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RESUMO

Objetivou-se com o presente trabalho caracterizar qualitativamente e quantitativamente o sémen de
tambaqui durante o periodo reprodutivo. Foram realizadas trés coletas, com intervalos regulares de
aproximadamente 30 dias no periodo reprodutivo de 2012/2013. Foram utilizados dez reprodutores de no
minimo trés anos de idade. Para a coleta de sémen foi realizada indu¢do hormonal com extrato de
hipofise de carpa, e a extragdo do sémen ocorreu por massagem abdominal. Apés coleta, o sémen foi
submetido a avaliagbes de motilidade, vigor, tempo de vida, volume do ejaculado e concentragao
espermatica. As variaveis quantitativas foram submetidas a analise de varidncia (ANOVA) e teste de
Tukey, e as variaveis qualitativas ao teste de Friedman, com significancia de 0,05. Ndo foram observadas
diferencgas significativas (p>0,05) para a maioria dos parametros avaliados. A concentragdo espermatica
variou significativamente entre as coletas (14,5, 3,7, e 8,3x10° espermatozoides/mL) e o tempo de vida
diminuiu significativamente entre a segunda e terceira coletas (267,8 e 98,5 segundos, respectivamente).

PALAVRAS-CHAVE: Characidae, espermatozoide, espermograma.

ABSTRACT

This study aims to qualitatively and quantitatively characterize the semen of tambaqui (Colossoma
macropomum) during the breeding season. Three samplings were made at regular intervals of
approximately 30 days in the 2012/2013 breeding season. Ten adult males of at least three years old age
were selected. To collect the semen, hormonal induction was performed with carp pituitary extract, and
extraction occurred by abdominal massage. After collection, the semen was subjected to evaluation of
motility, vigor, lifetime, ejaculate volume, and sperm concentration. Analysis of variance (ANOVA) and
Tukey test were applied on quantitative variables, while the Freedman test was used with 0.05 significance
on qualitative variables. No significant differences (p>0.05) were observed for most parameters evaluated.
Sperm concentration significantly varied between samples (14.5, 3.7, and 8.3x10° sperm/mL) and lifetime
decreased significantly between the second and third samples (267.8 e 98.5 seconds, respectively).

KEYWORDS: Characidae, espermatozoa, semen analysis.

O tambaqui (Colossoma macropomum) € a segunda espécie mais produzida em aquicultura no Brasil
e na América do Sul. A espécie € nativa da bacia amazbnica e pode chegar a 40 kg de peso e 104 cm de
comprimento na natureza, apresentando comportamento alimentar predominantemente onivoro. Seu
comportamento reprodutivo na natureza € de padrdo migratério, com seu periodo reprodutivo relatado entre
setembro e fevereiro. Em cativeiro, sua reproducéo é possivel através de inducdo hormonal, respeitando as
particularidades da espécie (PIRES et al. 2017).

O conhecimento dos parametros seminais é fundamental no estudo da reprodugdo de peixes, pois
informacdes a respeito das caracteristicas dos espermatozoides permitem que se tenha conhecimento
sobre a biologia reprodutiva de uma espécie, tanto para fins de conservacdo, quanto para a producéo de
formas jovens em cativeiro (LAHNSTEINER 2003). No entanto, o conhecimento a respeito da biologia
reprodutiva e caracterizacdo seminal esta restrito a algumas espécies, ainda que, dentre os vertebrados, os
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peixes possuam a maior variabilidade de caracteristicas seminais e habitos reprodutivos espécie-
especificas (SHULZ et al. 2010, SALMITO-VANDERLEY et al. 2015).

A qualidade do sémen é um dos fatores determinantes para o sucesso da fertilizacdo dos ovdcitos, ja
que se deve disponibilizar espermatozoides de boa qualidade e em quantidade suficiente para uma dose
inseminante minima e taxa de fertiizacdo maxima (LEITE et al. 2013). A moatilidade espermatica
progressiva, duragdo da motilidade e o vigor espermatico, que é caracterizado pela velocidade em que os
espermatozoides se movimentam, sdo fatores que devem ser avaliados na determinacéo da qualidade dos
espermatozoides (BILLARD et al. 1995).

InformacgGes basicas como o volume de sémen e a concentracdo espermatica sdo essenciais para se
determinar como serdo conduzidas as atividades de reproducao artificial de peixes em cativeiro, podendo-se
determinar, por exemplo, a diluicdo do sémen e a razdo entre machos e fémeas no manejo reprodutivo
(MARIA et al. 2010, LEITE et al. 2013).

Ainda que varios estudos tenham sido realizados sobre as caracteristicas seminais de algumas
espécies brasileiras (STREIT JUNIOR et al. 2006, GOES et al. 2017, SANCHES et al. 2009, ROMAGOSA et
al. 2010), estudos a respeito da caracterizacdo do sémen do tambaqui e sua variacdo sazonal ainda séo
escassos, apesar do uso repetido de reprodutores durante o periodo reprodutivo ser uma pratica comum em
pisciculturas (MARIA et al. 2010, VIEIRA et al. 2011, PIRES et al. 2017, MARTINS et al. 2017). Desse
modo, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar o sémen de tambaqui durante periodo reprodutivo, a
fim de fornecer informac6es para o manejo reprodutivo da espécie em cativeiro.

O experimento foi realizado no periodo de dezembro de 2012 a fevereiro de 2013, nos setores de
Piscicultura e de Reproducdo Animal da Escola de Veterindria e Zootecnia da Universidade Federal de
Goias (EVZ-UFG), Campus Il — Samambaia, em Goiania, GO. Foram selecionados dez exemplares machos
da espécie Colossoma macropomum, sexualmente maduros, com idade minima de trés anos, que liberaram
sémen com leve pressdo abdominal sem inducdo hormonal. Ap6és a selecdo, os individuos foram
identificados individualmente, pesados e encaminhados ao laboratério de reproducéo de peixes do setor de
Piscicultura da EVZ-UFG, onde foram acondicionados em caixas d’agua de volume de 1000 L com fluxo de
agua continuo e submetidos a inducdo hormonal com extrato bruto de hipéfise de carpa, na quantidade de
2,0 mg/kg de peso vivo, diluido em solucao salina de NaCl 0,9%, na quantidade de 0,5 mL/kg de peso vivo e
aplicado via intraperitoneal. O peso dos peixes utilizados variaram entre 2,8 e 6,0 kg, com média de 4,1+1,1
kg. Apés a primeira pesagem, 0s peixes mantiveram peso constante até o final do experimento.

Apo6s 12 h da indugdo hormonal, os peixes foram submetidos & extrusdo dos gametas por presséo
abdominal no sentido céfalo-caudal, realizada em meio seco, sem presenca de agua, urina ou sangue. O
sémen foi coletado em seringas graduadas de 10,0 mL previamente etiquetadas com a identificacdo de
cada reprodutor e 0 numero da amostra coletada. Foram coletadas sucessivas amostras até que nao
houvesse mais liberacdo de sémen, de modo que a quantidade de sémen liberada por cada reprodutor
fosse exaurida.

Foi realizado o teste de contaminacdo, que consistiu em avaliar a motilidade espermatica com o
auxilio de microscépio 6ptico com aumento de 400X, sendo rejeitadas as amostras com mais de 1% de
motilidade no campo 6ptico antes da ativacdo com agua. Atestada a viabilidade das amostras, o sémen foi
acondicionado em caixa térmica com gelo, na temperatura de aproximadamente 5 °C e transportado ao
setor de Reproducgéo Animal da EVZ-UFG para avaliacdo da qualidade.

Ap6s a primeira coleta, os reprodutores foram acondicionados em viveiro de 50 m? de area de lamina
d’agua, previamente desinfetados e adubados e com renovacgao de agua constante, onde foram mantidos
durante o periodo de coletas, sendo retirados apenas para o manejo reprodutivo. A alimentacdo dos
reprodutores foi realizada uma vez a cada dois dias, no final da tarde, com racdo extrusada contendo 42%
de proteina bruta e pellets de 10-12 mm, na taxa de 0,5% do peso vivo. Foram realizadas trés coletas com
intervalos regulares de aproximadamente 30 dias entre coletas, com 0s mesmos animais. Todos o0s
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Goias
(Protocolo 059/12).

Para a realizac@o da avaliacdo quantitativa, primeiramente foi realizada a mensuragéo da quantidade
de sémen liberada por cada reprodutor em mL para a verificacdo da variacdo da quantidade de sémen
liberada em fungdo do tempo numa mesma época de reprodugdo. O tempo de vida foi estimado com
cronémetro, disparado no momento da ativacdo e parado quando o Ultimo espermatozoide do campo de
visdo cessou sua movimentagdo. A determinagdo da concentragdo espermatica foi realizada com o sémen
diluido na proporcéo de 1:4000 em solugé@o de formol salina tamponada (10%) e consecutiva contagem na
camara hematimétrica de Neubauer, para a determinacao do nimero de espermatozoides por mL de sémen
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de cada amostra.

Dentre as variaveis qualitativas, foram avaliadas a motilidade e vigor espermético. A avaliacdo de
motilidade espermatica foi realizada em todas as amostras viaveis de sémen, na qual em uma lamina para
microscopia foi colocado 0,01 mL de cada amostra de sémen e ativada com agua na propor¢cédo de 1:20
(sémen:agua). Foi utilizada uma laminula sobre a amostra e esta observada em microscdépio 6ptico pré-
ajustado na objetiva de 400X, e foi determinada subjetivamente a porcentagem de espermatozoides méveis
no campo de visdo.

O vigor espermaético foi avaliado subjetivamente de acordo com a robustez de movimentacéo celular,
atribuindo-se um escore de zero a cinco, em funcdo da velocidade e progressdo de movimento dos
espermatozoides, de modo que, quando todos os espermatozoides se apresentam imoéveis, atribui-se o
vigor de zero, ao passo que, quando os espermatozoides apresentavam rapida movimentacao e progressao
continua, atribui-se o vigor de cinco.

O experimento foi realizado utilizando o modelo de blocos casualizados, sendo tomado como
tratamento a época de colheita das amostras e os blocos de cada reprodutor, perfazendo trés tratamentos e
dez blocos. As variaveis quantitativas foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) seguida do teste
de Tukey. A variavel qualitativa foi submetida ao teste de Friedman. Foi realizada a andlise de correlagdo
entre os pares de pardmetros quantitativos avaliados. Foi adotado nivel de 0,05 de significAncia em todos os
testes, que foram realizados com o auxilio do software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM 2012).

Os resultados dos pardmetros qualitativos e quantitativos avaliados durante a realizacdo do
experimento estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Variaveis seminais de tambaqui (médias + desvio padrdo) nas trés coletas realizadas e valor de
probabilidade da analise de variancia.

Table 1. Seminal parameters of tambaqui (mean + standard deviation) evaluated in three samples collected
and values of probability and ANOVA.

» Coleta
Variavel P
1 2 3
Volume de sémen (mL) 8,30+4,1 8,50+4,0 6,00+3,3 0,0685
Motilidade espermatica (%) 80,0+6,7 84,0+5,2 84,8+5,3 0,1594
Vigor espermético* 4,1/4,0+0,3 3,8/4,0+0,4 4,1/4,0+0,3 0,3772
Tempo de vida (s) 158,3+133,7ab 267,8+78,0 a 98,5+31,9b 0,0055
Concentragdo espermatica (x10°) mL1) 14,5442 a 3,70+19c¢c 8,40+2,8b <0,0010

Médias seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%.
*Teste de Friedman foi utilizado para comparagéo de médias, os dados apresentados séo a média seguida da mediana.

N&o foi observada diferenca no volume de sémen, motilidade espermética e vigor espermético
durante a época em que foram realizadas as coletas das amostras. Ja o tempo de vida dos
espermatozoides foi diferente entre os meses de janeiro e fevereiro de 2013, com médias de 267,80 s e
98,47 s, respectivamente, diferenca que reflete a qualidade do sémen dos peixes do presente estudo, uma
vez que o tempo de vida € um parédmetro de avaliacdo da qualidade dos espermatozoides. BILLARD &
COSSON (1992), observaram que amostras coletadas no inicio e ao final da época de reprodugéo,
geralmente ndo sdo de boa qualidade, atribuem a baixa qualidade no final do periodo reprodutivo ao
envelhecimento dos espermatozoides nos testiculos, o que pode gerar alteragdes morfolégicas, entretanto,
outras possiveis causas apontadas sdo flutuagcdes hormonais, ambiente dependentes e contaminacdo do
sémen por urina (BILLARD et al. 1995). GALLEGO et al. (2017) traz novas informacdes, sugerindo que a
proporcao de subpopulacfes espermaticas presentes no ejaculado também pode ser fonte de alteragbes na
qualidade do sémen.

A fertilizacdo dos gametas ocorre rapidamente, geralmente em periodos menores de um minuto,
porém resultados de pesquisas que avaliam o tempo de viabilidade dos espermatozoides séo dificeis de
serem comparados, pois alguns autores consideram a perda de motilidade baseado em diferentes
porcentagens de espermatozoides moveis. Para jundia cinza, ap6s 35 s de ativagdo somente 25,59% dos
espermatozoides apresentavam motilidade (SANCHES et al. 2010), assim como para dourado, em que a
motilidade dos espermatozoides variou entre 30 e 40 s (SANCHES et al. 2009), e tempo de vida de
espermatozoides de pacu (Piaractus mesopotamicus) de 50,3 s (STREIT JUNIOR et al. 2006).

A concentragdo espermética variou durante o periodo de coleta, sendo que as amostras coletadas no
més de dezembro de 2012 (primeira coleta realizada) apresentaram maior concentracdo média de
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espermatozoides (14,54 x 10°mL1), seguida pela média das amostras do més de fevereiro de 2013 (8,36 x
10° mL1) e janeiro de 2013 (3,73 x 10° mL™1).

As médias da concentracao de espermatozoides foram menores que as descritas por VIEIRA et al.
(2011) que encontraram uma concentracdo média de 22,93 x 10° mL?! de ejaculado de reprodutores de
tambaqui induzidos com hormdnio em latitude equatorial. Além disso, 0s autores recomendam um intervalo
de coleta de dois meses entre as inducdes hormonais, para que as reservas de espermatozoides sejam
restabelecidas.

PIRES et al. (2017) ndo observaram diferenca significativa entre coletas com intervalos de 64 e 86
dias para os valores de concentracdo espermatica, que foram todos relativamente menores que o0s
encontrados neste trabalho. As diferencas podem ter ocorrido devido a diferenca de metodologia de
reproducéo induzida utilizada, conforme menciona o autor, que variam na literatura desde uma Unica dose
hormonal de 1,0 mg/kg até 2,5 mg/kg (em dose Unica ou consecutivas de 2,0 mg/kg seguida de duas doses
de 0,25 mg/kg).

A média das amostras coletadas no més de janeiro apresentou reducédo significativa da concentracéo
de espermatozoides, isso pode ser devido ao fato de que anteriormente a data de coleta houve um periodo
de estiagem de dias, 0 que ndo ocorreu nas outras coletas e pode ter contribuido para a menor producéo de
espermatozoides pelos reprodutores nesta data. Isto pode ter acontecido devido as espécies reofilicas
terem sua reproducdo influenciada diretamente pelo ambiente, principalmente pelo regime de chuvas,
fotoperiodo, temperatura, nutricdo e ciclo lunar (MYLONAS et al. 2017). Essas mudancas afetam a
quantidade e qualidade de alimento disponiveis em funcdo da época do ano, jA que as planicies de
inundacgdo nos periodos de chuva se tornam ambientes ricos em alimento e abrigo, por este motivo, 0s
desovadores totais tropicais, como é o caso do tambaqui, iniciam o periodo reprodutivo principalmente nos
periodos de cheia, para que as larvas encontrem maior abundéncia de alimento e apresentem altas taxas
de sobrevivéncia (GOMES et al. 2010).

Além disso, para machos o processo de gametogénese é dividido em duas fases: a primeira,
denominada de espermatogénese, inclui a proliferacdo de espermatogonia, multiplicacdo de espermatécitos
| por mitose, producgéo de espermatdécitos Il por meiose e diferenciacdo em espermétides, sendo essa fase
finalizada quando ocorre a espermiogénese, que é a formacdo dos espermatozoides flagelados. Na
segunda fase, denominada espermiacéo, os espermatozoides sdo liberados nos ductos espermaticos, que
ocorre durante o periodo reprodutivo (MYLONAS et al. 2010).

A maioria dos métodos de inducao utilizados para realizar a reproducao artificial em aquicultura ndo
induz a espermatogénese, que € um longo processo que pode durar dias ou semanas, mas principalmente
induz a espermiacéo, de maneira que a inducéo é realizada para estimular a producgéo de fluido seminal e
aumentar a quantidade de espermatozoides liberados pelo reprodutor (MYLONAS et al. 2010). Dessa
forma, € possivel que o volume de sémen seja maior e a concentragdo de espermatozoides seja menor,
pois a formacdo dos espermatozoides ndo € estimulada pela indu¢cdo hormonal e sim por fatores
ambientais.

Durante o periodo reprodutivo do tambaqui, houveram mudancas na concentragdo de
espermatozoides, que diminuiu em relacdo a primeira coleta, e mudancas no tempo de vida dos
espermatozoides, que foi menor no final do experimento em relacdo a coleta imediatamente anterior. Os
resultados obtidos nesse trabalho indicam que o uso repetido de reprodutores durante um mesmo periodo
reprodutivo, em intervalo de trinta dias, pode ser realizado sem prejuizos significativos a reproducao apesar
das alteracdes, desde que se respeite a devida proporgao entre espermatozoide e ovOcito recomendada por
LEITE et al. (2013). Novos estudos sao necessarios para quantificar a influéncia do ambiente sobre os
parametros avaliados, e a presenca de subpopulacdes espermaticas no ejaculado.
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