seja,
a trajetéria média da célula ndo é uma curva. (vii) BCF — frequéncia de batimentos
transposto (Hz): € o numero de vezes que a cabeca do espermatozoide cruza a
direcdo do movimento por segundo. (viii) WOB — Oscilacdo (%): reflete se a célula
esperméatica efetuou pequenos deslocamentos ao longo da trajetéria média do
espermatozoide, calculada como a relagéo percentual entre a velocidade média de
deslocamento (VAP) e a velocidade curvilinear (VCL); sendo que quando a oscilagéo
atinge 100%, significa que o0s espermatozoides estdo se movimentando sem
pequenos deslocamentos ao longo da trajetoria, o que € benéfico para a fertilizagéo
(Figura 2).
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Figura 2. Esquema ilustrativo da trajetoria de um espermatozoide e os diferentes
deslocamentos levados em consideracdo para os cdélculos das suas diferentes
velocidades (Fonte: Spica, 2021). VCL - velocidade curvilinear; VAP- velocidade
média de deslocamento; VSL - velocidade em linha reta.
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ARTIGO

O resfriamento amplia a viabilidade do sémen do lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax
lacustris)

RESUMO

objetivo deste estudo foi verificar se as caracteristicas do sémen do lambari-do-rabo-amarelo
(Astyanax lacustris) se mantém ao longo do tempo, quando armazenado em diferentes
condigOes de temperatura e tempo. Foram utilizados 20 machos sexualmente maduros. Os
peixes foram induzidos a reproducdo com 2,5 mg de extrato de hipdfise de carpa/kg. Apos 220
horas-grau, o sémen coletado foi armazenado por até 40 horas em duas temperaturas distintas:
temperatura ambiente (22,9 £ 1,5°C) e resfriado (12,2 + 2,3°C). Em cada um destes tratamentos
(temperaturas) foi utilizado o peixe como repeticdo, sendo 10 repeticdes por temperatura de
armazenamento. As caracteristicas do sémen foram analisadas a cada 10 horas usando o
software CASA/ImageJ. A motilidade espermatica (MOT) com 10 e 20 horas foi maior
(P<0,05) no sémen mantido resfriado (78,10%; 60,78%) em relacdo ao sémen mantido em
temperatura ambiente (39,52%; 14,59%). Apenas o0 sémen resfriado apresentou motilidade até
40 horas. Até 20 horas, ndo houve diferenca significativa na velocidade curvilinear (VCL),
velocidade média de deslocamento (VAP) e velocidade em linha reta (VSL) entre o sémen
armazenado em temperatura ambiente e resfriado. Contudo, apds 20 horas, apenas o sémen
resfriado apresentou valores detectaveis para essas variaveis. Em geral, o resfriamento foi
eficiente para manter as caracteristicas do sémen, principalmente com 30 e 40 horas de
armazenamento considerando que apenas nessa condicdo de armazenamento 0 Sémen
apresentava viabilidade. Conclui-se que o resfriamento do sémen de A. lacustris permite
ampliar a viabilidade dos espermatozoides em até 20 horas sem comprometer sua qualidade na
maioria das caracteristicas analisadas, mantendo ainda a capacidade de fertilizacdo até 40 horas
de armazenamento, embora com menor qualidade seminal.

Palavras-chave: caracteristicas seminais, conservacdo gamética, motilidade espermaética,
reproducéo induzida, velocidade seminal.
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1. Introdugéo

O lambari-do-rabo-ama\relo é uma espécie Neotropical Sul-Americana de grande
relevancia na aquicultura, sendo valorizada tanto para consumo humano quanto como isca viva
na pesca esportiva. De acordo com o IBGE (2023), a producdo de lambari teve um grande
aumento em sua producdo, passando de 255 toneladas em 2013 para 599 toneladas em 2022, o
que representa um aumento de 43%. A espécie tem como principais caracteristicas favoraveis
para a producdo: (i) dimorfismo sexual aparente, (ii) desova parcelada, (iii) boa aceitacdo de
alimentos artificiais, (iv) alta prolificidade e (v) crescimento acelerado, apesar de seu tamanho
pequeno (Porto-foresti et al., 2005). Embora o lambari possa apresentar reproducéo natural em
determinadas condic¢des, frequentemente tem se realizado reproducéo induzida nas espécies de
lambari, com o objetivo de aumentar a eficiéncia reprodutiva e de garantir um planejamento
mais eficiente através da sincronizacao das desovas, otimizando a producéo e assegurando um
padrdo de tamanho adequado para a comercializacdo (Gongalves et al., 2014).

Para a reproducdo induzida do lambari, comumente tem se utilizado o sistema
reprodutivo seminatural, uma vez que, devido ao seu tamanho, a extrusdo dos gametas pode
resultar em altas taxas de mortalidade dos reprodutores (Brambila-Souza et al., 2019; Lira et
al., 2018; Porto-Foresti et al., 2018). No entanto, a reproducdo com extrusao é fundamental
para avalicdo de protocolos reprodutivos e de conservagdo de gametas. Esta Gltima pratica pode
ser Util para a conservacdo genética e também de aplicagdo na aquicultura, pois permite
transportar gametas de uma piscicultura (ou de um determinado rio) sem a necessidade de levar
o reprodutor. Além disso, resultados satisfatérios obtidos com o lambari, que é um peixe de
pequeno porte, podem fornecer dados que poderdo, em um segundo momento, ser aplicado a
outras espécies Neotropicais Sul-Americanas, principalmente para as espécies comerciais de
maior tamanho, em que muitas vezes ha uma limitacdo do nimero de repeticdes.

Considerando que os espermatozoides perdem a qualidade com o tempo apds a coleta,
métodos de armazenamento sdo empregados para garantir que o sémen permaneca viavel por
mais tempo, isso otimiza o uso dos reprodutores e torna os procedimentos de reproducéo
artificial mais eficientes (Sanches et al., 2015). O armazenamento do sémen refrigerado pode
trazer algumas vantagens para a reproducdo artificial de peixes, permitindo a reducdo de custos
com a manutencdo do estoque parental, bem como minimizando os inconvenientes da
assincronia reprodutiva entre machos e fémeas durante a época de reproducdo. Portanto, 0s
recursos relacionados aos procedimentos de reproducéo artificial em pisciculturas podem ser

otimizados (Galo et al., 2014). Além disso, essa técnica possui custos mais baixos em
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comparagao com a técnica de congelamento e ndo requer o uso de crioprotetores (Billard et al.,
2004; Carneiro et al., 2006).

Existem conhecimentos consolidados sobre os procedimentos de armazenamento de
sémen em algumas espécies de peixes. No entanto, ha uma caréncia de estudos para varias
espécies Neotropicais Sul-Americanas, especialmente aqueles relevantes para programas de
recuperacdo ambiental e para aquelas com grande potencial para a aquicultura (Carneiro, 2007).
A reproducdo de peixes nativos enfrenta desafios significativos devido a falta de protocolos
especificos para reproducéo, e essa auséncia impede a melhoria da eficiéncia reprodutiva. O
objetivo deste estudo foi verificar se as caracteristicas do sémen do lambari-do-rabo-amarelo

se mantém ao longo do tempo, quando armazenado sob resfriamento.

2. Material e métodos
2.1. Local, animais

O estudo foi conduzido no laboratério da Estagdo Experimental de Piscicultura
(20°30'04,6” S, 54°36'37,8” W) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FAMEZ)
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), Campo Grande, Mato Grosso do Sul,
Brasil. A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Bem-Estar Animal da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS (1.083/2019).

Foram utilizados 20 machos de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax lacustris) no
experimento. Os peixes estavam alocados em tanque de 100 m?, com troca parcial de 4gua em
torno de 10% ao dia. Os Peixes foram alimentados com racéo extrusada (proteina bruta 32%),

na quantidade de 1% de peso vivo ao dia

2.2. Inducéo hormonal

Para inducdo hormonal, foi utilizado extrato bruto de hipéfise de carpa (EBHC),
administrado em dose Unica de 2,5 mg /kg de peso vivo conforme recomendado por
Woynarovich & Horvath (1989). O hormdnio foi aplicado via intraperitoneal, na base da

nadadeira peitoral enquanto o0s peixes estavam contidos.

2.3. Coleta de sémen
Ap0s 180-220 horas-grau apds a inducdo hormonal (Dalmass et al., 2016), os peixes
foram anestesiados com eugenol (50 mg/L) para realizar o procedimento de extrusao . Para isso,

a papila urogenital foi seca com papel toalha e, em seguida, realizou-se leve pressao na regido
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abdominal no sentido encéfalo-caudal para a coleta do sémen (em seringas de 1mL), conforme

descrito por Woynarovich & Horvath (1989).

2.4. Delineamento experimental

O experimentou consistiu em avaliar duas formas de armazenamento do sémen de
lambari-do-rabo-amarelo, compondo o0s seguintes tratamentos: (i) sémen mantido em
temperatura ambiente (22,9 + 1,5°C) por 0, 10, 20, 30 e 40 horas (representando o grupo
controle); e (ii) sémen mantido em condic¢es de resfriamento (12,2 + 2,3°C) por 0, 10, 20, 30
e 40 horas. Para o tratamento em que houve resfriamento, as seringas foram armazenadas
diretamente em uma caixa de isopor (30 cm de comprimento x 20 cm de largura x 20 cm de
altura) contendo gelo (uma camada de 4 cm), posicionadas sobre um suporte 2 cm acima do
gelo, conforme protocolo adaptado de Pires et. al (2019). Em cada um destes tratamentos foi
utilizado o peixe como repeticdo, sendo 10 repeticGes por temperatura de armazenamento
(Figura 3). A qualidade espermética foi avaliada a cada 10 horas até que a motilidade dos
espermatozoides fosse completamente perdida.

Oh
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20h
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40h

Oh
10h
20h
30h
40h

[1ryy L

- . g (12,2 +2,3°C)

Figura 3. Modelo experimental referente as diferentes temperaturas de armazenamento. A)
armazenamento em temperatura ambiente; B) armazenamento sob refrigeragéo.

2.5. Caracteristicas seminais
Logo apds a coleta, uma aliquota de sémen de cada macho foi examinada no
microscopio Optico, para garantir que ndo apresentavam motilidade devido a contaminacao por
agua ou urina. A Analise seminal computadorizada assistida (CASA) foi realizada usando o
software gratuito ImageJ/Casa, conforme descrito por Wilson-leedy & Ingermann (2007).
Foram avaliadas as seguintes caracteristicas utilizando o CASA: taxa de motilidade
espermatica (MOT); velocidade curvilinear (VCL); velocidade média de deslocamento (VAP);
velocidade em linha reta (VSL); retilinearidade (STR); oscilagdo (WOB); progresséo (PROG);
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frequéncia de batimentos transposto (BCF) e nimero de espermatozoides (SPTZs); Os valores
de linearidade (LIN) foram calculados atraves da relacdo percentual entre (VSL/ VCL) *100,
e numero de espermatozoides por 100 (SPTZs).

Para conduzir essas analises, 0s espermatozoides foram ativados utilizando uma solucéo
de &gua destilada e colocados em uma Camara hematimétrica de Neubauer. Foi utilizado um
microscopio de luz trinocular (Solaris, Bel Engineering, Monza, Italy) para realizar as
observacOes, as imagens foram registradas precisamente no momento da ativacdo dos
espermatozoides e capturadas por uma camera (AG 120gc Basler, Ahrensburg, Germany)
conectada a um computador. O software utilizado para a gravacdo dos videos foi o Pylon
(http://www.baslerweb.com) e a duracdo de cada video foi de 60 segundos. Os videos foram
gravados e depois editados usando o software VirtualDub 1.9.0 e salvos em uma pasta
especifica. Em seguida, esses videos foram submetidos a analise pelo plugin CASA instalado
no software ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/). As analises foram realizadas ap6s 10 segundos
do inicio da gravacao dos videos, com uma taxa de quadros de 100 fps.

2.6. Analise estatistica

Os dados das caracteristicas de qualidade de sémen do lambari-do-rabo-amarelo
(Astyanax lacustris) foram submetidos a Analise de Medidas Repetidas no Tempo (KAPS e
LAMBERSON, 2017), utilizando o método da méxima verossimilhanga restrita e a
metodologia dos modelos mistos, pelo procedimento MIXED do SAS, com as seguintes causas
de variacdo no modelo: tratamento, tempo, interacdo entre tratamento e tempo, e residuo. Para
escolher a melhor estrutura da matriz de covaridncias foram analisadas as varias estatisticas
fornecidas pelo procedimento MIXED do SAS: -2 Res Log Likelihood (RLL), Akaike's
Information Criterion (AIC) e Schwarz's Bayesian Criterion (BIC), seguindo as orientacdes de
Littell et al. (2006). Quanto menor o valor dessas estatisticas, melhor a estrutura.

Para testar a adequacdo da estrutura escolhida em relacdo a estrutura o2 (erros
independentes) foi observado o resultado do Teste da Razdo de Verossimilhanga Restrita em
relacdo ao modelo nulo. Testou também a esfericidade da matriz de covariéncias pelo Teste de
Mauchly, para testar se a analise considerando parcelas divididas no tempo - Usada no PROC
GLM — é melhor que a especificada no PROC MIXED. Foram avaliadas quatorze estruturas
para a matriz de covariancias. As médias de minimos quadrados foram comparadas pelo Teste

de Tukey-Kramer com nivel de significancia de 0,05.

3. RESULTADOS
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Houve interacdo significativa para as caracteristicas seminais motilidade, VCL, VAP,
VSL e PROG (Tabela 1). Os resultados mostram que essas variaveis sao afetadas de forma
distintas ao longo do tempo dependendo temperatura de armazenamento. A motilidade
espermatica (MOT) com 10 horas foi maior (P<0,05) no sémen armazenado sob resfriamento
(78,10%) em relacdo ao sémen mantido em temperatura ambiente (39,52%). O mesmo foi
observado com 20 horas de armazenamento, com maior (P<0,05) motilidade espermética no
sémen mantido sob resfriamento, sendo que a magnitude da diferenca entre as duas formas de
armazenamento foi maior. O sémen em temperatura ambiente ndo apresentou motilidade com
30 e 40 horas, enquanto o sémen resfriado a motilidade espermatica ndo se alterou até 20 horas.
Com 30 e 40 horas a motilidade espermatica diferiu significativamente apenas em relagdo ao

tempo zero e 10 horas (Figura 4).
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Figura 4. Taxa de motilidade espermatica do sémen de A. Lacustris armazenado por 40 horas.
Letras mailsculas apresentam diferenca entre os tratamentos (Ambiente x Resfriado); e letras
minusculas apresentam diferencas entre os tempos pelo Teste de Tukey-Kramer (P<0,05).

Até 20 horas ndo houve diferenca significativa na velocidade curvilinear (VCL),
velocidade média de deslocamento (VAP) e velocidade em linha reta (VSL) entre as duas
formas de armazenamento, sendo que com 30 e 40 horas apenas 0 sémen resfriado apresentou
estas velocidades. O sémen mantido em temperatura ambiente apresentou reducdo na VCL,
VAP e VSL com 10 horas em relagéo ao tempo zero, a qual foi mantido com 20 horas. No
sémen resfriado o VCL foi maior (P<0,05) com 10 horas em relagdo a 20 horas de
armazenamento, ndo tendo diferenca significativa nos demais tempos; e VAP e VSL foram
reduzidas em relagcdo ao tempo 0 apenas a partir 20 horas (Tabela 1).

A retilinearidade (STR) e o numero de espermatozdides (SPTZs) ndo diferiram

significativamente entre as formas de armazenamentos (ambiente e resfriado) em nenhum dos
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tempos avaliados, e dentro das formas de armazenamento nos diferentes tempos. Da mesma
forma, a oscilagéo (WOB), frequéncia de batimentos transposto (BCF) e a linearidade (LIN)
ndo diferiram entre as diferentes formas de armazenamento em nenhum dos tempos avaliados,
mas no sémen refrigerado a WOB e LIN foi mantida até 10 horas e na BCF houve um aumento
com 30 horas em relagdo ao tempo O (Tabela 1).

A progressdo (PROG) com 10 horas foi maior (P<0,05) no sémen mantido resfriado
(669,3 um/s) em relacdo ao mantido em temperatura ambiente (551,63 pm/s). A PROG
diminuiu (P<0,05) com 10 horas no sémen mantido em temperatura ambiente e com 20 horas
no sémen resfriado, sendo que a partir destes tempos os valores ndo diferiram nas diferentes

formas de armazenamento (Tabela 1).

Tabela 1 — Médias de minimos quadrados de caracteristicas de qualidade de sémen de lambari-
do-rabo-amarelo (Astyanax lacustris) mantido em temperatura ambiente (22,9 + 1,5°C) e
resfriado (12,2 +2,3°C), e avaliado em diferentes tempos.

Qualidade do sémen de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax lacustris)

Tratamento
Tempo de
armazenamento Ambiente Resfriado Média Valor-p
Motilidade (%)
Oh 87,15 Aa 83,80 Aa - 0,0004
10 h 39,52 Bb 78,10 Aa - <0,0001>
20 h 14,59 Bb 60,78 Aab - <0,00013
30h - 39,52 Db -
40 h - 29,61 b -
Média - -
VCL (um/s)
Oh 656,273 Aa 607,279 Aab - 0,40021
10h 534,585 Ab 616,845 Aa - 0,0002
20 h 509,090 Ab 533,660 Ab - 0,00023
30h - 562,352 ab -
40h - 540,516 ab -
Média - -
VAP (um/s)

Oh 495,319 Aa 454,651 Aa - 0,5980,
10 h 367,801 Ab 447,399 Aab - <0,0001>
20 h 349,302 Ab 346,665 Ab - 0,00633
30 h - 378,636 ab -
40 h - 353,043 b -

Média
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(continuacao tabela 1)

Tempo de Tratamento
armazenamento Ambiente Resfriado Media Valor-p
VSL (um/s)
Oh 475,120 Aa 436,550 Aa - 0,60781
10 h 353,513 Ab 429,242 Aa - <0,0001,
20 h 335,329 Ab 332,412 Ab - 0,00743
30h - 364,360 b -
40 h - 338,686 b -
Média - -
STR (%)
Oh 95,92 96,00 95,96 a 0,4193;
10 h 96,08 95,94 96,01 a 0,5081>
20 h 96,08 95,81 95,95 a 0,55293
30h - 96,20 96,20 a
40h - 95,86 95,86 a
Média 96,03 A 95,96 A
WOB (%)
Oh 75,43 74,71 75,07 a 0,6183;
10 h 68,68 72,14 70,41 a <0,0001;
20 h 69,13 64,10 66,62 b 0,10293
30h - 67,21 67,21 b
40 h - 64,90 64,90 b
Média 71,08 A 68,61 A
PROG (um)
Oh 739,79 Aa 679,59 Aa - 0,6120,
10 h 551,63 Bb 669,37 Aa - <0,0001,
20 h 523,52 Ab 518,10 Ab - 0,00703
30h - 568,45 b -
40 h - 528,05 b -
Média - -
BCF (Hz)
Oh 401,108 389,636 395,372 b 0,2105;
10h 407,739 407.687 407,713ab 0,0065>
20 h 409,643 394.949 402,29 ab 0,65963
30h - 428.919 428,919 a
40 h - 410.576 410,576ab
Média 406,163 A 406,353 A
LIN (%)
Oh 72,36 71,73 72,05a 0,59561
10 h 65,99 69,22 67,61 ab 0,0002,
20 h 66,42 61,43 63,93 b 0,11223
30h - 64,66 64,66 b
40 h - 62,24 62,24 b
Média 68,26 A 65,86 A
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(continuacéo tabela 1)

Tempo de Tratamento
armazenamento Ambiente Resfriado Media Valor-p
SPTZs
Oh 833,333 785,000 809,167 a 0,9436:
10 h 901,966 832,000 866,983 a 0,2473;
20 h 767,672 859,052 813,362 a 0,64233
30h - 644,832 644,832 a
40 h - 863,333 863,333 a
Média 834,324 A 796,843 A

1 - Valor-p obtido para as seguintes causas de variagdo no modelo: tratamentos, tempo. e a interagdo entre estess.
As médias de minimos: quadrados foram comparadas pelo Teste de Tukey-Kramer com nivel de significAncia de
0,05; onde, letras maiusculas nas linhas apresentam diferenga entre os tratamentos (Ambiente x Resfriado); e letras
minusculas na coluna apresentam diferencas entre os tempos. MOT- motilidade espermatica; VCL - velocidade
curvilinear; VAP- velocidade média de deslocamento; VSL - velocidade em linha reta; STR - retilinearidade;
WOB - oscilagdo; PROG- progressdo; BCF - frequéncia de batimentos transposto; LIN - linearidade; (SPTZs) —
nimero de espermatozoides.

4. DISCUSSAO

Este estudo demostra que o resfriamento preserva a qualidade do sémen por um periodo
maior em comparagdo com 0 armazenamento em temperatura ambiente. Embora a qualidade
do sémen mantido em temperatura ambiente seja perdida em 20 horas, o sémen resfriado
mantém a viabilidade por até 40 horas. Esta pratica se torna importante para a reproducdo
quando o intervalo entre coletas e a utilizagio dos gametas € relativamente curto,
principalmente devido ao menor custo com o resfriamento em comparacdo com a técnica de
congelamento (He & Woods, 2003). Além disso, os resultados indicam que é possivel aumentar
o tempo de preservacdo da qualidade do sémen de forma acessivel, por meio de uma préatica
relativamente simples. De acordo com Carneiro et al (2006), embora o armazenamento do
sémen por resfriamento ndo prolongue a viabilidade dos espermatozoides por periodos tao
longos quanto as técnicas de congelamento, ele possibilita um aumento significativo no tempo
de motilidade espermatica quando comparado ao sémen mantido em temperatura ambiente.

A qualidade do sémen é uma caracteristica essencial para um bom desempenho
reprodutivo (Galo et al., 2014), sendo essencial para a obtencdo de taxas de fertilizacdo e
eclosdo no processo reprodutivo (Gallego et al., 2013). Entre as caracteristicas qualitativas, a
motilidade espermatica é uma das mais importantes em diversas espécies (Billard et al., 1995),
e esta altamente correlacionada com as taxas de fertilizacdo e eclosdo (Bobe & Labbé, 2010).
Alguns fatores fisicos, como a temperatura, podem afetar a motilidade espermatica (Casson,
2016). Em geral, a motilidade pode variar conforme a espécie, mas geralmente ndo ultrapassa

dois minutos (Rurangwa et al., 2004). As analises de motilidade sdo muito Uteis para comparar
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diferentes condicGes experimentais, como procedimentos de coleta, meio de diluicdo
espermatica e condi¢des de armazenamento, a motilidade espermética também é amplamente
utilizada para avaliar o efeito de biotecnologias como criopreservacdo (Bobe & Labbé, 2010).
A motilidade espermatica observada no inicio do experimento foi semelhante ao observado por
outros autores em lambari-do-rabo-amarelo, tais como observado por Yasui et al. (2015; 85,0%)
e Carneiro-leite et al., (2023; 83,4%). Observa-se que com 10 horas a motilidade espermatica
ainda ficou préximo ao valor obtido pelos referidos autores, indicando que o protocolo de
resfriamento utilizado foi efetivo para a conservacao do sémen.

Poucos trabalhos com avaliacdo seminal s&o observados em lambari, considerando que
geralmente é aplicado o sistema reprodutivo seminatural. Nesse sentido, faltam informaces
guanto a outros protocolos de resfriamento no lambari. Em outras espécies Neotropicais Sul-
Americanas, alguns trabalhos também evidenciaram que o resfriamento proporcionou
prolongamento da qualidade seminal, tal como observado para Piaractus mesopotamicus e
Prochilodus lineatus em que a motilidade passou de 90% logo apds a coleta para 40% ap6s 20
horas da coleta e armazenamento; para Leporinus friderici e Leporinus elongatus, em que a
motilidade foi de 80% logo apds a coleta para 30% ap6s 8 horas de coleta e armazenado sob
refrigeracdo (4,9+1,7°C; Marques & Godinho, 2004); e para Colossoma macropomum, a
motilidade espermatica passou de 98% logo ap0ds a coleta para 33,72% apds 25 horas de
armazenamento (16,9+2,1°C; Pires et al., 2019). O prolongamento da motilidade espermatica
no sémen armazenado em temperaturas baixas pode ser explicado pela reducéo do metabolismo
dos espermatozoides causada pelo resfriamento, ao serem resfriados, os espermatozoides
diminuem sua atividade metabdlica, o que resulta em uma menor taxa de consumo de energia,
isso ajuda a manter sua capacidade de movimento por um periodo mais longo (Billard, 1992).

As caracteristicas, velocidade curvilinear (VCL), velocidade média de deslocamento
(VAP) e a velocidade em linha reta (VSL), demonstraram que essas métricas foram melhor
preservadas no sémen mantido sob resfriamento, sendo que essas caracteristicas sdo essenciais
para a fertilidade, e o estudo constatou que mesmo apos 40 horas o valor de VCL do sémen
resfriado ainda eram adequados para a fertilizacdo. Os espermatozoides sdo considerados
imoéveis quando a VCL ¢ inferior a 20 um/s (Gallego et al., 2017). No presente estudo, a VCL
apos 40 horas foi de 540,516 pum/s, sendo, portanto, considerada aceitavel. A retilinearidade
(STR), oscilacdo (WOB) e o (BCF) frequéncia de batimentos transposto, tiveram um melhor
desempenho no sémen armazenado sob resfriamento, permanecendo mensuraveis até 40 horas,
sugerindo ainda uma boa viabilidade dos espermatozoides. A progressdo (PROG) dos

espermatozoides diminuiu de maneira mais rapida no sémen armazenamento em temperatura
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ambiente, enquanto foi mantida em niveis satisfatorios sob resfriamento por até 40 horas. A
reducdo na qualidade dos espermatozoides & temperatura ambiente pode estar associada ao
aumento das taxas metabdlicas das células espermaticas quando submetidas a altas
temperaturas (Billard et al., 1995). No geral, o trabalho demonstra que o resfriamento é um
método pratico e eficiente para preservar a qualidade do sémen de A. lacustris, garantindo maior
potencial de fertilidade durante os periodos de armazenamento.

5. CONCLUSAO

O sémen de Astyanax lacustris pode ser conservado sob condic¢des de resfriamento por
até 40 horas mantendo a viabilidade para fertilizacdo de ovécitos. O armazenamento de sémen
em temperatura ambiente promove a queda brusca de qualidade, tornando as células

espermaticas inviaveis a partir de 20 horas pds-coleta.
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