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RESUMO GERAL

O Brasil destaca-se, por possuir a maior rede gidfca do mundo,
sendo o pais com maior diversidade de peixes teleHsle 4gua doce. Entre
esses, destacam-se os de piracema, que reproduzaniez ao ano ao serem
impulsionados por estimulos ambientais para o desemento gonadal. Com
intuito de auxiliar no manejo reprodutivo, suprirdamanda comercial e a
recuperar espécies em ambiente natural, diverdasnativas vem sendo
propostas. Entre essas, 0 congelamento de sémenalgoe de otimizar
assincronia entre os reprodutores, preserva o ialatgEmético. Assim, neste
trabalho procuramos avaliar espécies com potemqmaah a aquicultura. O
Prochilodus lineatuscurimba, é uma espécie muito produzida em estagée
pisicultura devida o seu facil manuseio e suasataservirem de alimento para
espécies de peixes carnivoros. Riaractus mesopotamicugpacu é muito
apreciado no sudeste do pais, sendo também unmaaiaestudadas eBrycon
orbignyanus piracanjuba eSalminus brasiliensjsdourado sdo espécies que
além de apresentam carne saborosa, estdo sendgadaeale extincdo. O
objetivo da tese foi reunir informacdes a respg#aeproducdo dessas espécies,
utilizando biotecnologias aplicadas a preservacd@ s&men e analise
ultraestrutural dos gametas. No artigo 1 foi adaliaa eclosdo de larvas de
Prochilodus lineatusgerados a partir do sémen criopreservado em difsse
solucbes crioprotetora (metilenoglicol ou metanal propilenoglicol ou
dimetilsulfoxido em concentracdes de 7,89%). Omrea valores das taxas de
eclosdo ocorreram quando se utilizou o sémen esgpvado com metilglicol.
No artigo 2, foi avaliada a influéncia dos criogtotres, temperatura e tempo de
descongelamento sobre as anormalidades espermatieasPiaractus
mesopotamicysuma vez que em trabalhos anteriores foi utilizadespécie
Prochilodus lineatusAs amostras de sémen foram diluidas em solu@é&®u%
de dimetilsulfoxido ou metanol, congeladas e degelanias em temperaturas de
40 ou 60 graus em tempos de 8 ou 12 segundos. Asregeporcentagens de
anormalidades primarias foram verificadas quanddeseongelou o sémen em
60 °C por 8 segundos ou 40 °C por 12 segundos.rtign 88 foram feitos
estudos para observacdo e medicdo das estrutisagadwetas derochilodus
lineatus, Piaractus mesopotamicus, Salminus beassis e Brycon orbignyanus
Os resultados mostraram muitas semelhancas entgarostas das espécies
estudadas. Esse estudo pode auxiliar para uma inwehpreenséo da biologia
reprodutiva dos peixes, manejo reprodutivo e ngemacao dessas espécies.

Palavras-chave: Congelamento de sémen, Eclosaardas| Gametas, Peixes
nativos.



ABSTRACT

Brazil is highlighted for possessing the world’sgkest river system,
being the country with the largest diversity ohfispecies. Among these species,
piracema fish stand out, reproducing once a yedvem by environmental
stimulation, which result in the end of their goabdevelopment. However, this
process is often interrupted by various factorshsas the construction on dams,
overfishing and pollution. In this context, varioadternatives have been
proposed with the intention of assisting in manageimin meeting commercial
demand and recovering these species in a natwabement. In article 1, the
hatching ofProchilodus lineatusarvae, generated from semen cryopreserved in
different cryoprotectant solutions (methylen glyasl methanol or propylene
glycol or dimethylsulfoxide in concentration of %) was evaluated. The
highest motility and hatching rates derived frora gemen cryopreserved with
methyl glycol. In article 2, the influence of theygprotectants, temperature and
thawing time on Piaractus mesopotamicuspermatic abnormalities was
evaluated. The semen samples were diluted in 108etHylsulfoxide solution
or methanol, frozen and thawed in temperature0obr460 degrees at 8 or 12
seconds. The smallest percentages of abnormalitede verified when the
semen was thawed at%Dfor 8 seconds or 40 for 12 seconds. In article 3,
studies were performed for the observation and ureatents ofProchilodus
lineatus, piaractus mesopotamicus, Salminus bassis and Brycon
orbignyanusgamete structures. The results showed severdhsities between
the gametes of the studied species. The oocytesemied a funnel shaped
micropyle with pleats and folds in the micropylagion, with the exception of
Prochilodus lineatusA variation occurred in the larger and smalletiurs of
the micropyle. This may possibly be related toatdéht reproductive strategies.
The spermatozoa presented simple structures withvaid head, a cylindrical
intermediate piece with a single flagellum and moosome. This study may
assist in a better comprehension of the reprodediiology of these fishes,
reproductive management and in the conservatitinese species.

Key-words: Semen cryopreservation. Native spetias/ae hatching. Gametes,
Natives Fishes.
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PRIMEIRA PARTE
1INTRODUCAO

Existem mais de 23.400 espécies de peixes telsddeswritos no
mundo, sendo que mais de 3000 espécies sdo dalageaue habitam
aguas continentais da América do sul (NAKATANI &t 2001). Essa
grande variedade de espécies os torna, no meidi@guarmas de vida
dominante, por apresentarem diversas formas, tassaahpadrdes do
ciclo de vida, além disso, essas inUmeras adaptded®recem quase
todos os tipos de estratégias de alimentagéo edegéio.

Por outro lado, a interferéncia humana no ambievatural
provoca declinio do ambiente aquatico, a exempsodpodemos citar a
construcdo de barragens, que apesar de apresanrtaficins socios
econOmico ao pais, impede a rota migratoria dosepdi CAROLSFELD
et al., 2003). Nesse contexto, pesquisas vém seatimadas com intuito
de minimizar estes impactos ambientais, entre essadécnicas que
aperfeicoam a reproducado artificial como o estudpreservacédo de
gametas que preservam sémen de espécies de peixes.

A criopreservacdo de gametas, € uma técnica queisterem
submeter as células esperméaticas em periodos lalegogmnutencdo em
nitrogénio liquido, permitindo a conservacdo do emal genético e
consequentemente proporcionando a producédo denatedle espécies de
peixes migradoras ao longo de todo o ano, o qyEgesentaria uma

economia de escala para os piscicultores comergiis disso, dispensa
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a presenca dos reprodutores no plantel, reduzisdosios com aplicagédo
de horménios gonadotropicos.

Mediante isso, o desenvolvimento de técnicas adian melhor
conhecimento reprodutivo das espécies migradom@seéessarias para
compreender e auxiliar no manejo da piscicultwpriado desta forma a
demanda comercial, além de contribuir para redud@aleclinio das

espeécies em ambiente natural.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Os peixes sdo um dos grupos com maior numero deciespé
apresentando morfologia e cores variadas, com iragredaptacdes que
favorecem quase todos os tipos e estratégiasrderaficdo e reproducao
(RIBEIRO; PAVANELLI, 2001).

2.1Classificacdo dos peixes teledsteos

Segundo NAKATANI et al. (2001), os peixes repreaent50%
dos vertebrados, englobando cerca de 24.000 espégige essas, 96%
séo teledsteos e 41% sdo encontrados em ambientéguéd doce. A
maior diversidade de espécies fazem parte dos Cfmmaes que
compreendem geralmente espécies de peixes natbeogiidos pela
ordem dos Siluriformes que incluem os bagres, clis@i jal e pela
ordem dos Perciformes que incluem as tilapias enarés (RIBEIRO;
PAVANELLI, 2001).

Diante dessa ampla variedade de espécies, 0s peixes
desenvolveram diferentes estratégias, ligada eedifes funcdes vitais, as
quais o habilitam a se manterem presentes nostdsthabitats. Todavia,
essas estratégias estdo associadas as variasoesnéiyoraveis como
desenvolvimento inicial de ovos e larvas, migragaiidado com a prole,
tipo de desova, niumero e tipos de ovos , tempo ndebacdo e
desenvolvimento embrionario, (NAKATANI et al., 2001

Na época de reproducdo, as fémeas podem liberarcs@s de
uma unica vez (peixes de desova total) ou em vfaaselas (desova
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parcelada) ao longo de um periodo reprodutivo (VAEZER, 1996). Os

peixes de desova total sdo de grande porte, migga@odesovam no leito
dos rios, ja os peixes de desova parcelada, desevandguas mais
calmas e estaveis (NAKATANI et al.,, 2001). Eles &m podem

apresentam cuidados com a prole, neste caso, pgefendo guardadoras,
guardadora e carregadoras. As ndo guardadoragmaspécies que nao
protegem seus ovos e jovens, as guardadoras, nmchgelas que

cuidam dos ovos e embrides até a eclosdo e agadomas, incluem

aquelas que carregam ovos ou embrides externa tmunamente,

(NAKATANI et al., 2002.

2.2 Espécies em estudo

7z

A fauna brasileira é representada por um grandeerairnde
espécies de peixes. Entre essas, podemos deBtachilodus lineatus,

Salminus brasiliensis, Piaractus mesopotamiBsycon orbignyanus

2.2.1 Prochilodus lineatus, curimba

Prochilodus lineatus (VALENCIENNES,1836) conhecido
vulgarmente por curimba, curimbatda ou papa- tegaum peixe
detritivoro em todas as fases de vida, atinge @tény de comprimento e
possui coloracdo cinza esverdeado com o dorsocescarventre claro.
Prefere ambientes loticos, em locais de aguas Slergais realizam
migracdo em massa, rio acima, na época de reprodigizembro a

janeiro) podendo migrar varias centenas de quilisgtté as areas de
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desova. O macho inicia sua reprodugcdo mais cedaj@s anos de idade,
com 24 cm em relacdo as fémeas que iniciam aos dréss
(COMPANHIA ENERGETICA DE MINAS GERAIS, CEMIG, 2000)

A curimba é considerada um dos peixes de maior rii&pca
econOmica na pesca interior e em programas de oapwnto de rios,
devido o fato de seus ovos, larvas e alevinos reenvde alimentos a
muitas espécies de peixes predadores, assim coni@na servirem de
alimento para vérias aves aquaticas (CEMIG, 2000).

E uma espécie reofilica, que em cativeiro pressap@producio
induzida para a producédo de larvas, sendo conhegmto sua elevada
prolificidade (FURUYA, 2001).

2.2.2Salminus brasiliensis, dourado

O Salminus brasiliensis,(VALENCIENNES,1849) conhecido
vulgarmente como dourado, € o maior peixe de escaadacia do rio
Parand, podendo atingir mais de um metro de comeptim O dorso é
castanho escuro e na regido central, as escanmssdapresentam uma
mancha, formando em conjunto estrias longitudin@sabdome e a
regido inferior do corpo sdo amarelo-vivos, com listea negra sobre 0s
sobre os raios caudais medianos (CEMIG, 2000).

E um predador compulsivo, valente e saltador cddbezpmo “o
rei dos rios”, podendo alcancar 25 Kg de peso e@auais de 1 metro de
comprimento, além disso, é muito apreciado peloscampres, pela
exceléncia de sua carne e pela sua agressividage dornadificil sua

captura por meio de anzol e vara (CEMIG, 2000).
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O dourado € um peixe de piracema, que se repraslap\embro
a janeiro. O macho atinge a maturidade gonadal dmsanos de idade,
enquanto que a fémea a alcanca aos trés anosdie (daMIG, 2000).
No entanto, apesar do grande valor comercial, ®adé&e taxa de
canibalismo que ocorre apés ecloséo e os custoa@mentacdo dessa
espécie, tém dificultado a viabilizacdo econ6mioa sku cultivo
(FURUYA, 2001).

2.2.3Piaractus mesopotamicus, pacu

O Piaractus mesopotamicu§HOLMBERG,1887), pacu € uma
espécie largamente distribuida nos rios da Bacid®mta, é cultivada
principalmente no sudeste do pais, onde apresgnatade importancia na
pesca comercial (FURUYA, 2001). Apresenta o cormbusto e
arredondado com o dorso cinza escuro e 0 ventreebovdourado e a
cabeca pequena. E considerado um peixe de grange padendo atingir
1m de comprimento e até 20 kg de peso (CEMIG, 2000)

Alimenta-se de frutos, pedacos de vegetais e crta e
dependendo da época do ano e da qualidade daséguiaabito alimentar
pode variar entre o canibalismo e o consumo dadr{€EMIG, 2000).

E um peixe migrador e por esse motivo ndo repreduambiente
lénticos, somente se forem hipofizados. A incubal@ovos é realizada
em temperatura entre 25° e 27 °C e a eclosd@uas locorre entre 20 a
25 horas apos a fertilizacdo (FURUYA, 2001).
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2.2.4.Brycon orbignyanus, piracanjuba

O géneroBrycon é representado por cerca de 40 espécies, sendo
que, a espécie mais utilizada para o cultivo éracahjuba,Brycon
orbignyanus(VALENCIENNES, 1849), originaria da bacia do Paran
Uruguai (FURUYA, 2001). A fémea atinge o compringede 80 cm e 8
Kg de peso, enquanto o macho atinge 68 cm e 3,6S€g. corpo é
fusiforme e comprido e a boca ampla e terminal, trésséries de dentes
multicuspidados no pré-maxilar e duas no dent&imadadeira caudal
tem coloracdo vermelha com uma faixa mediana bemra{CEMIG,
2000).

Tem habito alimentar onivoro, se alimentando degsgiplantas e
insetos. E uma espécie de piracema e realiza réigragprodutiva
subindo o rio entre setembro e outubro, culminacwio a desova entre
novembro e janeiro. O macho reproduz a partir de dnos de idade,
com 20 cm, e a fémea, a partir do terceiro ano @smcm de
comprimento (CEMIG, 2000). Por se muito sensiveldegradagao
ambiental, os estoques naturais desta espécie tearoese reduzidos
(CEMIG, 2000).

2.3 Fisiologia reprodutiva de peixes

A reproducdo de peixes € um fendbmeno sazonal digoci&Em
peixes suas atividades fisioldégicas sdo controladasdois sistemas: O
nervoso que controla atividades rapidas e de cuntacdo e o enddcrino
que geralmente controla atividades lentas e pradag
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(BALDISSEROTO, 2009) e est4 diretamente relacionadm fatores
ambientais e com a atividade dos 6rgdos da repfiod(GREPALDI et
al., 2006).

O ciclo reprodutivo em peixes € coordenado por dexgs
mecanismos de regulacdo enddcrina, sendo mediados v@rios
mensageiros enddgenos (gonadotropinas, estrogands)genos, entre
outros). Alteracbes de fatores ambientais, tais ocdotoperiodo e
temperatura, sdo detectadas por receptores espsgifocalizados nos
olhos, pineal, narinas e receptores cutaneos querogertem em sinais
eletroquimicos no qual sdo propagados via neur8geitsoriais até o
hipotadlamo (ISEKI; NEGRAO, 2003). Esse integra spomde aos
estimulos externos e internos produzindo o fatdserfidor de
gonadotropinas (GnRH), que estimula as células dmingpicas da
hipofise a secretarem gonadotropinas (GTH) ou doitdis como a
dopamina (DA) que antagonizam o efeito do GnRHimgib a secrecéo
de gonadotropinas (GTH) pela hipéfise (ISEKI; NEGRAR003).

Alteracbes nas condicdes ambientais podem atuameio do
sistema sensorial e dos centros especificos ddrogrdesencadeando
neurossecre¢des as quais regulam as atividadeipafesd (CREPALDI
et al.,, 2006), consequentemente as células end&criliberam
neurohormdnio no sangue ou no espaco interstitdaba células alvos
aumentarem o0s niveis de gonadotropina na hipdéfise plasma, isso
ocorre possivelmente para iniciar a vitelogénesgeréodo reprodutivo
corrente (ZOHAR, 1989) e estimular a concentrac@aestosterona e
estrogeno (CAROLSFELD, 1989).
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Em peixes existem duas gonadodrofina, o folicuimegante,
FSH e o hormonio luteizante, LH. O FSH estimulailmerbhcéo de
estradiol pelo ovario, o crescimento gonadal, aagjagénese e a entrada
de vitelogenina no ovocito. J4 o LH € importantegamanutencao final
dos gametas e sua liberacdo (BALDISEROTO, 2009).

Entretanto, existem outros hormonios relacionadasn ca
reproducéo, tais como: os tireoidianos, que eséimua vitelogénese e o
desenvolvimento embrionario, o cortisol que aumemtaroducdo de
gonodotrofinas, o hormoénio do crescimento, GH e &olactina que
estimula a liberacdo de esterdides nos testicutnsgagos e a arginina e
vasotocina, que estimulam a liberacdo de testosero
(BALDISEROTTO, 2009).

Algumas espécies de peixes nativos, como traikaplias
malabaricus e Hoplis lacerdyetucunaré Cichla ocellarig, lambaris
(Astyanaxspp), entre outros, reproduzem naturalmente erasaiguticas
(lagoas ou represas). Ja as espécies reofilicasnséguem se reproduzir
em aguas loticas, ou seja, recebem estimulos danteza do rio para
desencadear seu processo reprodutivo (CAROLSFED, 2003)

A reproducdo induzida é uma técnica que induz amagdo final,
liberac@o dos ovocitos e o aumento do volume sdntisaa técnica esté
baseada na liberacdo de gonadotropinas para regufase final do
processo de maturacdo gonadal e liberacdo dos amifteREPALDI et
al., 2006). Esse processo baseia-se na concentraggoma de
gonadotropina na hipéfise que ocorre durante affagkda vitelogénese
e se estende por todo o periodo de dorméncia. D@sta 0 processo

atua como um complemento da quantidade de gonadwr@roduzida
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pelo organismo receptor, substituindo a quantidgule deixou de ser
processada pela auséncia das condi¢cdes ambiamtaigfeis (ZOHAR,;
MYLONAS, 2001).

2.4Morfologia dos ovocitos de peixes

As caracteristicas morfoldgicas dos ovécitos sdmitantes para
compreender a dinamica da ovogénese, incluindorag#a e ovulacéo
(TYLER; SUMPTER, 1996, citados por GARCIA, 2001).

Segundo Romagosa e Narahara (2002) durante o ddégemnto
dos ovécitos d@iaractus mesopotamicuas camadas foliculares sofrem
modificagcfes e estdo organizadas em um envoltdrieneelope folicular
constituido de quatro camadas distintas: a tecejhrana basal, epitélio
folicular e zona radiata. As células folicularesgimam-se no epitélio
germinativo e tem funcéo de protecdo do ovo cdesé@es mecanicas e
acdo de microorganismos (YAZAWA, 1997). As céluleculares sao
altas com superficie apical irregular (CRUZ LANDIMCRUZ
HOFLING, 1989) e séo constituidas por células dagosa e da teca. A
funcdo dessas células esta relacionada com a pgrodile estrogénio
estimulando a producdo de vitelogenina pelo figgdORAYA, 1983;
YAZAWA, 1997).

Os ovocitos apresentam uma camada acelular, geeceatra na
superficie da camada de células da granulosa, & raaliata (ARUKE;
GOKSOYR, 2003). Essa camada apresenta inUmeros parocanais
dispostos radialmente na superficie do ovo (ROMABQOS
NARAHARA, 2002; RIZZO; GODINHO; SATO, 2003). A disgicao
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dos poros ou canais sdo caracteristicas de espsmeeifica (RIEHL,
1993) e pode ter formato hexagonal ou serem distias irregularmente
(RIZZO et al.,, 2002). Em varios Characiformes, asrop podem
apresentar maior didmetro em relagcdo a outras ®rdkn peixes,
proporcionando melhor aeracdo ao embrido (RI1ZZ&.£2002).

A zona radiata apresenta duas camadas, sendo tenaaimais
espessa que protege o embrido contra danos mes&negexterna mais
fina, que protege o ovo contra a acdo de microesges. Dependendo
da espécie, a camada externa pode ou ndo aprepaficgacarideos
acidos que séo responsaveis pela adesividade daoando eles entram
em contato com a agua (GURAYA, 1996). Em algumag@es como
Prochilodus margavi,a zona radiata pode apresentar ainda estrias
transversais e granulos finos que se acumulam g@oramicropilar
(RIZZO; GODINHO; SATO, 2003).

Durante o crescimento dos foliculos ovarianos, w&citos sao
rodeados por uma matriz extracelular, o corion, apesenta proteinas
com funcao relacionada a fertilizagdo e a prevengapolispermia
(WASSARMAN, 2008). Essas proteinas sdo sintetizatasigado e
codificadas geralmente por sete genes, dependeraloespécie
(KANAMORI et al., 2003).

No momento da liberacdo dos ovocitos a camada tdaseé
foliculares se rompe e os ovécitos sdo expelidos p&avidade ovariana,
permitindo a visualizacdo da micrépila (GURAYA, 8)9uma abertura
localizada no polo animal (TWAMATSU, 1993), que egenta forma de
funil na maioria dos teledsteos. O vestibulo mitaogpode apresentar

diferencas morfolégicas, dependendo da espécibinexi superficie lisa
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como emProchilodus margavi(RI1ZZO; GODINHO; SATO, 2003) ou
varios sulcos e pregas com disposicdo retilineanocem Brycon
orbignyanus (GANECO; NAKAGHI, 2003).

2.5Morfologia dos espermatozoides de peixes

Os espermatozoides de peixes sd0 compostos pocacabeca

intermediaria e flagelo.

2.5.1Morfologia da cabeca

A cabeca dos espermatozoides de peixes pode afarederersas
formas, tais como: ligeiramente alongada, achabadavoide (MATOS;
AZEVEDO, 1989). Algumas espécies marinhas podemesamtam
acrossoma e sua funcédo parece ser essencial respoode fertilizacéao,
porém, ainda ndo esta clara (PSENICKA et al., 20Et) espécies
nativas brasileiras, a cabeca do espermatozoidee pajgresentar
morfologia similar (VERISSIMO SILVEIRA et al., 2006

Em Brycon microlepis e Brycon orbignayanus,0s
espermatozoides possuem na cabec¢a um nucleo esfémi¢corno de 1,5
um de diametro, cercados por uma estreita faixanilecoOndrias com
organelas e emSalminius brasiliensisa cabeca posui um nucleo
arredondado com cromatina condensada rodeadostajgasma e um
sistema de endomembrana pouco desenvolvida (VERISSILVEIRA
et al., 2006). EnB. nattereriea cabeca do espermatozoide apresenta

formato ovoide com uma estreita faixa citoplasnaaem organelas. O
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nacleo tem formato de U e no seu interior a cramaé condensada em
filamentos que se arranjam na forma de gruposgastas entremeados
por poucas areas elétron-llcidas. A fossa nuclgaoféinda, alojando o

complexo centriolar e 0 segmento inicial do flag®ARIA, 2008).

2.5.2Morfologia da peca intermediéria

Na maioria dos teledsteos, 0s espermatozoides esgha®s peca
intermediaria pequena com canais citoplasmaticopega intermediaria
longa e um canal citoplasmatico externo (JAMIESQNile 1991). As
mitocondrias apresentam-se com formato esférico @wpide,
LANHNSTEINER et al. (1997) e sua quantidade podare®lacionada
com a diferenca de motilidade que ocorrem entresgecies (ALAVI;
COSSON, 2006).

Em espécies nativas brasileiras, cor@alminius brasiliensis,
Brycon microlepis e Brycon orbignayanusa peca intermediaria
apresenta-se delgada assimétrica e longa, meddeknle a base do
nacleo até o fim da bainha do citoplasma, 2,3 p/, | @n e 2,6 um
respectivamenteSua parte anterior € um pouco larga e longa com
presenca de mitocondrias ramificadas e a postéricaracterizada pela
auséncia de mitocondrias e presenca de revestimstdplasmatico
(VERISSIMO SILVEIRA et al., 2006). Ja elrycon Nattereria peca
intermediariaé curta com presenca de mitocondrias e ao seu final
apresenta um prolongamento da membrana citoplasagiie forma uma
bainha composta por trés anéis membranosos coicSnt{MARIA,
2008).
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2.5.3Morfologia do Flagelo

Em espermatozoides de peixes, o flagelo pode gsatefm ou
perpendicular ao ndcleo, dependendo da rotacdooqoee durante a
espermatogénese, MATTEI (1991), podendo ser ainolaoftagelar ou
biflagelar (FISHELSON; DELAREA; GON, 2006). Os esmatozoides
monoflagelar tem um corpo basal que se conectaeatsialo distal e
apresenta um colar curto contendo de 8 a 12 mith@®na base. Ja os
biflagelados estdo ligados uns aos outros e rodepdo uma bainha
citoplasmatica comum e a base é cercada por mioednde tamanho
maior (FISHELSON; DELAREA; GON, 2006).

Em algumas espécies corisox lucius o final do flagelo pode
apresentar uma estrutura de quilha (ALAVI et 009.

Em espécies nativas, com8alminius brasiliensis, Brycon
microlepis e Brycon orbignayanus flagelo € Unico e esta rodeado por
uma membrana flagelar no qual se observa um eixpepédicular e
medial na base do nucleo exibindo classes de aame(move
microtubulos periféricos e um par central). Um ctamp de centriolos
migra em posicéo paralela na base do nucleo em@uzidos ao longo
da membrana plasmaética iniciando parte do flagelatcleo é profundo
com uma capa de material homogéneo e materiab&letrso que conecta
os centriolos (VERISSIMO SILVEIRA et al., 2006).

EM Bryconamericus stramineu® flagelo apresenta rotacao
nuclear incompleta e uma definida posicao latemalrelacdo a base do
nicleo. (GUSMAOFORESTI; QUAGIO-GRASSIOTTO, 1999).
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2.6 Qualidade espermatica

O conhecimento das caracteristicas seminais € fiwgntal na
rotina de reproducéao artificial, pois permite dizagdo do uso racional
de gametas (BOMBARDELLI; SYPERRECK; SANCHES, 2006¢m
como do numero de reprodutores (FOGLI DA SILVEIR®Aak, 1985).
STREIT et al.,, (2008), sugerem que 0s espermategodktvem ser
eficientes na fertilizacdo de ovacito. Porém, didade espermatica pode
ser influéncida por fatores tais como: tamanhindoviduo (LUZ et al.,
2001), a idade dos reprodutores (BASTARDO; GUEDEEON, 2004),
a realizacéo de sucessivas coletas seminais (KAVAGI@t al., 1997), a
época do ano (BORGES et al, 2005), a inducdo hwmamo
(KAVAMOTO; FOGLI DA SILVEIRA, 1986; STREIT JUNIOR tal.,
2003; ZANIBONI FILHO; WEINGARTNER, 2007) e variaimlade na
composicgao idnica do plasma seminal (ALAVI et 2D09). Devido a
isso, estudos sobre as caracteristicas do sémemes@ssarias para
compreender a base dos processos bioquimicos goeemc na

motilidade espermatica e durante a fertilizacAdNHART et al., 1999).

2.6.1Motilidade espermatica

Os espermatozoides de peixes sdo iméveis nosulestie em

muitas espécies no plasma seminal devido a osmatrie a composicao



28

do plasma (BILLARD et al., 1986). Durante a reprgitu natural a
motilidade é induzida depois da liberacdo dos esarzoides no
ambiente aquoso, em que 0s espermatozoides enoosgraomponentes
soluveis do meio externo, principalmente ions (COSS2004; ALAVI
et al., 2009).

A osmolaridade isotdnica do plasma seminal supneotlidade
espermatica em teledsteos marinhos e de agua decénieiacdo da
motilidade é induzida quando o sémen € expostgoartbnicidade da
agua salgada ou hipotonicidade da agua doce (TAKADRISAWA,
1995; ALAVI; COSSON, 2006). Além disso, a diminwgda capacidade
de natacdo dos espermatozoides é originada empaateliminuicdo do
estoque de energia que ocorre durante o periodwtikdade (COSSON,
2004). Nesse periodo, a fosforilacdo oxidativa caitmlrial € altamente
requerida para produzir energia durante a locomegésuficiente para
sustentar o armazenamento de ATP enddgeno (COSSaN¥999).

O comprimento do flagelo e o0 nimero de mitocérsdtaanbém
podem interverir na motilidade espermatica (LANHNEBVYER et al.,
2008), pois as mitocondrias sdo responséaveis poeder ATP durante a
motilidade espermatica (PSENICK et al., 2007). Ewmbalhos com
Siberian sturgeono ATP afeta a motilidade espermatica do sémestdre
e congelado (BILLARD; COSSON; LINHART, 2000) e eAtipenser
baerii a motilidade é afetada pela diminuicdo dos niveisAdP que
ocorrem devido as mudancgas nos componetes mitaab(RISENICK et
al., 2007).

2.6.2Anormalidades espermatica
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Segundo RURANGWA et a[1998) e COSSON et al. (1999), as
deformacdes  estruturais dos espermatozoides (ahdaches
morfolégicas) podem causar sensivel reducdo na lidaoke dos
espermatozoides e, por consequéncia, perda dadagpade fertilizacao.

Segundo HermarMitchell e Doak(1994) a origem das patologias
primarias das células espermaticas podem estaciaedmlas com a
deficiéncia nutricional, idade dos machos, consendmde e doengas que
acometem os reprodutores. J& as patologias se@sté&n influéncia na
temperatura ambiente, alimentacdo, problemas ndodespermatico,
extrusdo do sémen e manejo (confeccéo das laminas).

Outro fator que se deve levar em consideracdoakeecao da
morfologia espermatica apos o uso de biotecnolpgiass, estudos
evidenciam o aumento de espermatozoides anorm@ids aerem
criopreservados (BILLARD; COSSON; LINHART, 2000).

2.7Biotecnologias aplicadas a reproducéo de peixes

Os gametas masculinos de peixes produzidos pefacééde
hipofizagdo sao rapidamente utilizados, pois teansabilidade reduzida.
Assim, sdo utilizados procedimentos que permitara eficacia. A
criopreservacao de sémen é uma técnica bastacdez efique consiste em
congelar o sémen utilizando diluidores e criopoyest com 0 objetivo de
proteger as celulas esperméaticas contra a redugdoabde temperatura e
conservar o material genético (CAROLSFELD et &03.

2.7.1Criopreservacao de sémen de peixes
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O primeiro trabalho sobre congelamento de sémepedes foi
realizado ha mais de 50 anos por BLAXTER em 19%8a piabilizar o
cruzamento de dois “tipos de arenque” que desovaeam épocas
diferentes do ano. A partir dai, novas técnicas géndo desenvolvidas
na criopreservacao de gametas (CARNEIRO, 2007).

O congelamento de sémen tem por finalidade promaver
fornecimento de material genético para aumentariabilidade de uma
determinada populacdo (FAUVEL et al., 1999). Ngsseesso 0 sémen &
envasado em palhetas geralmente de 0,5 mL, quacs&dicionadas em
raques e colocadas em vapor de nitrogénio liquatoum tempo de 24
horas, e posteriormente acondicionadas em botgéetendo nitrogénio
liguido em temperatura de -196 °C (CAROLSFELD; HARY/ 1999).

Segundo COSSON et al. (1999) para se processargelemento
de sémen de peixes, 0s espermatozoides devem rapregma taxa de
motilidade espermatica minima de 90%, além diss&noen ndo deve ser
colocado diretamente no nitrogénio liquido, pormembrana plasmatica
e a peca intermediaria podem desintegrar-se (BILDAR983). Neste
caso, pode ocorrer a formacdo de microcristaisale, gue é deletéria
aos espermatozoides por duas razdes principaisda@cd&o brusca da
temperatura dentro e fora da célula e a osmocarg@at extracelular,
que ocasiona efluxo de agua e intensificacdo daertracdo osmotica
interna, resultando no colapso da membrana celNMBDEIROS et al.,
2002).

Segundo Leung e Jamieson (1991), os maiores posjuiz
conhecidos na estrutura dos espermatozoides ocoantervalo critico

entre 0 °C e -40 °C. Quando o sémen é colocadejporem vapor de
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nitrogénio, os espermatozoides sofrem congelamagmngmual e as
estruturas membranosas ndo sdo muito alteradesgrage o aspecto da
cromatina ser consideravelmente modificado (BILLARI®83). Em
temperaturas em torno de 5 °C, a agua intra ecekiitar permanece
resfriada e n&o cristaliza; porém entre temperstde-5 °C e -10 °C,
microcristais de gelo comecam a se formar no mgtcaeelular e o
processo de desidratacdo se inicia (MEDEIROS €2@02).

2.7.2Substancias quimicas utilizadas como crioprotetoras

Os espermatozoides, quando submetidos ao congel@nestéao
sujeitos ao estresse resultante da interacdo agadugdo, responséavel
pela formagéo de cristais de gelo, causando ddandwesl ou até mesmo
a morte das células esperméaticas (HOLT, 2000).sEda®0s que 0 sémen
criopreservado pode sofrer sdo reduzidos ou e\gtattavés da utilizacdo
de crioprotetores, que permitem o congelamentoédoes em vapor de
nitrogénio a uma temperatura de -79 °C, ou emgétrio liquido a -196
°C (CAROLSFELD et al., 2003).

A criopreservagdo de células espermaticas teveaganco nas
pesquisas quando descobriram que o glicerol posapacidade de
protegé-las contra efeitos deletérios do congel&m@dOLT, 2000).
Desde entdo, varias substancias, como metanolglioeti DMSO,
propanodiol e gema de ovo, entre outras, vém séestadas com a
finalidade de proteger células espermaticas quaedpostas ao
congelamento (ALDERSON, 1984; GODINHO, 2000).Ess#sstancias

protegem as células espermaticas durante o procdessongelamento,
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porém a eficacia de cada produto quimico variadifagentes espécies de
peixes (YAO, 2000).

O processo de criopreservacdo inclui solucdespietoras
adequadas que penetram e desidratam as célulasyiraimdo alteracdes
celulares e danos na membrana celular ocasionaglasfgrmacéo de
cristais de gelo. No entanto, a baixa toxidade adta solubilidade na
agua sado requisitos essenciais para um agenteoguger considerado
crioprotetor (CHAO, 2001).

Essas substancias que exercem funcdes criopraetséa
divididas em crioprotetores intra e extracelular€3. crioprotetor
intracelular é uma substancia quimica ndo toxigezale retirar a agua
da célula e diminuir a temperatura de congelamewmtcseu interior,
impedindo a formacao de cristais de gelo internaen@AROLSFELD
et al., 2003).

Entre os crioprotetores intracelulares podem-setadas o
dimetilsulfoxido (DMSO), o metanol, a dimetilacetdam (DMA), o
glicerol, o metilglicol, o propanodiol e o etiledimgl. O DMSO € um
liguido organico, incolor, oleoso e sem odor, cigamula é GHsSO
(ROSENBAEM; HERSCHILER; JACOB,1965). E um composto
derivado da lignina, substancia responsavel pejalez das células
vegetais, e teve sua primeira utilizacdo na preséw de Orgaos
(JACOB; HERSCHLER, 1983). Esse crioprotetor € uns duoais
utilizados para preservar células espermaticas aibee pde agua doce
(LEUNG; JAMIESON, 1991). Em algumas espécies dxgse essa
toxicidade do DMSO pode ser suprimida pela adicéocarboidratos
(LEUNG; JAMIESON, 1991). Ja o metanol é a substmue mais
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facilmente atravessa a membrana celular, send@t@mio, considerada a
mais toxica, exceto para tilapia®réchromus niloticus (HARVEY,
1993). O DMA tem sido utilizado com sucesso em déadricano, porém
sua toxidade foi alta em tilapia-nilética (AMORINQ02). O metilglicol
€ um éter monometilico de etilenoglicol, é proveteedo metanol
(CH30OH) e do oxido de eteno (GEHCH,), utilizado como crioprotector
na preservagdo de embrides bovinos (TAKAGI et1893) e tem sido
usado na criopreservagcdo de algumas espécies xis g8iIVEIROS et
al., 2009). O glicerol € um liquido oleoso, incoleiscoso e de sabor
doce, solivel em agua e alcool. Esse crioprotetuz a mudancas nos
eventos citoplasmaticos por aumentar a viscosidadgenetrar a célula
espermatica, causando alteracdes na polimerizagddublulina, na
associacdo de microtubulos no balanco bioenergdiéd/MERSTED;
GRAHAM, 1992).

Os crioprotetores extracelulares, ao contrario idascelulares,
revestem a célula externamente, estabilizando abnaea e diminuindo
os danos provocados pelo congelamento (CAROLSFELA&L.e2003).
Entre os crioprotetores extracelulares podem dmdas os acucares
(glicose, sacarose), proteinas (derivadas da geenawd, do leite
desnatado, do soro e agua de coco) e polimerosrddex PVP). Os
acucares atuam na desidratacdo da célula, reduasdygurias causadas
pela cristalizacéo de gelo (YILDIZ et al., 2000kegconferem protecdo a
membrana plasmatica durante o congelamento por desointeracdes
diretas com a membrana, as quais envolvem ligagédsdrogénio dos
grupos hidroxil dos acucares com os grupos fosfédoalizados na

cabeca dos fosfolipideos. Por restaurarem o peraedé agua ao redor
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dos grupos das cabecas dos fosfolipidios, os aggigmdem prevenir 0s
danos causados pela desidratacdo extrema.Geralmendessacarideos
como a sacarose e a trealose tém melhor efeitostabilezacdo da
bicamada da membrana do que os monossacaridessnaoniém melhor
a capacidade de transporte de calcio e inibem @ fdss membranas
(CROWE et al., 1987).

A gema de ovo é adicionada antes do uso da soki¢énciona
como fonte de nutrientes, além de ter acdo criepy por conter acidos
graxos e antioxidantes que auxiliam na protecdoomsarvacao do
espermatozoide (CAROLSFELD et al., 1999). Sua at@protetora se
da devido a presenca de lipoproteinas de baixad#etes(LDL), as quais
aderem a membrana celular durante o processo dereservacao
(MOUSSA et al., 2002).

Segundo MARIA (2005), a protecdo proporcionada gelo
crioprotetores internos se da sobre as enzimass |édbecatalase) e sobre
a estabilidade das proteinas em solucbes aquosascarégeladas.
Alternativamente, pode também induzir a desnatoracéausar toxidade
nos sistemas celulares. Foi verificado que detexdaia substancias agem
melhor em algumas espécies do que em outras (GOD]KBEI00). Além
disso, a eficiéncia crioprotetora pode aumentandoalois crioprotetores
(intracelurar e extracelular) sdo combinados (HARYE993).

MILLIORINI (2006), utilizando, no congelamento démsen de
curimba Prochilodus lineatuso crioprotetor DMSO em concentracdo de
10% e BTS em 5%, obteve maiores duracdes de namtdicispermatica
comparadas com metanol e BTS nas mesmas concerdrag) MARIA
et al. (2006) obtiveram média da taxa de motiliddee’0% utilizando o
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crioprotetor metilglicol em concentracdo de 10%T&EB:m concentragdes
de 5% no congelamento de piracanjuBgy¢on orbignyanus Entretanto,
HOLT (2000) ndo observou alteracdes na motilidegeeenatica quando
utilizou DMSO no congelamento dos espermatozoidellacrozoarces
americanosdescongelados a 30 °C e 18 °C e YAO (2000) reja¢ao
DMSO pode interagir com elementos nado identificashms plasma
seminal.

2.7.3Solucdes diluidoras

Os diluidores séo solucdes de sais ou de carbogleaticionadas
ao sémen, cuja funcdo € manter a estrutura datasébspermaticas
durante a redugdo da temperatura (LEGENDRE; BILLARIDS80).
Componentes constituintes de um meio diluidor séportantes para
assegurar o pH, a forca idnica, os tipos de ionpeessdo osmoética do
sémen de cada espécie animal (CHAO, 1991). As cOesliexigidas para
um diluidor sdo isotonicidade, ou seja, que naeeath motilidade
espermatica; estavel durante o armazenamento,spas caracteristicas
fisico-quimicas ndo devem ser alteradas durante@aio com o sémen; e
estéril, pois ndo pode veicular microrganismos mpo&mente nocivos as
células espermaticas (LEGENDRE; BILLARD, 1980).

A incorporacdo das solugbes diluidoras € importaptga
proporcionar um meio osmoético e nutricialmente lideaos
espermatozoides durante a aplicacdo da biotecmo(MjURGAS et al.,
2007). Além de diminuir a competicdo dos espernwad@s por oxigénio
e espaco (CAROLFELD; HARVEY, 1999).
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A glicose € um diluidor de facil acesso e, em comabdo com o
DMSO e a gema de ovo, ou com metilglicol, tem sidoais utilizada em
espécies de peixes de ordem characiformes no B®EIROS;
GODINHO, 2009). O BT3Beltisville thawing solutioBTS, Minitub) &
um diluidor desenvolvido e utilizado para conse&eado sémen suino,
possuindo, em suas férmulas, componentes que, demutrir células
espermaticas e proporcionar um microambiente osaragnte favoravel,
protegem a face intracelular da membrana citoplasanaurante o
congelamento (MURGAS et al.,, 2007). Logo, tém sidiizado por
autores em pesquisas com peixes de piracema (FRIQICITO et al.,
2002; MILIORINI, 2006).

Contudo, o diluidor pode ser utilizado desde quganse
adicionados solutos adequados em quantidades sufapipara gerar um
meio osmoticamente favoravel a inativacdo da nmdatile dos
espermatozoides (MURGAS et al., 2004).

2.8 Fertilizacdo em peixes

O processo de fertilizagdo em peixes inicia-se doar
espermatozoide entra em contato com 0 exterioovdzito e termina
com a fusdo dos dois pro-nucleos haploides no legopa do ovocito
(MENGERINK; VACQUIER, 2001; HARI, 1990).
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Na natureza a fémea de peixes de piracema € achagsmpor
varios machos durante o processo de fertilizacdgu® assegura a
variabilidade genética da prole (GODINHO et al.9720 Em cativeiro, a
fertilizacdo de peixes € iniciada apos a homogeazaos ovocitos com
0S espermatozoides e ativados com agua ou outvadati (solucéo
salina). Os ovacitos fertilizados sdo aclimadosréaperatura da agua da
incubadora geralmente do tipo funil, onde sé&o ibisitlos na proporgéo
de 1 grama de ovos/ por litro de &gua (GODINHO,7200

Todavia, para que ocorra sucesso na fertilizac8o,fémeas
precisam estar com um bom condicionamento fisitad@s a 6timas
condigcbes ambientais. Essa acdo conjunta reduzi@déntia da atresia
(reabsorcdo dos ovoécitos ndo viabilizados para diliZacéo)
(NAKATANI et al., 2001).

2.9 Desenvolvimento embrionario em peixes

A embriogénese em peixes € o periodo compreenditie @
fertilizacdo e o momento da eclosdo do ovo (SATOalet 2000;
PRIVITERRA, 2001). Seu conhecimento é de grandeoitApcia, pois
auxilia na localizacdo de areas de desova e ndcesta identificacdo e
crescimento da espécie em ambiente natural. Alésodcontribui para o
conhecimento biologico das espécies que poderadtisera aquicultura
(PINTO; CASTAGNOLLI, 1984), na avaliacdo da quatidado ambiente
aquatico (REYNALTE-TATAJE; ZAMBONI-FILHO; MUELBERT,
2001) e na compreenséo fisiologica do sistema depirm das espécies
de peixes (HOAR, 1969).
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Segundo Woynarovich; Horvath (1983) o momento ddlifacao

até os estagios larvais, pode ser consideradogdinse forma:

a) “ovo”, periodo decorrente entre 0 momento da feagdo até
a ecloséo;

b) “larva”, periodo seguinte & eclosédo até o inicialilmentacao
exogena,;

c) “poés-larva”, periodo em que se inicia alimentac&dgena ate
cerca de dez dias ap6s o inicio da alimentacgao;

d) “juvenil”, periodo em que o individuo se assemealbaadulto e

gue se estende até o inicio do processo de mabusagéal.

Na maioria dos peixes teledsteos o desenvolvimamntwrionario é
caracterizado pelas fases de segmentacao, forrdacBidstula, gastrula,
organogénese, liberacdo da cauda e eclosdo (KIMMEALLARD;
KIMMEL, 1995; LOPES; SENHORINI; SOARES, 1995; NAKANI
et al.,, 2001; LUZ et al., 2001; LANDINES et al.,a8) GANECO, 2003;
BORCATO; BAZZOLI; SATO, 2004; SAMPAIO, 2006; VALENM,
2007; FAUSTINO et al., 2007; FAUSTINONAKAGHI; NEUMANN ,
2011).

O desenvolvimento embrionario em peixes inicia-g®saa
fertilizacdo do ovo, seguidos pela segregacédo tlbgrdmal e vegetativo
e clivagem do blastodisco e termina com a eclosfidad/a, apos o
amolecimento do corion por meio da acdo de enziiNAKATANI et
al., 2001). A clivagem ocorre no polo animal oushddisco e divide-se

em dois blastdbmeros, a segunda clivagem formamj 832 e 64 a 128
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blastdmeros, dando origem a morula. Nessa fase lastOimeros
aumentam e diminuem o tamanho e ocorre o iniciondeimento de
epibolia (GANECO, 2003; SAMPAIO, 2006; VALETIM, 2@D

A fase da gastrula € caracterizada pelo espacamdato
blastoderme dando origem ao anel embrionario, qoe meio de
movimentos de epibolia, motivam as células da tikstne a moverem-
se sobre a superficie do vitelo em direcdo ao petetativo e retornam
ao polo animal, originando os folhetos germinativepiblasto e
hipoblasto. Neste periodo a margem do blastodexaeca ao longo do
limite do vitelo para recobri-lo completamente, nfi@ndo o saco
vitelinico e o eixo embrionario (diferenciacdo guobéasto em ectoderma
e do hipoblasto em mesoderma e endoderma), (GANEZIDZ3;
SAMPAIOQ, 2006; VALENTIM, 2007).

Os primeiros movimentos € chamado de epibolia em as
células da blastoderme englobam o ovo, o segundeinmeato é
chamado de involugdo ou germe de anel (espessunargens do ovo) e
ocorre apds 0s primeiros movimentos terem engloljadse metade do
ovo. O movimento de involugcdo prossegui para o pahimal, ao
contrario do movimento de epibolia que vai paraopgkgetativo,
formando duas camadas externa e interna denomihguzblasto.
(FAUSTINO; NAKAGHI; NEUMANN, 2011). No final da gastrulacgéo,
quando a epipolia estd proxima de seu término,recoracumulo de
células que dardo origem a notocorda. Essa fasarakterizada pelo
fechamento do blastéporo, figura 1 e pela abedoratestino primitivo
(GANECO, 2003; SAMPAIO, 2006; VALENTIM, 2007).
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F

Figural Ovécito dérochilodus lineatugecundado - fase de fechamento
do blastéporo

A fase de organogénese em teledGsteos € evidengiaklis
primeiros somitos e o surgimento do saco vitelin@@mbrido continua
desenvolvendo-se e nesta fase séo visiveis a dawdaaumento da
regido da cabeca, vesicula 6tica, tubo neuralgidaeefalica, notocorda,
deslocamento da cauda, alongamento do embriadiagmeixo cefélico
caudal e o sistema nervoso constituido por céraerior, prosenceéfalo,
cérebro médio, mesencéfalo e cérebro posterior bgonefalo)
(LANDINES et al., 2003; SAMPAIO, 2006; VALETIM, 200
FAUSTINO; NAKAGHI; NEUMANN, 2011).

A eclosdo ocorre apdés movimentos da cauda, qudtaesa
rompimento do cérion, (GANECO, 2003) e apos a @dpcorre o

estagio de larva, no qual sdo evidenciados a pigo&go dos olhos,
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abertura bucal, inflagdo da bexiga natatoria eicidndo consumo de
alimentos exdégenos (LOPES; SENHORINI; SOARES, 1995
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RESUMO

O presente estudo objetivou avaliar a taxa de &clae larvas de
curimba, Prochilodus lineatusno processo de fertilizacdo utilizando sémen
criopreservado em diferentes solugcBes crioprotetdkpos avaliacdo inicial, o
sémen foi acrescido em cinco tratamento: solucameldenoglicol, metanol,
propilenoglicol ou dimetilsulféxido (DMSO), em camtracfes de 7,89%. Os
sémen foram envasados em paletas de 0, 5mL e aedogeh -196°C. Sete dias
depois, foi descongelado e avaliado, como no sémenatura quanto a
motilidade e morfologia. Para a fertilizacdo, unolpge sémen contendo 5 mL
de cada tratamento foi homogenizados em 2 g deitogde ativados em
bicarbonato de s6dio 90 mM. Foram avaliados 30 Embmnas fases de blastula,
gastrula, segmentacdo e eclosdo. Os maiores vallarestaxas médias de
motilidade (p<0,01) foram obtidas com o tratamengdilenoglicol (46 + 5%) e
DMSO (42 + 12%). Nao houve (p>0,05) diferenca easrerioprotetores quanto
a taxa de anormalidades totais. Observou-se qudiceide embrides viaveis foi
superior (p<0,01), em quase todas as fases doadgiemento avaliadas, exceto
para metanol. O sémen criopreservado com metilmwbghpresentou os
maiores valores (p<0.01) das taxas de eclosdo (38%0x O crioprotetor
utilizado na criopreservacdo do sémen e o ativddomotilidade espermética
interferem nas etapas do desenvolvimento dos eeshiii@P. lineatusaté a
eclosdo da larva. Os maiores valores dos indicesodiédade e taxa de eclosdo
de larvas foram obtidos com o sémen criopresergado metilenoglicol.

Palavras-chave: criopreservacao, desenvolvimento  briendrio,

espermatozoides, peixes.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the hatch of curinfvachilodus lineatus
from cryopreserved sperm in different cryoprotettuiutions. After the initial
evaluation, semen was plus metilenoglicol, methapobpylene glycol or
dimethyl sulfoxide (DMSQ) at a concentration of %8 and frozen at -196°C.
Seven days later, sperm was thawed and evaluatedfaesh one for motility
and morphology. For the fertilization procedurggaml of 5 mL of semen was
mixed to 2g of oocytes and activated in 10 mL afism bicarbonate 90 mM. A
total of 30 embryos were evaluated in the stagesblaktula, gastrula,
segmentation and hatching for each treatmentnlbeasobserved that the highest
motility rates means (p<0.01) were obtained witHilereoglicol (46 + 5%) and
DMSO (42 + 12%). There was no significant (p>0.ab)ference amonh
cryoprotectants on the total abnormalities ratewsals observed that the rate of
viable embryos was higher (p<0.01) in almost @fets of development studied,
except for methanol. The cryopreserved sperm wititilemoglicol had the
highest (p<0.01) hatching rates (93 * 4%). In cosicin, cryoprotectant used in
sperm freezing and activating solution interferéhvéimbryo development &f.
lineatus and possibly other fish species.

Key words: freezing, spermatozoids, cryopresermatimatching,Prochilodus

lineatus
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui grande potencial para a aquicultura
principalmente em raz&o do clima tropical e damidade de espécies de
peixes(DIEMER et al., 2012). Entre as espécievastimerece destaque
as do géner@rochilodus que é amplamente distribuido pela América do
Sul. Esse género alimenta-se de detritos de paixesido os nutrientes
se tornam escassos, exercendo notavel fungcdo parfsioraassa
(WELCOME, 1982). A curimbaProchilodus lineatusé uma espécie
nativa que exerce importancia em estacoes de pitoi, pois é utilizada
como modelo experimental devido sua facilidade @mejo e por suas
larvas sevirem de alimento a peixes carnivoros (KBAR et al., 2007).

Dentre as técnicas de biotecnologia reprodutivaicgpreservagao
de sémen de peixes consiste em congelar o sémentepypo
indeterminado, preservando o material genéticamizando problemas
de assincronia entre os reprodutores. Nesse pmcasgualidade do
sémen apds o congelamento e descongelamento, @edentipo e da
concentracao do crioprotetor intracelular, da swanlinacdo com
diferentes taxas de diluicdo (VIVEIROS e GODINHO0Q09). No
entanto, o nivel de prote¢cdo que o crioprotetop@m@ona as células
espermaticas pode ser variado, isso vai dependsrdzntracdo, do tipo
de crioprotetor, além da distinta sensibilidade gseespécies de peixes
podem apresentar (VIVEIROS e GODINHO, 2009). Essategdo é
avaliada mediante os resultados que sao obtidosatoses das taxas de
fertilizacdo e motilidade esperméatica (LINHART &t 2000, GODINHO
et al., 2003). Entre os crioprotetores, o dimefilsido (DMSO), vem
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sendo 0 mais testado proporcionado bons resulemosspermatozoides
de espécies nativas (VIVEIROS e GODINHO) assim cammetanol
(MURGAS et al.,, 2007), no entanto, estudos revelguwe o
metilenoglicol tem sido o crioprotetor que melhaotpge as células
espermaticas de curimba apos congelamento (VIVEIRGE, 2009).

Do mesmo modo que a utilizacdo de crioproteorasmdamental
no sucesso da criopreservacdo de sémen de pebiesprporacdo de
solugdes diluidoras € fundamental para proporcionaio osmotico e
nutricialmente ideal para os espermatozoides derantaplicacdo da
biotecnologia. O BTS Beltsville Thawing Solutigné um diluidor
preconizado para conservacao de sémen suino eidemtdizado com
sucesso em criopreservacao de sémen de curimba@ASFet al., 2007;
VIVEIROS et al., 2009). Os autores relatam ainda quutilizacdo do
ativador para dar inicio a motilidade espermatioa geixes, tem sido

testadas em outras espécies, porénPemchilodus lineatusa utilizacao

do NaHCQ em concentracdo de 90 mM e 119mM, tem proporcionado

valores superiores nas taxas e duracdo de motligagermatica. No
entanto, a toxidez que solugbes salinas exerceme sz ovocitos no
processo de fertilizacdo devem ser investigada anesliensaios de
fertilizacdo (MURGAS et al., 2007).

O presente trabalho objetivou avaliar qual o cobgtor utilizado
no congelamento do sémen que proporcionaria osegbuperiores das
taxas de eclosdo de larvas de curimba, apos setdizados na

fertilizacao.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Estacdo de Piscilda Cemig,
em ltutinga, Minas Gerais, Brasil, entre dezemlea2810 e janeiro de
2011. Foram selecionados seis exemplares de curifimchilodus
lineatus, com peso entre 0,8 a 1,8 Kg. Os reprodutores foram
selecionados de acordo com caracteristicas quaviéie sémen sob leve
pressado e fémeas que apresentavam ventre avermelhad

Uma aliquota de 10 pL de sémen fresco foi retipgda avaliar os
valores das taxas e duracdo da motilidade espeanatediante ativacao
com agua destilada. O sémen de seis reprodutoresapesentaram
valores das taxas de motilidade acima de 90% fusiderado apto para o
experimento. Para a avaliagdo das anormalidade$oldgicas, uma
aliquota de 10 pL foi diluida em 990 pl de formafrato. Foram
identificadas as anormalidades presentes nas séletpermaticas,
segundo critério proposto por MILIORINI et al. (201 Foram
consideradas anormalidades maiores 0s espermaszoique
apresentaram: presenca de rupturas, enrolamentmandentos e
degeneracao da cauda, anormalidades na peca idiérimes na cabeca
(microcefalia e macrocefalia e degenerada) nessdslas. Ja as
anormalidades menores foram atribuidas aos espeORes que
apresentaram cauda dobrado e cabeca isolada.

Em seguida, foram avaliados a sensibilidade do séem
detrimento dos crioprotetores (teste de toxicidadaja tanto aliquotas de
10ul de sémen de cada animal foram diluidos em B%Beltsville
Thawing Solution (BT8"; Minitub™), (glicose 3,99 g, EDTA 0,13 g,
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NaHCGQ, 0,63 g, cloreto de potassio, 0,0079 g e sulfat@ehtamicina
0,025 g) e posteriormente diluidas novamente entrausolucdes
crioprotetoras distintas compostas por metilenogliou metanol ou
propilenoglicol ou DMSO, na concentracdo de 7,8@Rapela 1). Para o
procedimento de congelamento do sémen, amostrasfmien de seis
machos foram diluidas em solucédo diluente (5% BT&szidas de
7,89% de metilglicol ou metanol ou propilenoglical dimetilsulfoxido)
em proporc¢ao 1:4 (sémen: solugdo diluente), (Tabeda posteriormente,
foram envasadas em palhetas de 0,5 mL e acondi@erem vapor de
nitrogénio liquido por 15 dias. O descongelamertorr@u por imerséo
das palhetas em agua em banho-maria a 40°C pguBdes, (PAULINO
et al., 2011) e o sémen foi ativado com solu¢cé®@tdeM de NaHC@
Tabela 1. Tratamentos do sémen de curimBegchilodus
lineatus congelado com os diferentes crioprotetores eadtls em

solucdo 90 mM de bicarbonato de saédio.

Tratamento Crioprotetor Ativador

1 Metilenoglicol NaHCQ*!
2 Dimetilsulféxido NaHCG
3 Metanol NaHCG
4 Propilenoglicol NaHCQ

'Bicarbonato de sodio 90 mM
Para andlise da influéncia dos diferentes criopogs sobre a

fertilizacdo de curimba, foram utilizados para cads#amento 2600
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ovocitos de curimba homogeneizados com 0,5 mL d# ge sémen,
ativado com 10 mL de bicarbonato de sodio (NakCQegundo
metodologia empregada por Jl et al.,, (2008). Oscita® fertilizados
foram distribuidos em 4 incubadoras experimenta&spdlicloreto de
vinila (PVC) com 700 mL de volume dutil, sendo adeimhadas em
caixas de agua com sistema de circulagdo de &gunataote. A
temperatura da agua foi monitorada de hora em hora.

A partir de entdo, os embribes foram observados em
estereomicroscopio até que atingissem o0s seguietddagios de
desenvolvimento: blastula (4 horas), gastrula (fA$)o segmentacéo (12
horas) e ecloséo larval (BOTTA et al., 2010). Osgies embrionarios
avaliados seguiram a metodologia proposta por LAHRBNER et al.,
(2003), que consistiu em retirar 30 embrides ena ¢aske, para se estimar
os valores das taxas de embrides vidveis. Utilimesa como controle
positivo ovdcitos fertilizados com sémen fresco.

Os experimentos de criopreservacdo e morfologigresgica
foram conduzidos em delineamento em blocos casd@lez com os
tratamentos dispostos em arranjo fatorial 2 x 5 {telmperatura X
crioprotetores + tratamento controle) com seistigipes (blocos), sendo
cada macho uma repeticdo. Antes das analises, ré@veaia foram
investigadas quanto a homogeneidade da varianaime@malidade dos
residuos. Aquelas, cujos residuos ndo apresentisdribuicdo normal,
foram transformadas em Igg para sua normalizagcdo, sendo as medias
posteriormente, convertidas em seu antilogaritnta p@resentacdo dos

resultados. Para analise dos dados foi utilizadoragrama SISVAR
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versdo (2007) e as médias foram comparadas paédesTukey (nivel

minimo de significancia = 0,01).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de toxicidade (avaliagdo do sémen frespogsantou
diferencas estatisticas entre os tratamentos (px0M sémen diluido
com metilenoglicol proporcionou o0s maiores valomss taxas de
motilidade espermatica (90 + 4%) em relacdo aososuiratamentos,
entretanto, o sémen diluido com DMSO mostrou osomesnvalores de
motilidade quando comparados aos demais tratameAtakiracdo da
motilidade ndo apresentou diferencas estatistioa® @s tratamentos,
exceto, para o sémen diluido com DMSO, que tami@esantou menor
duracdo da motilidade, em relagéo aos outros tattos, (FIGURA 1).
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FIGURA 1. Taxa (%) e duracdo (s) médias da motiéda
espermatica do sémen Beochilodus lineatudgresco (controle) e diluido
com metanol, metilenoglicol, dimetilsulfoxido e pienoglicol em
concentracdes de 7,89% (teste de toxicicidade)raBasobrepostas de

letras distintas diferem entre si pelo teste deey(p<0,01).

O sémen criopreservado apresentou diferenca éstténtre os
diferentes crioprotetores. O metilenoglicol e o DM&presentaram 0s
maiores valores das taxas de motilidade em relagé® outros
crioprotetores. Na avaliagdo da duracdo da matiidao sémen
criopreservado com metilenoglicol apresentou osoreai valores das
duracbes da motilidade, contrariamente ao DMSO apresentou as
menores duragdes (FIGURA 2).
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FIGURA 2. Taxa (%) e duracdo (s) médias da motiéda
espermatica do sémerProchilodus lineatus fresco (controle) e
criopreservado com metanol, metilenoglicol, dinsediioxido e
propilenoglicol em concentracdes de 7,89%. Baroasepostas de letras

distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (X0

Pode-se observar que os maiores valores das tagdmande
motilidade do sémen descongelado foram obtidas osntratamentos
utilizando metilenoglicol (46 £ 5%) e dimetilsulfdo (42 + 12%). Se
houve independentemente do tratamento utilizad@ penda na taxa de
motilidade seminal ap6s o congelamento, 0 mesmofoidwverificado
para a duracdo média quando o sémen foi diluidornetanol (29 + 2 s)
e propilenoglicol (12 * 4 s). Estudos semelhardeshem foram descritos
por JI et al., (2008), que ao avaliarem o sémenVdecorhinus

macrolepis verificaram que os maiores valores das taxas aldicade
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foram alcancadas ao utilizarem DMSO em detrimentogb de metanol.
O metilenoglicol € um crioprotetor utilizado pamopreservar embrides
de bovino, porém, tem sido utilizado com sucess@ gaiopreservar
sémen de peixes (VIVEIROS et al., 2009a). Essa mpiotecao
proporcionada por esse crioprotetor nas célulasresjicas, foi relatada
em estudos anteriores com curimba (VIVEIROS et2809b), eBrycon
orbignyanus piracanjuba (MARIA et al.,, 2006) @®rycon nattereri
pirapitinga (OLIVEIRA et al., 2007).

Em relacdo ao parametro anormalidade ndo houve,QBp0
diferenca entre os crioprotetores quanto aos \&ld@s taxas totais,
porém o metanol e o propilenoglicol foram aqueles menos protecao
ofereceu aos espermatozoides, em se tratando olasadillades de cauda
fraturada (12 = 2%) e cauda degenerada (8,2 + 1,p%@a o primeiro,
cauda enrolada (27,2 + 6,8) e peca intermediag@rkrada (PID) (17,8
* 2,2), para o segundo (FIGURA 3).
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FIGURA 3. Taxas médias de anormalidades morfol&gida
sémen de Prochilodus lineatus fresco (controle) e do Ssémen
criopreservado com metilenoglicol, dimetilsulféxjdpropilenoglicol e
metanol em concentracdes de 7,89%. Barras sobaspat letras
distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (pX0(A; B; C; D; E; F;
G; H; ).

Durante o desenvolvimento embrionério Ri®chilodus lineatus
observou-se que o indice de embrides viaveis fmfatdrio (p<0,01), em
todas as fases avaliadas, ao utilizar a solucdmncdebonato de sédio 90
mM (FIGURA 4). Os maiores valores das taxas desadadas larvas
foram alcancados quando se utilizou na fertilizadd® ovécitos 0 sémen

criopreservado com metilenoglicol, entretanto, edones da taxa de
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ecloséo foi nula quando foi utilizado na fertilidzagdos ovocitos o sémen

criopreservado com metanol, (FIGURA 4).
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FIGURA 4. Taxas médias de embrides viaveisPdechilodus
lineatus,em diferentes fases do desenvolvimento, provezsetd sémen
criopreservado com metilenoglicol, dimetilsulfoxjdpropilenoglicol e

metanol e ativado com bicarbonato de s6dio 90 mM

O sémen criopreservado déProchilodus lineatus com
metilenoglicol foi o crioprotetor que proporcionost maiores valores das
taxas de eclosdo (93 * 4%), assim como também a&wewaaxas de
motilidade. O mesmo, contudo, ndo ocorreu paranassias de sémen
contendo metanol, que apesar de terem alcancaake alé blastula (43 +
7%), nédo foi observado desenvolvimento das célidas.provavelmente,
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ocorreu devido ao elevado percentual de espermdeszocom

anormalidades da cauda (FIGURA 3), se ndo houwdssenvolvimento
até a fase de blastula para as amostras ativadabicarbonato de sédio.
Considerando-se que o percentual de anormalidatigs foi semelhante
(p>0,05) para os tratamentos, pode-se consideirslmiente, que o
metanol provavelmente induziu ou permitiu alguntaratdo no material
genético suficiente para provocar a morte embrianapés a fase de
blastula, pois a presenca deste crioprotetor evdosurgimento de
anormalidades relacionadas a cabeca.

Apesar do DMSO ter apresentado valores das taxastkdade
aceitaveis (40%), menos de 20% dos embrifes awaliatingiram a fase
de eclosdo. Esses valores da taxa de ecloséoomeferestdo de acordo
com HE e WOODS (2003) que relataram que apesar MS@D
apresentar baixo peso molecular e elevada pernuzatsl celular, pode
causar danos pela toxidez. Porém, estudo feitod ABINSTEINER et
al. (2003) consideram que as lesbes das célulagementes do
congelamento e descongelamento podem ser compensadaa ativacao
de solucbes salinas, entretanto, em seu estudo aiprimideos, 0s
maiores valores das taxas de motilidade, foramgmientes de sémen
criopreservado com DMSO, ativados com agua deatilad

A metodologia empregada neste estudo ratifica qadigio dos
crioprotetores utilizados para preservar o sémeRrdehilodus lineatus
curimba proporciona um efeito protetor sobre asadtaristicas
bioguimicas, refletindo nos aspectos fisicos dagagesperméaticas apos
o descongelamento, a exemplo do verificado por MRINI et al.,
(2011).
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Estes resultados revelaram que os embrides daiegrmestudo
sdo sensiveis ao crioprotetor utilizado na pregéwadas células
espermaticas, interferindo nas etapas distintas ddsenvolvimento
embrionario.

4 CONCLUSAO

O crioprotetor utilizado na criopreservacao do sem® ativador
da motilidade espermatica interferem no desenvamiom dos embrides
de Prochilodus lineatus curimba. Neste estudo, a combinacao
metilglicol como crioprotetor do sémen de curimbkado ao ativador
NaHCO3 90mM, proporcionou 0s maiores valores desstae eclosdes
de larvas.
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ARTIGO 2 Anormalidades espermaticas ddiaractus mesopotamicus apés

descongelamento utilizando diferentes metodologias

Arg. Bras. Med.Vet. e Zootec.

[Abnormalities of sperm after thawing Piaractus w@stamicus using different
methodologies]

M.S. Pauling L.D.S.Murgas V.O.Felizardq R.T.F.Freitas

Universidade Federal de Lavras - UFLA - Lavras, MG

RESUMO

Avaliou-se a influéncia de crioprotetores, tempgate tempo de
descongelamento sobre as anormalidades esperndgipasu Riaractus
mesopotamicys Amostras de sémen de quatro pacus foram coktada
diluidas em duas solucdes crioprotetoras, dimétisido (DMSO) 10%
e Metanol 10%. ApoOs o descongelamento, foram aledianormalidades
primarias e secundarias. Nao foi verificada int&@oag¢P>0,05) nas
anormalidades secundarias, anormalidades totaiss eespermatozoides
normais nos diferentes tratamentos empregados. adasmalidades
primarias verificou-se interacdo temperatura verstsmpo de
descongelamento, em que a maior temperatura adaamamenor tempo
60°C por 8 s ou a menor temperatura associada aor rteempo de
descongelamento 40° C por 12 s proporcionaram méRe0,05)
porcentagem de espermatozoides com anormalidadegr@s. No
processo de criopreservacdo de sémen de pacu anditiz os
crioprotetores DMSO ou metanol, recomenda-se gdescongelamento
seja realizado a 40°C por 12 segundos ou 60°C peg8ndos.

Palavras-chave: peixes, criopreservacdo, DMSO,noktsémen

! Aceito em 20 de julho de 2012
E-mail:mspmichelle@bol.com.br
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the influence of crgtgrtants, thawing
times and temperatures on sperm abnormalities p@aractus
mesopotamicys Semen samples from four pacu were collected and
diluted in 2 solutions cryoprotectant dimethylsuifte (DMSO) 10% and
methanol 10%. After thawing, semen was collected morphological
analysis, evaluating primary and secondary abnatiesl There was no
interaction (P>0.05) secondary abnormalities, atmadities in total and
normal sperm in the different treatments. The prymabnormalities
showed interaction between temperature and thawmg, where the
higher temperature associated with the shortest (6° C for 8 s) or the
lowest temperature associated with longer thawih@® (C for 12 s)
provided under (P<0.05) percentages of spermatozih primary
abnormalities. In the process of semen cryopretervaof P.
mesopotamicususing the cryoprotectants DMSO and methanol, is
recommended that thawing is performed at 40° . foseconds or 60° C
for 8 seconds.

Keywords: fish, cryopreservation, DMSO, methanemsn

1 INTRODUCAO

Devido a expansdo da piscicultura nos udltimos arvasias
técnicas tém se desenvolvido no intuito de presggametas (Carolsfeld
et al., 2003). O processo de criopreservacao dersém peixes envolve
varias etapas, nas quais séo utilizadas soluc@gyatetoras adequadas,
ativadores que possam promover e prolongar a cgueinatatéria dos
espermatozoides e o descongelamento (Murgas €08ll). No entanto
ao longo do processo de criopreservacdo danos podamer nas células
espermaticas (Medeiros et al., 2002).

Entre as caracteristicas para verificar a qualiddalesémen, a

motilidade espermética € importante para a avalia@ processo de

criopreservacdo do sémen de peixes (Rurangawa, &084; Godinho,
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2007). Alguns autores sugerem que exames morfdgitos dos
espermatozoides de peixes sejam incorporados riardé avaliacdo do
sémen, Streit Jr. et al., (2006), o que pode auxia caracterizacdo de
amostras congelada, explicando insucessos na teg@odYao, 2000).
Algumas técnicas tém sido desenvolvidas com olgete avaliar a
morfologia espermatica, entre elas, a utilizacdoatantes na preparacao
de esfregacos. Segundo Streit-Jr et al. (2004)prante Rosa Bengala
mostrou-se eficiente na preparacdo da colorac@sfiegacos do sémen
de pacu.

O pacu Piaractus mesopotamicus um peixe utilizado nas
pisciculturas e nos repovoamento de reservatoricriagdo dessa espécie
tem sido incentivada em razdo do seu alto valorecoiad e da grande
aceitacado no mercado nacional (Vaz et al., 2000).

Os primeiros estudos envolvendo a criopreservagdosemen de
pacu limitaram-se a avaliar a motilidade progresg@arolsfeld et al.,
2003) e a taxa de fertilizacdo (Silveira et al9Q)9 Posteriormente, Streit
Jr. et al. (2009), Felizardo et al. (2010) e Mihoet al. (2011) realizaram
analise da morfologia espermatica pds-congelanamimacu, no caso do
primeiro estudo, e d@rochilodus lineatus Porém, esses autores nao
avaliaram a influéncia da temperatura e temposdeahgelacao sobre as
anormalidades morfolégicas. Diante disso, estealhab teve como
objetivo avaliar a influéncia de crioprotetoresnperatura e tempo de

descongelamento sobre as anormalidades esperntdgigasu.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no periodo de novenz@® a
fevereiro/2010. Foram utilizados quatro reprodigopgovenientes do
plantel da Estacdo Ambiental da Companhia EnegyéiicMinas Gerais
(CEMIG). Os animais aptos a receberem a inducédondwoal foram
selecionados mediante a verificacdo da liberacdsédeen sobre leve
pressdo da cavidade celomética, sendo encaminipeatasaquarios de
2000 L a densidade de trés peixes/aquario. Os dassgoram pesados
e permaneceram em jejum por 24 horas até seremesidos) ao
tratamento hormonal com 1 mg/kg de extrato bruthigéfise de carpa
(EBHC).

Apos oito horas da aplicacdo hormonal, o peixedpiturado com
um pucd e envolto em uma toalha, sendo totalmeatte gara evitar a
ativagdo do sémen com agua. A coleta do sémeedbzada em tubo de
ensaio e encaminhado para avaliacdo qualitativalaBrna focalizada a
microscopio éptico, o sémen foi ativado com agusildela na proporcéo
de 1:4 sémen:agua, onde foi avaliado subjetivarmeetdaga de motilidade
espermatica. Todas as amostras de sémen analiapdesgntaram taxas
de motilidade espermatica acima de 80%.

Para o processo de congelamento, o sémen de cadal doi
diluido em duas diferentes solucdes crioprotetgrastanol 10% +
Beltisville Thawing Solutio(BTS) 5% e dimetilsulfoxido (DMSO) 10%
+ BTS 5%] uma propor¢éo de 1:4 sémen:solucdo aiefora (Miliorini
et al., 2011). O sémen diluido foi envasado emgtathde 0,5mL e
imediatamente acondicionados em raques de pafietdecolocados em

botijdo de vapor de nitrogénidl dylor-Warton modelo CP 300dry
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shippe). Apos 24 horas as raques foram transferidas pardatij@o
contendo nitrogénio liquido Cfyometa] modelo DS-18) onde
permaneceram por trés dias. As palhetas contendosémen
criopreservado foram descongeladas em temperater&®d °C e 40 °C
por 8 e 12 segundos, originando dessa forma, raitanhentos (Tab. 1).

Para analise das anormalidades espermaticas de areahal,
10puL de sémen descongelado nas diferentes tem@erautempos foi
diluido em 990uL de solucdo fixadora de formolatar A diluicdo do
sémenin natura foi utilizado como controle para a avaliacdo das
anormalidades totais. Dessa diluicdo, uma aliqgdetaémen submetido
foi depositada em lamina histoldégica e corada coosaRBengala e
levados ao microscopio optico com objetiva de 100xde foram
avaliados 200 espermatozoides por lamina (Streit dk, 2004).

Foram verificadas anormalidades priméarias: macedieef
microcefalia, cabeca degenerada, peca intermediaggnerada (PID),
cauda fraturada, cauda fortemente enrolada e caedgnerada; e
anormalidades secundarias: cabeca isolada, caudseafando gota
citoplasmética proximal, gota citoplasmética distalcauda dobrada
(Paulino et al., 2011, Miliorini et al., 2011).

O delineamento experimental foi em blocos ao a@®oum
esquema fatorial 2x2x2 (dois crioprotetores x diggsperaturas X dois
tempos de descongelamento). Cada animal represeatobloco,
perfazendo-se um total de quatro animais, sen@s esnhsiderados como
unidade experimental. Para analise dos dados ildadb o programa
SAEG (2007) e as médias foram comparadas utilizanteste de Scott
Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 1. Descricdo dos tratamentos empregadosapaliacdo morfolégica do

sémen de pacu

Crioprotetor Temperatura Tempo de
(°C) descongelamento (s)
8
12
8
12
8
12
8
12

60

DMSO
40

60

Metanol

40

0O ~NO Ol WN P

3 RESULTADOS

N&o foi verificada interagdo significativa (P>0,063s anormalidades
secundarias, anormalidades totais e entre 0s eafgaoides normais nos
diferentes tratamentos empregados no sémen dg(palsu?), isto €, ndo
houve interagcdo do crioprotetor versus temperatugasus tempo de
descongelamento, no entanto, as anormalidades rasng@presentaram
interacdo da temperatura versus tempo de descomg@ia em que a
maior temperatura associada ao menor tempo (6@r @ p) ou a menor
temperatura associada ao maior tempo de descorgye@i@0° C por 12
s) proporcionaram menores (P<0,05) porcentagenssgermatozoides
com anormalidades primarias (Tab. 2).

A porcentagem de anormalidades totais observada£men de
pacu nos diferentes tratamentos empregados foi aitaigP<0,05) ao do

sémenn natura(Tab. 2).
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Tabela 2. Porcentagem de anormalidades primadgaswendarias verificadas em

espermatozoides de pacu

Tratamento Anor Prim  Anor Sec Anor Total Normal
(%) (%) (%0)** (%)

1 6,0£2,¢ 14,4411 23,4113,1 54,3+26,2
2 7,0£2,¢ 14,8411t 19,8+9,6 58,5+19,7
3 9,0+2¢ 13,247 ¢ 19,3+5,6 57,5+11,3
4 5,942 ¢ 8,4+1,¢ 15,2+3,9 71,0+7,8
5 6,2+4,¢ 20,1+3,¢ 29,4446 43,319,3
6 9,0£3,¢ 19,4+4.: 26,4+2,8 45,315,7
7 8,1+4¢ 8,1+3,¢ 24,4+11,5 51,323, 0
8 51+4.¢ 9,6+2,: 20,8+7,7 64,5%7,6

In natura (%) 9,2+0,9

Anor. Anormalidades. * interacdo temperatura verdesnpo de
descongelamento.**diferenca significativa em retagéd sémem natura
a 5% de probabilidade pelo teste Scott Knott. 1-0MB°,8s; 2-
DMSO0,60°,12s; 3-DMSO0,40°, 8s; 4-DMSO0,40°,12s; Samel,60°,8s; 6-

metanol,60°,12s; 7-metanol,40°,8s; 8-metanol,48°,12

Dentro das anormalidades primarias, a utilizacaeriwprotetor
DMSO (tratamentos 1, 2, 3 e 4) proporcionou mermcgntagem de
anormalidades da peca intermediéria (Tab. 3) eatédel a utilizacdo do
metanol. Porém, ndo foram verificadas diferencagsifgtativas (P>0,05)
em anormalidades de flagelo e cabeca nos diferetnsgamentos

empregados.
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Tabela 3. Porcentagem de anormalidades do flagath@ca e peca intermediaria

dentro das anormalidades primarias.

Anormalidades priméarias (%)

Tratamento
Flagelo Cabeca Pl *
1 86,2+19,6 8,2+10,6 5,549,1
2 67,6+17,8 27,6+23,9 4,619,3
3 78,6+14,3 21,3+14,3 0,0£0,0
4 72,2+18,7 20,6£19,9 7,0+£10,7
5 73,8£16,6 11,4499 14,7+39,6
6 63,618,1 19,5+19,5 16,8+12,6
7 69,7+25,0 19,4+16,3 10,8+11,6
8 74,2+21,9 11,1+7,4 14,6+16,9

Pl. peca intermediaria. 1-DMSO,60°,8s; 2-DMSO,60¢, 3-DMSO,40°,
8s; 4-DMSO, 40°12s; 5-metanol,60°8s; 6-metan®ll@s; 7-
metanol,40°, 8s; 8-metanol,40°,12s.

Nas anormalidades secundéarias ndo foram verificddasencas
significativas entre as caracteristicas avaliadasdiferentes tratamentos
empregados (Tab. 4).



Tabela 4. Porcentagem de anormalidades do flageleca e gota dentro das

anormalidades secundarias
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Tratamento Anormalidades secundarias

Flagelo Cabeca Gota
1 72,3+17,8 27,6+17,8 0,0£0,0
2 91,6+9,7 8,319,7 0,0£0,0
3 64,6+18,0 34,1+19,5 1,242,5
4 55,5+35,0 41,1434,5 3,316,6
5 74,314,9 25,614,9 0,0£0,0
6 80,246,5 19,7+6,5 0,0£0,0
7 76,4+19,8 11,0+£11,7 12,5£25,0
8 63,41£26,5 24,0£29,7 12,5+25,0

1-DMSO0,60°,8s; 2-DMSO0,60°,12s; 3-DMSO0,40°,8s:4-DNEX9,12s;5-
metanol,60°,8s; 6-metanol,60°,12s; 7-metanol,45°88netanol,40°,12s.

4 DISCUSSAO
A porcentagem de anormalidade total verificada &me pos-

congelamento variou de 15,2+3,9 a 26,4+2,8. Embaraprcentagem
maxima de anormalidades espermaticas para utibzagh sémen no
processo de fertilizagdo ndo € as determinada meires, o Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal recomenda naozatilisémen para
fertilizacdo com indices de espermatozoides comnaal@ade acima de
30% em bovinos e equinos, e 20% em ovinos e suRuade-se sugerir,
dessa forma, que os tratamentos empregados podentilsados no

processo de criopreservagao e descongelamentavamse pacu, tendo

em vista os indices de anormalidades considerados @s espécies
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citadas. Por outro lado, vale ressaltar que dd tda anormalidades
verificadas, correspondem a anormalidades secasdgrie ndo afetam
diretamente a capacidade fertilizante do esperm@ez que segundo
Herman et al. (1994) estariam relacionadas aoeghoentos de manejo
durante a coleta do sémen e a confeccédo das lapanasvaliacao.

A influéncia da interagdo temperatura versus teng®
descongelamento sobre as anormalidades primardesrpser atribuida
principalmente ao aquecimento final adquirido ppkleta apdés sua
imersao na agua, tendo em vista, também que enmamar temperatura
0 sémen pode demorar mais tempo para descongeleandd et al.
(2009) afirmaram que a temperatura exerce efeiiostod sobre a
gametogénese e sobre a liberacdo de gonadotrdppudisarias.

A porcentagem de anormalidade total verificada enésstbalho
com os diferentes tratamentos empregados é mais|adt a do sémen
natura(9,2+0,9 %), porém as anormalidades verificadasémoen tratado
€ mais baixa que a verificada por Streit Jr e28l06) no sémeim natura
da mesma espécie (41,8 %). A porcentagem de andades primarias
verificadas nos diferentes tratamentos teve vaviagd5+2,4 a 11,1+4,9,
menor que as anormalidades primérias verificadsénoenin naturapor
este mesmo autor. Essa diferenca dentro da megmaiepode estar
relacionada com as condicdes em que 0s animaisms@bidos, pois
segundo Herman et al. (1994) as anormalidades spEsraatozoides em
outros animais podem estar relacionadas com dediciénutricional,
idade dos machos, consanglinidade, além de doemgaspossam

acometer os reprod utores.
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Porém, os danos causados aos espermatozoidesrpedsgp de
criopreservacgao ja é relatado em espécies reafiiomo a curimbal(
lineatug (Felizardo et al., 2010) e até mesmo para o dmcu (Streit
Jr, 2006). Segundo Baulny et al. (1997), isso ecem problemas de
integridade e alteracdo no protoplasma da céluls apcongelamento,
podendo, dessa forma, afetar a capacidade do espeoide em
fecundar o ovdcito.

Neste trabalho n&o foi verificada diferenca nasrraabdades
espermaticas entre os diferentes crioprotetoréigaatos, Felizardo et al.
(2010) também néo verificaram diferenca nas anddaxdds totais do
sémen de pacu apds congelamento, utilizando-se M&IBetanol como
crioprotetores. Miliorini et al. (2011) concluiraque DMSO 7,5% e
metanol 5% conferem adequada protecdo ao sémeaale durante o
processo de criopreservacao, visto que essa pooteeada sobre as
enzimas labeis e sobre a estabilidade das proteinaslucdes aquosas.

Entre as anormalidades primarias encontradas, aspeda
intermediaria foram mais baixa ao utilizar DMSO coarioprotetor em
relagdo ao uso do metanol. Este fato pode sewatdbas caracteristicas
da rapida penetracédo intracelular que o metandypgdamieson, 1991),
visto que 0 processo de criopreservacao causa stdbBeacdo das
membranas lipoprotéicas das células espermaticabretado das

mitocéndrias localizadas na peca intermediaria.
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5 CONCLUSOES

No processo de criopreservacdo de sémeR.dmesopotamicus
utilizando os crioprotetores DMSO ou metanol, reenda-se que o
descongelamento seja realizado a 40° por 12 seguodo60° por 8
segundos para que ndo haja alteracdo na porcenti@mormalidades
espermaticas, impedindo dessa forma, que esse @anavenha afetar a

fertilizacao.
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ABSTRACT

During the reproductive period between October @adember 2009, the
gametes of six breeding pairs #fiaractus mesopotamicuBrycon
orbignyanus Salminus brasiliensisand Prochilodus lineatus were
collected, fixed and subjected to electron scanmmgoscope for the
observation and measurement of the structuresrdhdts showed many
similarities between the gametes of the studieccispe An array of
grooves and folds was observed in the micropylallispecies in but the
Prochilodus lineatusoocytes, the micropyle was funnel-shaped in all
species. The oocytes showed a great variationardiimeters of major
and minor micropyle ostium, evidencing differenpn@ductive strategies.
The sperm cells showed simple structures with avbigiads, a cylindrical
midpiece with a single flagellum and no acrosombisTstudy may
contribute to a better understanding of fish repobde biology,

conservation genetics and breeding studies.

Keywords: sperm cells, micropyle, oocytes, fish.
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1 INTRODUCTION

Most of Brazilian native fish species need to migréo river
heads to reproduce. These species are known a$icréish and are
represented by several species, includifigractus mesopotamicus
Brycon orbygnianus Salminus brasiliensisand Prochilodus lineatus
When these species are kept in lentic waters {(egptithey fail to
complete their reproductive cycle, making the tce u¥ hormones
necessary to induce final maturation and the releagametes (Crepaldi
et al., 2006). The induction process acts in supptging the amount of
gonadotropin which is no longer produced due taatteence of favorable
environmental conditions (Zohar e Mylonas, 2001).

The species above are neotropical fish found inom&jrazil
basins. Alteration in the habitats (hydroelectraand, deforestation and
pollution) and predatory fishery have causeduction of the populations
among the studied specie®. orbignyanusis the only officially
endangered species (Ministry of Environment, 2007).

Most fish species present ovoid shaped eggs andngles
micropyle (Ganeco et al., 2003, Faustino et alL12®r a single oocyte

with several micropyles (Psenicka et al., 2011).3perm cell is divided
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into head, midpiece and flagellum (Nagahama, 1988l in a few other
species, such as sturgeon, present acrosome aactestime, Psenicka et
al. (2007), Psenicka et al. (2008). Some spermatszan still present at
the end of the flagellum a structure similar toeelk(Alavi et al., 2009).
The organization structure of the sperm cell a¢gseals major differences
according to fertilization strategy, habitat comatis or most importantly
oocytes morphology.

Thus, this work aimed at studying and measuring dheete
structures of thdrochilodus lineatus, Salminus brasiliensis, Pidusc

mesopotamicus and Brycon orbingynéyaultrastructural analysis

2 MATERIAL AND METHODS

Selection of the investigated specimens
This study was conducted during the breeding seasbneen October
and December 2009 at the fish culture station ah@anhia Energetica
de Minas Gerais, Brazil. The fishes were capturethe Rio Grande, in
the Parand basin, Itutinga, MG, Brazil, twelve nhantbefore the
beginning of the experiment.

Animals were fed with a commercial diet consistiafj 32%

extruded crude protein (8 mm diameter pellets). Hmémals were
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selected according to their external charactesdtiotilging of coelomic
wall, release of sperm by light pressure on thegemdal papilla). Six
breeding pairs of the following species were usdeiaractus
mesopotamicydProchilodus lineatusBrycon orbignyanusind Salminus
brasiliensis The water temperature was maintained at 26°C @& 1°
Induction of the final maturation of the gonads wced after
administration of two intramuscular doses of a erwgktract of carp
pituitary (EBHC); the first dose was of 0.25 mL EBHg" of fish and
the second (12 hours later) was of 0.75 mL.EBHC of fish.
Eight hours after the final EBHC dose, the fish eveemoved from the
aquarium and had their urogenital papilla cleansd dried with a paper
towel. The collection of gametes began after dedicaanual massage of
the coelomic wall. This procedure was performeddnordance with the
Ethical Principles of Animal Experimentation, Prodd 040/2009 of
Lavras Federal University - UFLA.
Ultrastructural analysis of gametes

Post-fixation was accomplished in accordance tank&hodology
employed in the Laboratory of Eletronic Microscogoyd Ultrastructural

Analysis of Lavras Federal University. Samples aonhg 1mL of semen
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or 30 oocytes of each species were fixed separatelgicrotubules
containing a solution of 2.5% glutaraldehyde ari$2paraformaldehyde
in 0.05 M sodium cacodylate buffer, pH 7.2, calciahtoride 0.001 M.
The samples were maintained for 24 hours at 4°@heifthis, they were
immersed in 1% osmium tetroxide for 4 hours at rdaemperature and
subsequent dehydration through an ascending sefiesetone (25%,
50%, 75%, 90% and 100%).

Before evaluation in the electron scanning micrpscothe
oocytes and spermatozoa were dehydrated with a @PDtical point
instrument. The samples were coated with gold BCD 050 vacuum
evaporator according to protocols designed in Wittectural Analysis

and Electronic Microscopy Laboratory of Lavras Fati&niversity.

Morphometric analysis of the gametes

The micropyle diameters (Figure 1) and oocytes asexf the
length of the flagellum and midpiece, the lengtld andth of the sperm
head and the total length of the sperm of eachispevere studied. To

this end, we used the SRV32 Leosoftware, Windowsies.
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3 RESULTS

In all species, micropyle was funnel-shaped andnteropylar
region had a porous surface and open pores indhécpple zone (Figure
2). The ultrastructural analysis also revealed pinesence of several
ridges and folds around micropyle $f brasiliensisB. orbignyanusand
P. mesopotamicufless intense for this). In all species, the fertthe
pores are from the micropyle surface, the closey thre to each other
while P. lineatusoocytes have no ridges or folds (Fig. 2). It isoal
possible to note thaP. mesopotamicusicropyle had the shape of a
cylinder with an elliptical base, whilP. lineatusoocytes had a more
circular base.B. orbignyanusoocytes were the highest and tRe
mesopotamicushe lowest ones. The oocytes of the studied spde
micropyle ostium diameters ranging from 18.56 +32td 29.13 £+ 2.05
pum for major ostium (MO) and from 15.79 + 2.4 ta@B+ 1.06 um for

minor ostium (mO) (Table 1).



100

Table 1 Morphometry of the oocytes oBrycon orbignyanus Piaractus
mesopotamicygrochilodus lineatusandSalminus brasiliensiand sperm head
width ratio and the major diameter of major micrgpgstium (MSH/MO). Data

are presented as mean * standard deviation.

Major micropyle ostium (MO) Minor micropyle ostium

Species Area
md” (um) Area (unf)  Md (um) md (um)

Md" (um) (un7)

P. lineatus 18.6 +2.4158 +2.3918.1+174 5.0+0.5 3.9+0.2 624+8.6

B. orbignyanu 21.9 +0.417.6 +0.71216.1+ 70.! 3.4+0.5 25+0.1 27.2+4.8

S. brasiliensis  24.1 +2.620.8 £ 3.1530.3 £29C 7.3+x0.9 4.7+0.9108.4 £31

P.
29.1+2.123.0+1.2109.2+18: 5.7+0.345+0.1 81.0+5.4
mesopotamicus

Oocyte
Species MSH/MO (%)
Md (um) md (um)  Volume (mfh
P. lineatus 1020.4+94.0 888.7+69.3 3.4+0.7 31.0+4.9
B. orbignyanu 1228.2+36.0 1137.3+79.7 6.7+1.0 431 +3.7
S. brasiliensis 1093.7+91.9 985.6+97.8 45+1.2 19.4+20
P.
1014.2+85.7 866.5+70.5 3.2+0.7 236+1.38

mesopotamicus

Major diameter. Minor diameter.
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In all species, the sperm morphology showed corside
similarities, consisting of an ovoid sperm headerphad no acrosome, a
cylindrical midpiece and a single flagellum (Figudg Morphometric

results for sperm cells are summarized in Table 2.

Table 2 Morphometry of the various portions of the sperm BRrycon
orbignyanus Piaractus mesopotamicud?rochilodus lineatusand Salminus

brasiliensis Data are presented as mean # standard deviation.

Species Head length (um) Head width (um) Midpigoa)(
P. lineatus 2.06 £0.24 1.58+0.14 3.41+£0.43
B. orbignyanu 1.82+0.21 1.50+0.21 3.07 £ 0.49
S. brasiliensis 1.88 £0.32 1.58 £0.28 1.54£0.31
P. mesopotamicus  2.19 +0.204 1.33+0.10 1.61+0.17

Proportion of the

Species Flagellum (um) Total length (um)
flagellum (%)
P. lineatus 26.48 £1.67 32.05+1.60 82.08 £5.97
B. orbignyanu 27.75+1.92 32.66 +1.81 84.32 +5.93
S. brasiliensis 27.03x2.19 29.11+£2.53 93.34 £9.57

P. mesopotamicus  26.46 £ 2.11 29.86 £1.23 88.91 +£6.86
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4 DISCUSSION

For all species, the function of the porous suriace open pores
in the pellucid zone of the micropylar region isojatimize gas exchange
for the development of the embryo (Rizzo et al.020 Ganeco &
Nakaghi (2003) also observed several ridges andsfaround the
micropylar vestibule inB. orbignyanus According to Sampaio (2006)
these folds may represent a strategy to facilitatélization of these
species. The same author observed that these dold®t occur in the
micropilar zone in oocytes dP. lineatusand Prochilodus argenteys
which suggests that the absence of these folds breagy feature of the
genus Prochilodus. In addition, the work cited ab@orroborate our
findings regardingP. lineatus According to Riehl (1993), the distance
among pores of the channels radiate zone chanpelg size and
micropyle morphology can be used in the identif@matof the species.
This study show that the pores near the micropyaening of
Prochilodus lineatusvere more distant from each other compared to the

pores of Brycon orbignyanusand Salminus brasiliensigFig. 2). The
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pores of the oocytes of these species were langéiameter with a higher
density. These data are consistent and with tserghtions of Ganeco &
Nakaghi (2003) and Faustino et al., 2011. They dotnat the surface of
the oocytes oBrycon orbignyanusnd Brycon gouldingidisplays pores
which are close to each other around the micropgpaening. As
mentioned earlieB. orbignyanuss the only endangered species that was
studied. The fact that the micropyle Bf orbignyanushad the smallest
mO (27 um2) and the reason for MSH/MO (43%) reinforces the
importance of artificial propagation in the presgion of the species.
Comparing the diameters of oocytes, it was obsetivatithe gametes of
B. orbignyanusand S. brasiliensiswere more spherical, while the.
mesopotamicusocytes presented an ellipsoid shape (Fig 2). Séme
inference can be made for both the ostium and theopyle.

In species whose sperm cells are devoid of an agresas is the
case of all the species in this study, the micrapgpparatus allows the
sperm direct access to the oocyte membrane (ReddiRgtino, 1993).
Sperm measurements were similar to those obtained/drissimo-
Silveira et al. (2006), who analyzed the structuséghe sperm oM.

orbignyanusand S. brasiliensisand revealed that the midpiece is thin,
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long and asymmetrical. However, the average lengtthe midpiece in
the spermatozoa db. brasiliensismeasured by the same authors was
larger than in the present study (1.539 +161 0./309), suggesting that
there are genetic differences between groups @irmgas in the different
basins. Since the mitochondrial content of the meickpis proportional to
its size, there could be differences in the quabtymotile sperm cells
between these populations. This study revealedtiedbead of the sperm
in all investigated species had a spherical cote®mm in diameter with
no acrosome, corroborating results obtained bysgario-Silveira et al.
(2006). The difference in the morphology of therepeozoa head of
different species may be related to fertilizatibhe fact that species such
as sturgeon present acrosome and subacrosome cisenial., 2008)
and oocytes with many micropyles (Psenicka et2411), may induce
polyspermy. These structures were not observednmetes of the studied
species because the sperm has no acrosome atrjple siead and only
one micropyle per oocyte, since the smaller diameft¢he ostium only
permit the entry of a single sperm cell. In Africzatfish (Mansour et al.,
2002), similarities were only observed in termseéd size (1.55 + 0.10

mm in length and 1.36 9 £ 0.4 mm in width) andftagellum (37.8 + 1.3
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um in length), but not the size of the midpiece,vging that, despite its
cylindrical shape, it was smaller in size (0.5 8@um 177 in length).
Some sturgeon species may exhibit similar sizedngpleut that differ in
their structure. InAcipenser sinensisalthough measures of the head,
midpiece and flagellum of spermatozoa were simitarthose of the
species studied here (1.84 £ 0.45 mm in 181 width&27 £ 0.2Qum in
length vs. 2.17 + 0.3@um and 33.26 + 2.74um 182 respectively),
morphology differs regarding the acrosome inseitedhe head and
elongated in the presence of a short middle pig¢ei ¢t al., 2007). In
Acipensetberiberi, the structure is similar to that of the othercpe of
the genus Acipenser (Psenicka et al., 2008); thdpiete is relatively
smaller (1.09 £ 0.42um and the flagellum is long (44.75 £ 4.98&)
(Psenicka et al., 2007). Some species sturgeonexiabit similar sized
sperm, but differ in their structure. IAcipenser sinensisalthough
measures of the head, midpiece and flagellum ofnsm®zoa were
similar to those of the species studied here (£.8445 mm in 181 width
and 3.27 + 0.2Qum in length vs. 2.17 + 0.3pm and 33.26 = 2.74m
respectively), morphology differs regarding theosome inserted in the

head and elongated in the presence of a short enjgidce (Wei et al.,
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2007). In another specieAgcipenserberiberi, the structure is similar to
that other species of the genus Acipenser (Pseratka., 2008); the
midpiece is relatively smaller (1.09 + 0.4# and the flagellum is long
(44.75 = 4.93um) (Psenicka et al., 2007) It was observed thaspgerm
cells of P. lineatusand B. orbignyanushad similar overall lengths,
although the former species had a longer midpistephologically, the
head of theP. mesopotamicusperm were of a more cylindrical shape.
The standard deviations for the lengths of the sgwere high, which
indicates large differences between the cells dmed sperm tails, and
which cannot suggest that this variable is impdrteom an evolutionary
point of view. Taking into account that the surfanerphology of the
oocyte and the micropyle are criteria for identifyidifferent species, and
that the length of the flagellum can influence spemotility, this
preliminary study may contribute to phylogenetialgsis and genetic
conservation through germplasm banks. Moreoversethenethods
constitute an important tool in the study of gem@tiprovement through
the observation of the gametes structures. It maynbted that the
midpiece ofS. brasiliensisand P. mesopotamicusperm presented was

larger than of the the other studied species. hirast,P. lineatusandB.
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orbignyanus sperm present lower intermediate part. The sizehef
midpiece may be related to the time of tail agjvibecause the
mitochondria are concentrated in that region.Tleeeeit may be inferred
that smaller midpieces have fewer mitochondria #msl may influence
the sperm motility (Baccetti et al.,, 1984, Ishijine al., 1998 and
Lahnsteiner & Patzner, 2008).

Alavi et al. (2006) also reports that the numbemutochondria
may be a possible cause of the difference in thatidun of sperm motility
that occur among species. Another issue that meisaken into account
is that the length of the flagellum may also affesgerm motility.
However studies that relate the time of sperm rtptivith the length of
the flagellum and the number of mitochondria prégeithe intermediate

part are scarce.

5 CONCLUSION
The gametes of the studied species showed sinegrialthough
the oocytes oP. lineatusshowed differences in the micropylar region
andS. brasiliensisandP. mesopotamicusperm were midpieces smaller

than on the other species.
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Taking into account that the morphology of the mpyle and
sperm are criteria for species identification, @wation and breeding,
this study may contribute in this regard. Howevers still necessary to
ascertain the relationship between the size of ntdpiece with the

number of mitochondria and their influence on speratility.
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(VERSAO PRELIMINAR)

Figure 1. A- Diameters of the micropyle B- Diamstef the oocyte.
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-

Figure 2. A- Micropyle of theéProchilodus lineatusB-arrow indicates

pores, C micropyle of thBalminus brasiliensjD- arrow indicates pores,
E- micropyle of thePiaractus mesopotamicu&- arrow indicates ridges
and folds, G- micropyle of thBrycon orbignyanusH- arrow indicates
pores.
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Figure 3. Sperm cells: Arochilodus lineatus B-Salminus brasiliensjsC-
Piaractus mesopotamicuB- Brycon orbignyanus.



