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RESUMO

A piracanjubaBrycon orbignyanus € um peixe da ordem Characiformes,
nativo da América do Sul. As mudanc¢as no cursaajairbanizacao, poluicdo e
construcao de hidrelétricas sdo algumas das raedes quais 8. orbignyanus
esta atualmente classificado como uma espécie acade extincdo. A
criopreservacdo de sémen de peixes fornece umanfenta pela qual a
reproducdo é otimizada, melhorando o0s programas cdeservacdo e
melhoramento genético das espécies. Um meio deelmngnto ideal deve
evitar o inicio da motilidade espermatica, duransgmazenamento. Objetivou-
se,neste trabalho, avaliar o efeito da composigd@ @smolalidade do diluidor,
na qualidade do sémen criopreservadoBd@rbignyanus. Os machos deé.
orbignyanus foram selecionados em tanques de terra na Estic®iscicultura
da CEMIG, em lItutinga, durante o periodo reprodu{ezembro a Fevereiro).
Os machos receberam dose Unica de extrato pituiti@icarpa e o sémen foi
coletado 8-10 horas depois. A osmolalidade do maseminal foi mensurada
(249 mOsm kg). Oito diluidores compreendendo a combinacdo das du
composi¢Bes (NaCl e Glicose) e quatro osmolalid4@85s, 325, 365 e 405
mOsm kg") foram testados. O metilglicol foi usado como agemioprotetor. O
sémen diluido foi envasado em palhetas de 0,25mhgatado em botijdao de
vapor de nitrogénio dfy shipper) e armazenado em botijdo de nitrogénio
liquido. As palhetas foram descongeladas em bantasia a 60°C por trés
segundos e o sémen foi imediatamente avaliado géatdxa de motilidade e
velocidades (curvilinear = VCL; linear = VSL e madile percuso= VAP),
utilizando-se o sistema CASA. A composi¢cdo e osligalde do diluidor
afetaram a qualidade espermética pés-descongelamiént geral, 0 sémen
criopreservado em NaCl foi de melhor qualidade w® @ sémen criopreservado
em glicose, e a 285 e 325 mOsnt kgelhor do que a 365 e 405 mOsn ka\
maior qualidade pds-descongelamento foi observgmEnas nas amostras
congeladas em NaCl a 285 mOsni‘kgom motilidade acima de 60% e VCL
acima de 140 pm’s O sémen d@. orbignyanus deve ser criopreservado em
solucdo de NaCl preparada em uma osmolalidadeisupeto plasma seminal e
usado, tanto para fins de aquicultura, quanto pesgramas de conservacao,
uma vez qué. orbignyanus é uma espécie ameacada.

Palavras-chave: CASA. Meio imobilizador. NaCl. Gise.



ABSTRACT

The piracanjubaBrycon orbignyanus is a Characiformes order fish,
native to South America. Changes in the river strearbanization, pollution
and hydroelectric dams are some of the reasons thénB. orbignyanus is
currently classified as an endangered species. chyepreservation of fish
sperm provides a tool by which reproduction is mpted, improving breeding
and fish conservation programs. An optimum freezimedium should prevent
the initiation of sperm motility during storage. &laim of this study was to
evaluate the effects of extender composition amgotaity on post-thaw quality
of B. orbignyanus sperm.B. orbignyanus males were selected from earthen
ponds at the Fish Culture Station of the Minas GdPawer Company (CEMIG)
in the city of ltutinga, MG, Brazil, during the spaing season (December to
February). Males received a single intramusculaedaf carp pituitary extract
and sperm were hand-stripped 8-10 h later. SenplEma osmolality was
measured (249 mOsm Ky Eight extenders comprising combinations of two
compositions (NaCl and glucose) and four osmotsi(i285, 325, 365 and 405
mOsm kg) were tested. Methyl glycol was used as cryoptatec Diluted
sperm was loaded into 0.25 mL straws, frozen int@gen vapor vesseby
shipper) and stored in a liquid nitrogen vessel. Strawsewbawed in a water
bath at 60°C for 3 s and sperm was immediatelyuesat for motility rate and
velocities (curvilinear = VCL; straight line = VSlayverage path = VAP), using
CASA system. Both extender composition and osniglaffected post-thaw
sperm quality. In general, sperm cryopreserved &CINwas of better quality
than that sperm cryopreserved in glucose and aw@85325 mOsm Khbetter
than that at 365 and 405 mOsmi*k#ligh post-thaw quality, was observed only
in samples frozen in NaCl at 285 mOsnT kgith motility above 60% and VCL
above 140 pum™s Sperm should be cryopreserved in NaCl soluti@pared at
an osmolality just above seminal plasma osmolalapd used for both
aquaculture purposes and for conservational pragraimceB. orbignyanus is a
threatened species.

Keywords: CASA. Immobilizing médium. NaCl. Glucose.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

As populacbes de peixes que realizam migracbesdefivas tém
diminuido bastante nos Ultimos anos devido a cogdtr de barragens
hidrelétricas que constituem uma barreira intransmb na rota migratoria
desses peixes, prejudicando, e muitas vezes, ingedi sua reproducdo. Dessa
forma, esses habitats ndo podem mais cumprir spal g maternidade e
bercario para esses peixes também conhecidos caixespde piracema,
diminuindo sensivelmente a populagédo piscicola kecendo véarias dessas
espécies em perigo de extin¢ao.

O géneroBrycon, familia Characidae, é altamente afetado por essas
mudancas e muitas espécies estdo na lista verntghdauna brasileira
ameacadas de extingdo, tais como piracanjuBaycgn orbignyanus),
pirapitinga-do-sul Brycon opalinus), piabanha Brycon insignis) e pirapitinga
(Brycon nattereri) (ROSA; LIMA, 2008). Assim, torna-se imperiosargente a
adocao de praticas de conservacdo genética paa espgécies, por meio da
criopreservacao.

A criopreservacdo de sémen, utilizando diluidoriterraativos a um
baixo custo, pode contribuir para a recuperacasedegstoques. O uso de
diluidores na criopreservacdo € uma etapa fundaipata a conservacédo das
células em baixas temperaturas. Um bom diluidoe dgresentar caracteristicas
fisico-quimicas semelhantes a do plasma seminalesf@cie, tal como
osmolalidade, pH, carboidratos (como fonte de eéagr@pns para auxiliar na
regulacdo da osmolalidade e controle da motilidadiiemais substancias como

proteinas e fatores de crescimento. Além de aprskaixa toxicidade quando
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misturado com o crioprotetor, para manutencao wgjiidade celular, durante e
apos o descongelamento.

Diante destas circunstancias estudos sobre ogsfddt composicao e
osmolalidade do diluidor sobre a inducdo e supcedadmotilidade espermatica
ainda sdo necessarios para melhorar, tanto asascde fertilizacdo artificial,
guanto as técnicas de preservacao.Objetivou-spresente trabalho, avaliar o
efeito da composicdo e osmolalidade do diluidor quealidade do sémen
criopreservado de piracanjutBrycon orbignyanus, utilizando-se o Sistema

Computarizado de Andlise de Sémen (CASA).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Brycon orbignyanus

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Clase: Actinopterygii
Ordem: Characiformes
Familia: Characidae
Subfamilia: Bryconinae
Género: Brycon
EspédBrycon orbignyanus, VALENCIENES 1849

Figural Exemplar dBrycon orhignyanus
Fonte: Fishbase (2013)

O Brycon orbignyanus (Figura 1), popularmente conhecido como
piracanjuba, é um peixe migratério que se encalistaibuido na bacia Parana-
Uruguai, principalmente nos rios Grande e ParafSTAGNOLLI, 1992). A
piracanjuba é uma espécie de porte médigrande, atingindo os 80 cm e
pesando até 8,2 K@ corpo é alongado e lateralmente comprimido. #qmea
boca terminal, com dentes conicos dispostos enséméss no pré-maxilar e duas
no dentério. A coloracdo do dorso é castanho esclaeando no sentido do
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ventre. A cauda apresenta uma mancha negra qustede do pedinculo
caudal até os raios medianos da nadadeira causlaladadeiras caudal, anal e
ventrais sdo avermelhadas (COMPANHIA ENERGETICA [MINAS
GERAIS - CEMIG; FUNDACAO CENTRO TECNOLOGICO DE MIN&
GERAIS - CETEC, 2000).A piracanjuba prefere os iamiles I6ticos de aguas
claras, sendo encontrada nos locais em que aseérserdeitam sobre o rio. E
onivora, podendo se alimentar de plantas, fruegi@nos peixes e insetos. Essa
espécie é reofilica, assim como todas da subfarBiliwoninae, e realiza
migracdo reprodutiva entre setembro e outubro, gesavar entre novembro e
janeiro. A piracanjuba tem despertado grande isserendo s6 por sua carne de
excelente qualidade, mas também por ser muito iageeem pescas esportivas,
devido ao seu comportamento agressivo quando fisgaém de apresentar
rapido crescimento e facilidade de criacdo (VAZ,R@JATO; BARBOSA,
2000).

As populagbes de piracanjuba eram especialmentedahtes
na bacia do alto no Parand, na calha e em sewsgaigtributarios, como o Rio
Grande, Tiete e Paranapanema (MACHADO, 2005). Nantém, recentemente
foi classificada como uma das espécies da faursdldira em perigo de extingédo
(ROSA; LIMA, 2008), ndo sendo mais encontrada emosatrechos do rio
Grande por ndo conseguir realizar migracdo reprnautlevido ao grande
namero de barragens hidrelétricas encontradasiomsardegradacao ambiental
e a pesca predatéria.

2.2 Criopreservacgdo de sémen de peixes
A criopreservacdo é uma técnica bastante emprqgadaa conservacao

do sémen de diferentes espécies de peixes, inollasdespécies nativas do

Brasil (FELIZARDO et al., 2010). A técnica base@i3o armazenamento de
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espermatozoides em nitrogénio liquido (-196°C), tmatio a sua viabilidade por
tempo indefinido (BILLARD et al., 2004). Segundo ditho (2000) as

aplicacbes de bancos de sémen em programas denamdse de recursos

genéticos em piscicultura incluem:

a)
b)

d)

9)

A

a recuperacao de estoques silvestres ameacadosngée

a reducdo do numero de reprodutores (machos)zadds em
programas de propagacao artificial, com consequesdacao de
custos;

a eliminacdo do problema da assincronia na matgidgonadal
entre reprodutores, principalmente das espéciesataigas (ou de
piracema), quando machos e fémeas ndo estdo mlepara
simultaneamente para a reproducdo. Através da rpaes® do
sémen, os gametas masculinos sdo armazenados petemminado
tempo até que os gametas femininos estejam disgeniv

0 estabelecimento de programas de melhoramentdigem®dm a
utilizacdo de machos selecionados ou manipuladostigamente
(tripléides transgénicos);

a facilidade de transporte, difusdo e troca de mahigenético entre
organizacdes atuantes na érea, com risco redugitfamsmisséo de
patégenos;

o fornecimento de materiais genéticos para a fieagfo de
populacdes ou estoques, através de técnicas dgibioholecular;

0 estabelecimento de programa de hibridizacaozartiflo espécies

com periodos reprodutivos diferentes.

criopreservacdo é um meétodo seguro a ser utdizpdra a

preservacdo dos recursos genéticos, uma vez quis approcesso de
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congelamento e descongelamento a capacidade ddlizde#io dos

espermatozoides € recuperada. No entanto, para autengdo do

espermatozoide, a baixa temperatura, é necessatiizacdo de um protocolo
de criopreservacdo adequado que depende da quiEntdgualidade do meio
diluidor, tipo e concentracdo dos crioprotetoresyaume da amostra e
caracteristicas da célula espermatica (KOPEIKA; EB, 2008).

No Brasil, 0 uso de sémen criopreservado em pisoiag é bastante
limitado. Embora, existam muitos protocolos de ebamgento de sémen de
peixes neotropicais ja testados e publicados eacanijubaB. orbignyanus
(CAROLSFELD et al.,, 2003; MARIA et al., 2006a, 2006VIVEIROS;
GONCALVES; LEAL, 2014), em dourado Saiminus brasiliensis
(CAROLSFELD et al., 2003; COSER; GODINHO; RIBERIOL984;
VIVEIROS et al., 2009a), em pirapitingga nattereri (VIVEIROS et al., 2012c¢),
em pirapitinga do suB. opalinus (VIVEIROS et al., 2012a), em piabanBa
insignis (VIVEIROS et al., 2011, 2012b), em curimxochilodus lineatus
(CAROLSFELD et al., 200FELIZARDO et al., 2010; MURGAS et al., 2007,
VIVEIROS et al., 2009b, 2010) e em paeiaractus mesopotamicus (ORFAO
et al.,, 2010), ainda sdo necessarias muitas pesquyiara aprimorar esta
tecnologia.

2.3 Diluidores e osmolalidade

No processo de criopreservacdo, o sémen antes rdeorgelado,
necessita ser diluido em meio contendo diluidoriepmotetor. Os diluidores
tém por funcao nutrir, proteger e conservar viaesigspermatozoides durante a
estocagem em baixas temperaturas. Para aumentarfic&naa da

criopreservacao e a fertilizacao artificial, a cosipao do diluidor do sémen é
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muito importante e deve ser ajustada para simuleoraposi¢cdo do plasma
seminal das espécies (ALAVI et al., 2004a, 2004bRRNGWA et al., 2004).
Além destas caracteristicas, os diluidores devear bgres de contaminantes e
ser adicionados aos crioprotetores de maneira tegao os espermatozoides,
durante os processos de congelamento e descong&ban®@s crioprotetores
reduzem o ponto de congelamento do meio extracelatanuam os efeitos
deletérios dos cristais de gelo, e regulam a wddaie de desidratacdo das
células, reduzindo os danos causados pela altzwacéo de solutos durante o
congelamento lento.

Solugbes simples como NaCl 0,9% e glicose 5%, bemocsolucdes
mais complexas como o BYS(Beltsville Thawing Solution Minitub)
primeiramente desenvolvido como diluidor de sémeisuino e a agua de coco
em pé (ACB) desenvolvida por pesquisadores da Universidaded&sl do
Ceard (UECE), tém sido usadas com sucesso naeas@pacdo de sémen de
peixes neotropicais.

Recentemente, alguns trabalhos envolvendo o usodifigentes
diluidores na criopreservacdo do sémen de pebassidiros como a curimba
lineatus (MURGAS et al.,, 2007; VIVEIROS et al.,, 2009b), @udado S
Brasiliensis (VIVEIROS et al., 2009a), o pad® mesopotamicus (ORFAO et
al., 2010), a piabanhB. insignis (VIVEIROS et al., 2011), a pirapitingB.
naterreri (OLIVEIRA et al., 2007; VIVEIROS et al., 2012c),pirapitinga-do-
sul B. opalinus (VIVEIROS et al.,, 2012b), e a piracanjulBa orbignyanus
(MARIA et al., 2006a, 2006b) tém sido descritos.dd® com resultados
variaveis entre as diferentes espécies.

E importante que a motilidade dos espermatozoides seja ativada
antes do congelamento nem durante o descongelamata que isso nao
ocorra, os diluidores devem conter sais (KCl, N&@IHCQ; dentre outros) e/ou

acucares, para manter a osmolalidade no meio dileith torno de 300 mOsm e
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evitar a ativacdo da motilidade. Na maioria daséeiss de peixes, 0s
espermatozoides sdo imoéveis nos testiculos e rmmplaseminal. Durante a
reproducdo natural, a motilidade ¢é induzida depd& liberacdo dos
espermatozoides (e desta forma sua dispersédo&dijuigo trato genital do
macho dentro do ambiente aquoso em que 0s espepiti® encontram 0s
componentes sollveis da agua do meio externo,ipainoente ions (COSSON,
2004). Em salmonideos e ciprinideos de 4gua domxjugdo da concentracdo
de potdssio ou a osmolaridade do ambiente ao rédsrespermatozoides
liberados em &gua doce afeta diretamente o flagetegula a iniciacdo da
motilidade espermatica (MORISAWA et al., 1983).l0ido seminal é rico em
muitos nutrientes e ions, alguns dos quais impmsama manutencdo da
qualidade espermatica, quando estocados no estadieli no trato genital.
Fatores ambientais externos podem afetar a qualidada motilidade
espermatica, durante o processo de ativacdo. Batmmo o pH ou ions
presentes podem polarizar a membrana celular enwdati a motilidade
espermatica dos peixes (MORISAWA et al., 1999). Esposta ao estresse
osmotico, o volume citoplasmatico das células esgticas das espécies de
agua doce aumenta em até trés vezes, como resultadofluxo de agua
(PERCHEC-POUPARD et al., 1997). O oposto ocorre espécies de agua
salgada. Isso, combinado com a medicdo do ATP,dewan possivel esquema
geral (Figura 2), mostrando as mudancas nas caac¢éets idnicas internas
ocorridas em respostas a osmolalidade externa, ppgem controlar a
motilidade espermatica em peixes (COSSON, 2004).
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Cronometragem

Transferéncia do sémen para dgua doce Tempo zero

Diminuigio da osmolaridade externa

Desencadeamento da osmorregulacio

= influxo de dgua

Dimmuicio da osmolaridade mterna

Diminuigio da concentragio 1énica interna

I !

Ligacio da atividade da ATPase Menos que 1s

Diminuicio dos estoques de ATP

Concentracio 16nica mterna muito baixa para
atividade da ATPase

I Y

Término da motilidade Um a varios minutos

Figura2 Cascata dos eventos desencadeadoresildadetespermatica
Fonte: Modificado de Cosson (2004)

A osmolalidade é definida como a concentracdo tgatolutos numa
solucdo que tem a propriedade de exercer uma pressinterior da referida
solucdo. Essa propriedade dos solutos esta intimammelacionada com o que

se denomina pressdo osmoatica, a qual esta envalaidagulacao do fluxo de
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agua através da membrana, por um fendmeno denamipsmiose. Assim,
quando a concentracéo de solutos (mOsthdeyagua) é mais baixa no meio
(hiposmético) onde se encontra imersa a célulaudormp proprio citosol, essa
tende a aumentar seu volume, absorvendo agua @oamdiiente; mas, quando
a célula esta imersa em uma solucdo mais concan(haperosmaético) sofre
reducdo da sua membrana por desidratacdo (BOLS@VER 2004).

A osmolalidade, ou presséo osmotica, tem influésckare a motilidade
espermatica, sendo a ativacdo dos espermatozoglgeiges de adgua doce
parcial ou totalmente dependente da iso ou hipcittade da solucdo diluidora,
em relacdo ao plasma seminal (SHIMODA et al., 1989psmolalidade e a
composicdo do plasma seminal geralmente evitam dilidade dos
espermatozoides nos ductos espermaticos dos p@EEARD, 1986). O
plasma seminal de peixes é constituido, em graraite,ppor compostos
minerais na forma de cloretos, proteinas, vitamieadipidios, sendo os
principais fons presentes o NK*, C&* e M¢f*. Esses ions est&o envolvidos na
regulacdo da osmolalidade (HE; KEERAN-JENKINS; WQ&D2004). O
fluido seminal ndo s6 imobiliza os espermatozoideas também o0s protege
(COSSON et al., 1997).

A osmolalidade do sémen ja foi estudada em cipoddALAVI et al.,
2009, 2010; BILLARD; COSSON, 1992; HU et al., 2008N et al., 2013;
LAHNSTEINER et al.,, 1996; LINHART et al., 2003a, @b, 2003c),
salmonideos (BAYNES; SCOTT; DAWSON, 1981; BILLARD al., 1995;
LINHART; SLECHTA; SLAVIK, 1991; MORISAWA; HIRANO; SJZUKI,
1979; SCOTT; BAYNES, 1980) e esturjdes (ALAVI; CA3$, 2005a, 2005b;
ALAVI et al., 2004b, 2011; LINHART et al., 2003a0@3b, 2003c). No entanto,
em Characiformes, existem poucos estudos que destreds efeitos da
osmolalidade sobre a motilidade espermatica do séresco e criopreservado
(CARNEIRO et al., 2012; GONCALVES et al., 2013; MARIEZ; ATENCIO;
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CARRASCO, 2011; MELO; GODINHO, 2006; NASCIMENTO at., 2012;
ORFAO et al., 2011; SHIMODA et al., 2007).

2.4 Sistema Computadorizado de Andlise de Sémen (CASA)

Até ha alguns anos, as andlises seminais em magpécies de
mamiferos eram baseadas em uma avaliacdo subpivearametros como
motilidade, vigor e concentracdo espermética. Porésse método pode
apresentar resultados errados e conflitantes, paie ser influenciado pela
temperatura do ambiente e pela habilidade do amli®esa forma, no intuito
de se padronizar e objetivar essas avaliagbes, pamé fins clinicos quanto de
pesquisa, foram criados aparelhos de mensuraciuoutadorizada.

O Sistema Computadorizado de Andlise de Sémen (GABA
inicialmente proposto por Dott e Foster (1979)dsesua primeira utilizagdo em
analise seminal de cies (GUNZEL-APEL et al., 1998);algum tempo é
utilizada por diversos pesquisadores (RIJSSELAER&E.£2003; ROTA et al.,
2006). O primeiro trabalho com peixes foi reportapdo Cosson et al. (1985),
gue utilizaram iluminacdo estroboscopica e cameravideo na andlise da
motilidade de espermatozoides de truta arcdainsorhynchus mykis.

O CASA é formado por um microscépio optico binocwam contraste
de fase acoplado a uma camera de video, conectada@amputador que utiliza
o software SCA (Figura 2).
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Figura 3 Sistema Computadorizado de Andlise do 8&@ASA)
Fonte: Gongalves et al. (2013).

O CASA, apresenta uma avaliagdo quantitativa sisnglerdpida da
qualidade dos espermatozoides de peixes e poderpesua capacidade para
fertilizar ovos. Na qualidade espermatica; paraciehar reprodutores, melhorar
a eficiéncia da criopreservacdo e armazenamentdiimézar as condigbes de
fertilizacdo (KIME et al., 2001).

Além disso, é uma técnica acurada, que se basaizatiacdo individual
do espermatozoide, calculando de forma rapidaetifes parametros como a
motilidade total, motilidade progressiva, lineaddae varios parametros de
velocidade como a velocidade curvilinear (VCL) @ue velocidade da trajetéria
real do espermatozoide, por unidade de tempo; idelde linear (VSL) que é a
velocidade média em funcdo da linha reta estaloieleentre o primeiro e o
Gltimo ponto da trajetéria do espermatozoide, podade de tempo (VAP) é a
velocidade da trajetéria média do espermatozoide, ynidade de tempo
(IGUER-OUADA; VERSTEGEN, 2001; RIJSSELAERE et &003) (Figura

3).
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Figura 4 Esquema das velocidades espermaticas (VEILe VAP)

A avaliacdo objetiva da motilidade espermética fiSA, tem sido
relatada para os espermatozoides de peixes nemigpitais comoP.
brachypomus (NASCIMENTO et al.,, 2010)P. lineatus (VIVEIROS et al.,
2010), B. insignis (VIVEIROS et al., 2012b), 8. orbignyanus (VIVEIROS;
GONGCALVES; LEAL, 2014), recentemente.
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Summary

D. Isabel Lopez, Marcelo C. Leal, Ana. T. M. Viwasr Extender
composition and osmolality affects post-thaw migtitand velocities of
piracanjubaBrycon orbignyanus (Characiformes) sperm

The aim of this study was to evaluate the effe€isxtender composition
and osmolality on post-thaw quality Bfycon orbignyanus sperm. Eight
extenders comprising combinations of two composgigqNaCl and
glucose) and four osmolalities (285, 325, 365 a8l mOsm kg) were
tested. Methyl glycol was used as cryoprotectaniut€® sperm was
loaded into 0.25 mL straws, frozen in a nitrogerporavessel dry
shipper) and stored in a liquid nitrogen vessel. Strawsewtbawed in a
water bath at 60°C for 3s and sperm was immediatgbluated for
motility rate and velocities (curvilinear = VCL;ratght line = VSL;
average path = VAP). Seminal plasma osmolality aia® determined
(249 mOsm kg). Both extender composition and osmolality affdcte
post-thaw sperm quality. In general, sperm crygmesd in NacCl
showed better quality than that in glucose, aridvaer osmolalities better
than that at higher ones. High post-thaw qualityhwnotility above 60%

and VCL above 140 pm'swas observed only in samples frozen in NaCl
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at 285 mOsm Kg Different from most of the sperm from freshwater
species which needs a cell membrane protector (ssclsugars)B.
orbignyanus sperm should be frozen in as ionic solution for bietter
protection during the freezing and thawing processerthermore, this
solution should be prepared at an osmolality jlstva seminal plasma
osmolality. Cryopreserved sperm can be used foh kajuaculture
purposes and for conservational programs, sBcerbignyanus is a

threatened species.

Keywords: CASA, immobilizing medium, NacCl, glucose
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Resumo
D. Isabel Lépez, M. C. Leal, A. T. M. Viveiros. Aomposicdo e
osmolalidade do diluidor afetam a taxa de motilel@dvelocidades do
sémen criopreservado de piracanjubd@rycon  orbignyanus
(Characiformes)
Objetivou-se, neste estudo, avaliar o efeito dapamigdo e osmolalidade
do diluidor sobre a qualidade do sémen criopreservde Brycon
orbignyanus. Oito diluidores, compreendendo a combinacdo das du
composicdes (NaCl e glicose) e quatro osmolalidé2ies, 325, 365 and
405 mOsm k@), foram testados. O metilglicol foi usado como rige
crioprotetor. O sémen diluido foi envasado em pathele 0,25 mL,
congelado em vapor de nitrogénio liquidivy(shipper) e armazenados
em botijao de nitrogénio liquido. As palhetas fordescongeladas em
banho-maria a 60°C por 3 segundos e o sémen fodiataenente
avaliado quanto a taxa de motilidade e velocidddesvilinear = VCL,;
linear = VSL e média de percurso = VAP). A osmdiatie do plasma
seminal também foi determinada (249 mOsnt)kgA composicéo e
osmolalidade do diluidor afetaram a qualidade esptca pos-
descongelamento. Em geral, 0 sémen criopresernvadea€| apresentou

melhor qualidade do que em glicose, e as baixa®laidades foram
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melhores do que as altas. A maior qualidade pésedgelamento, com
motilidade acima de 60% e VCL acima de 140 pilnfsi observada
apenas nas amostras congeladas em NaCl a 285 miJsmiferente da
maioria do sémen de espécies de agua doce, qussitage de um
protetor de membrana celular (tais como acUcams$émen deB.
orbignyanus deve ser congelado em solugcao ibnica para umaomelh
protecdo, durante os processos de congelamentose@mdglamento.
Além disso, essa solucdo deve ser preparada enmosmalalidade um
pouco acima do que a do plasma seminal. O sémepreservado pode
ser utilizado, tanto para fins de aquicultura qagodéra programas de
conservacao, uma vez queéBoorbignyanus € uma espécie ameacada de

extingao.
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Introduction

The piracanjub@rycon orbignyanus is a native fish species from
South America and belongs to the order Characifermiamily
Characidae and subfamily Bryconinae. During thewsmag season
(November to February), tH& orbignyanus migrates to spawning sites.
This migratory behavior is known gsracema and occurs when the
environment is appropriate to stimulate fish repiitbn (Godinho and
Godinho, 1994). Changes in the river stream, osfeirfig, urbanization,
pollution and hydroelectric dams are some of tteseas why the status
of B. orbignyanus is currently set as endangered. The geBnyson is
highly affected by these environmental changes,mady species are in
the red list of Brazilian threatened fauna, suclB.agpalinus, B. insignis
andB. nattereri (Rosa and Lima, 2008). Thg orbignyanus exhibits fast
growth in captivity and has an excellent meat dqyaindicating that this
species can be produced on a commercial scalehasdpreventing it
from extinction (Maria et al., 2006).

Most fish spermatozoa are immotile in the seminactt
(Morisawa and Suzuki, 1980), and hyposmotic mediavater initiate

sperm motility in freshwater fish (Alavi and Coss@906). Osmolality,
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pH, temperature, and ion concentration affect spewtility (Morisawa
and Suzuki, 1980; Alavi and Cosson, 2006). Studigarding the effects
of these factors on the induction and suppressfosperm motility are
necessary to establish standard activating agenedi@ that trigger
motility) and extender (also called immobilizing die media that
suppress the initiation of sperm motility), for iroging both artificial
fertilization and preservation techniques (Alaviakt 2009). Osmolality,
but not the presence of ions, seems to be thedagrffor the induction
or suppression of fresh sperm motility in Charatifes fish species.
Motility was completely suppressed when sperm wiaged! in a solution
at 270 mOsm Kgor higher inB. orbignyanus, or at 360 mOsm kgor
higher inProchilodus lineatus, regardless of extender composition (NaCl,
glucose or BTS™; Gongcalves et al., 2013). In frosperm, however,
detailed information on the effects of extender olality on post-thaw
sperm quality in Characiformes species is not yailable, but the
presence of ions affects post-thaw quality, angd thacurs differently
among fish species. Sperm Bf nattereri (Oliveira et al., 2007) can be
successfully frozen in ionic solution, while speraf B. opalinus

(Viveiros et al., 2012), ofalminus brasiliensis (Viveiros et al., 2009a)
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and of P. lineatus (Viveiros et al., 2009b) are better frozen in suga
solutions. Yet, sperm oRiaractus mesopotamicus (Orfao et al.,, 2010)
needs a combination of both ions and sugar (BTS&Y)tlie better
protection during the freezing and thawing processe

The aim of this study was to evaluate the effedtexdender
composition (ionic and sugar extenders) and osityplah post-thaw
motility and velocities of piracanjulirycon orbignyanus sperm, using a

Computer-Assisted Sperm Analyzer (CASA).

Materials and Methods
Fish handling and sperm collection

All fish were handled in compliance with the guidek for animal
experimentation described by Van Zutphen et al.0{20 The B.
orbignyanus males were selected from earthen ponds at theCrittiare
Station of the Minas Gerais Power Company (CEMIG)the city of
ltutinga (21°17'36” S; 44°37°02” W), State of Mas Gerais, Brazil,
during the spawning season (December to Februbtgdes (n=10, 2.1
kg BW) with detectable running sperm under soft abaainpressure

received a single intramuscular dose of carp jgityiextract (CPE; Argent
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Chemical Laboratories, Redmond, WA, USA; 1 mg BW). After 8-10

h at ~28°C, the urogenital papilla was carefulledy and approximately
10 mL of sperm were hand stripped directly intosglaubes. Sperm
collection was carried out at room temperature {€35Immediately

after collection, the tubes containing sperm wegentained in a cooler
(9-11°C), containing dry ice foam (Polar TechnidRIQ.td, S&o Paulo,
Brazil). Contamination of sperm with water, bloddces or urine was

carefully avoided.

Determination of fresh sperm features

Immediately after collection, 5 pL of each samplkravplaced on
a glass slide and observed using a light micros¢gpkpse E200; Nikon,
Tokyo, Japan) at 400 X magnification. Motility rafexpressed as % of
motile sperm) was subjectively estimated followthg addition of 50 puL
of water. Approximately 2 mL of sperm were trangpdr to the
Laboratory of Semen Technology at the Federal Usitye of Lavras
(UFLA), State of Minas Gerais, Brazil, for furth@malyses. Sperm
concentration was determined using a hemacytorstabauer chamber

(Boeco, Hamburg, Germany). Osmolality (Semi-Micrgn@@meter K-
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7400, Knauer, Berlin, Germany) and pH (Digimed DRR-V1.0, Séo
Paulo, Brazil) of the seminal plasma were measuafiér semen

centrifugation at 2000 x g for 10 min (MiniStar,&Blghai, China).
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Extender composition and osmolality

Eight extenders comprising combinations of an i¢hiaCl; Vetec
Quimica Fina LTDA, Rio de Janeiro, Brazil) or sudgtucose; Vetec
Quimica Fina LTDA, Rio de Janeiro, Brazil) solutjoadjusted to four
osmolalities (285, 325, 365 and 405 mOsrit)kgere prepared in 100-
mL amber glass bottles, stored in a refrigeratd@-8tC and used within
48 h. Methylglycol (CHO (CH,), OH; Vetec Quimica Fina LTDA, Rio
de Janeiro, Brazil), was used as cryoprotectanhtagecording to our
previous results (Maria et al., 2006). Within ~1@nafter collection,
sperm was diluted in each freezing media to a mitidt0% sperm, 10%
methyl glycol and 80% extender. Diluted sperm veesied into 0.25 mL
straws (n=3 replicate straws x 8 extenders x 1Cesyand frozen in a
nitrogen vapor vessebiy vapor shipper, Cryoport Systems, Brea, CA,
USA) at approximately -170°C after an equilibratiperiod of 15 min.
The straws were then transported 50 km from CEMi@¢€ Laboratory
of Semen Technology at UFLA and stored in a lignitogen vessel

(MVE XC 34/18, New Prague, MN 56071, USA) within B4
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Post-thaw sperm evaluation

After a few weeks, straws were thawed in a wateh lf@/ater-
bath MA 127, Marconi, Brazil) at 60°C for 3 s, apdst-thaw sperm
quality was immediately estimated using the CASétem, following the
methodology described in Viveiros et al. (2014)eBy, post-thaw sperm
was activated in a Makler™ counting chamber (SeddMal Instruments
Itd, Haifa, Israel) placed under a phase contrastascope (Nikon™
ECLIPSE E200, Tokyo, Japan) at 100 X magnificatiotih a green filter
and pH 1 position. The activating agent used waS! & 98 mOsm kg
(~50 mM) at 26-29°C to a final dilution ratio of5D. The microscope
was connected to a video camera (Basler Vision A@olgies™
AB02FC, Ahrensburg, Germany) generating 100 imagés video
recording started approximately 10 s post-activatiBach image was
analyzed using the standard settings for fish bgri@pClass Analyzer™
software (SCA™ 2010, Microptics, S.L. Version 5Bircelona, Spain).
Although the SCA™ simultaneously assesses more thansperm
motility endpoints, for brevity, only motility ratecurvilinear velocity
(VCL), straight line velocity (VSL) and average Ipatelocity (VAP),

were considered for analysis. To determine thesenpeters, each



45

individual sperm (a mean of 501 spermatozoa pew3twas followed
throughout the images and sperm trajectory was ulzdbd. We
considered high post-thaw sperm quality when ntptilate was above

60% and VCL was above 140 pfh's

Statistical analyses

Data are expressed as mean + standard deviation §istical
analyses were conducted with the SISVAR softwaogmam (Ferreira,
1999). Data were tested for normal distributiomngsiest Shapiro Wilk
and for significant differences using ANOVA, folled by the Scott-
Knott test, when applicable. The level of significa for all statistical

tests was set to 5% (P<0.05).
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Results
Fresh sperm features

Fresh sperm of the 10 males used in this studyegesd a mean
of 91% motility and 2.7 x I0spermatozoa mit. Seminal plasma

exhibited osmolality of 249 mOsm kgnd a pH of 8.06 (Table 1).

Table 1. Body weight and some fresh sperm featwksBrycon
orbignyanus (n=10 males; mean = SD; minimum-maximum valuegraf

carp pituitary treatment.

Feature Mean + SD Min - max
Body weight (Kg) 21+04 15-29
Subjective motility rate (%) 91+3 86 - 95

Concentration (spermatozoa X 10L™) 27+13 1.1-5.3
Seminal plasma osmolality (mOsm¥g 249 £ 17 216 - 275

Seminal plasma pH 8.06+£0.11 7.88-8.21

Extender composition and osmolality
Both extender osmolality and composition affected(.05) post-

thaw sperm quality. In general, samples frozen aCNyielded higher
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quality than that in glucose, and at 285 and 325m@g" higher than
that at 365 and 405 mOsm kgThe only exception was VCL that was
not affected (P>0.05) by the osmolality of glucestution (Figure 1).

High post-thaw quality, with motility above 60% aN€L above

140 pm &, was observed only in samples frozen in NaCl & 2@sm

kg' (Table 2).

A 100 —eo— Nacl B 250
S 30 *§ - —O— Glucose ~ 200 sg -
e 'm *
iy 60 * e 150 t‘\:\i\oﬁ
=2 § 3
5 40 § 100
= 3
20 > 50
0 0
285 325 365 405 285 325 365 405
Extender osmolality (mOsm kg‘l) Extender osmolality (mOsm kg'l)
C 250 D 250
~ 200 =200
) ‘n *§ *
£ 150 | *§ 5 E 150 § "
= . :
2 100 ; 100 § 5
~ 50 § § 50
0 0
285 325 365 405 285 325 365 405
Extender osmolality (mOsm kg'l) Extender osmolality (mOsm kg'l)

Fig 1. Motility rate (A), curvilinear (VCL; B), stéight-line (VSL; C) and
average path (VAP; D) velocities oBrycon orbignyanus sperm

cryopreserved in eight extenders composed of 2 ositipns
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(NaCl=closed circles; glucose=open circles) x 4 alafities. Each dot
and error bar represents mean = SD (n=3 replitede/s x 10 males).
"Differences between extender compositions (P<0.850VA); °
Differences among extender osmolalities (P<0.05¢ttS€tnott test);

values followed by a symbol are significantly highe



Table 2. Composition and osmolality of some extentiested during the cryopreservation of fish spefithe

genusBrycon.
Species Extender (mOsm RgPost-thaw sperm quality Reference
0 ilite: & 1.
B. orbignyanus 285 NaCl 63% motmtf, VCL of 150 pm &; VSL of 99 um &; VAP  Present
of 124 um 8 study
325 NaCl 56% mO'[I|I'[_)F; VCL of 134 um &; VSL of 86 um &; VAP
of 108 pm &
365 NaCl 42% motll_lt)F; VCL of 115 um &; VSL of 67 um 8; VAP
of 87 pm &
405 NaCl 28% motll_lt)F; VCL of 85 um &; VSL of 35 pm &; VAP
of 50 pm &
285 Glucose 40% motility”; VCL of 96 um §; VSL of 41 pm §; VAP
of 61 pm &
325 Glucose 37% motility*; VCL of 91 um §; VSL of 35 um &; VAP
of 56 pm &
29% motility”; VCL of 80 um &; VSL of 23 um 8; VAP
365 Glucose of 42 um &
405 Glucose 28% motility”; VCL of 78 pm &; VSL of 18 um &; VAP

of 37 um &

6V



Maria et

0 .
285 NaCl + yolk 66% motility/ al.. 2006
404 NaCl + yolk 44% motility
429 NaCl + yolk 26% motility®
. . . , Viveiros
0, - . 0,
B. insignis 285 NaCl 70 A)n?No““tﬁ duration of motility 86 s; 64% intact etal..
sper 2011
0 s . - CEdop
308 Glucose Sg;r)nr‘?“‘o““tﬁ duration of motility 107 s; 51% intact
o _ . - . aoop i
356 BTS 62 A)n?No““tf’ duration of motility 85 s; 62% intact
sper
Oliveira
B. nattereri ~285 NaCl 68% motility etal.,
2007
~405 NaCl 57% motility
~429 NaCl 45% motility
~318 BTS 72% motility
~277 Glucose 49% motility
. . . , Viveiros
0 - - 0
B. opalinus 325 NaCl 25 A)n%nNO““t)ﬁ’ duration of motility 30 s; 28% intact etal..
Sper 2012
0 s . - . caop i
365 NaCl 70% motility®; duration of motility 49 s; 68% intact

spernt"

0S



42% motility®; duration of motility 28 s; 47% intact
spernt"

o _ . - . aAop i
365 Glucose Sse/(r)n?“‘o““tﬁ duration of motility 52 s; 84% intact

>© Motility rate evaluated subjectively under a lighicroscope) or under a Computer-Assisted Sperm

325 Glucose

Analyzer £)
EN percentage of intact sperm after eosin—nigrosimisig
BTS™ (Beltsville Thawing Solution, Minitub): glucoseydium citrate, EDTA, NaHC§ KCI and gentamycin

sulfate.

TS
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Discussion

In the present study, eight extenders comprisirgcttmbination
of two compositions and four osmolalities were @dstPost-thaw sperm
quality was evaluated in terms of sperm motilityl arelocities using the
CASA system. This is the first detailed report dre tevaluation of
extender osmolality on post-thaw sperm quality c@haraciformes fish
species.

Fresh sperm quality ofB. orbignyanus was assessed after
hormonal treatment with carp pituitary extract. Naues observed for
sperm quality were all within the range observedffesh sperm of this
species (Nascimento et al., 2012; Gongalves e2@l3; Viveiros et al.,
2014). It is interesting to observe that sperm bis tspecies is
characterized by a large volume, frequently abovelQ and a low
concentration, mostly below10 x *l§perm mL}(Viveiros and Godinho,
2009). A better understanding of the charactessticfresh sperm before
manipulation is necessary to evaluate sperm quafitycommercial
hatcheries before artificial reproduction and irbdeatories before

experiments (Orfao et al., 2011).
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The extenders herein tested were simple solutieitber ionic
(NaCl) or non-ionic (glucose). The presence of iamsthe extender
composition was benefic during the freezing andwthg of B.
orbignyanus sperm, as NaCl-frozen sperm yielded higher motiéihd
velocities compared to glucose-frozen sperm. Shhgilapost-thaw
motility of B. nattereri sperm was higher in NaCl- than in glucose-frozen
samples (Oliveira et al., 2007). Contrarily, in @tlCharaciformes, sperm
of B. opalinus (Viveiros et al., 2012)P. lineatus (Viveiros et al., 2009b)
and S brasiliensis (Viveiros et al., 2009a) frozen in glucose yielded
higher motility than that in NaCl, and sperm Bfinsignis (Viveiros et
al., 2011) frozen in ionic or sugar solution yield@milar motility (Table
2). The addition of ions in a freezing medium atimes control of osmotic
pressure during cell dehydration, while sugars eei membrane
protectors (Kopeika and Kopeika, 2008) and aregmtesr most of the
extenders for fish sperm (Viveiros and Godinho,%00

Extender osmolality also affected post-thaw spertmlity of B.
orbignyanus. Highest motility and velocities were observed wisperm
was frozen in extenders at 285 and 325 mOsih) kgmpared to that at

365 and 405 mOsm Kg(Fig 1). It is important to note that all
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osmolalities tested here were higher than thaeofisal plasma (216-275
mOsm kg'). In other studies using species of the geBrygon, sperm
frozen in extender at ~285 mOsm kgielded higher post-thaw motility
when compared to that at ~404 and at ~429 mOsih) kg both B.
orbignyanus (Maria et al., 2006) and iB. nattereri (Oliveira et al., 2007).
It has been stated that, since sperm of freshliateare very sensitive to
osmotic changes, the extender (before the adddfoa cryoprotectant)
should be iso-osmatic or slightly hypertonic conguhto seminal plasma,
as the osmotic pressure of the freezing mediunabstantially increased
by the addition of a cryoprotectant agent (Kopeikd Kopeika, 2008).
The use of a CASA system has been developed taceethe
amount of time spent in sperm observation and thtea-observer
differences, and to improve the accuracy of fimesults (Rurangwa et al.,
2001). This method is objective, accurate, and lesatpuantification of
physical components of sperm movement (Liu et28l07). Furthermore,
the use of CASA for the evaluation of sperm matilis important
because motility rate and VCL have been associaidthe reproductive
success in fishes (Rurangwa et al., 2001; Vivestas., 2010). But, even

when analyzing sperm using an objective methodemifices among
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studies are frequenB. orbignyanus sperm frozen in NaCl and methyl
glycol yielded motility of 63% and VCL of 150 unt ¢present study),
while sperm frozen in BTS™ and methyl glycol yiedldewer motility
(42%) and similar VCL (160 pm’s Viveiros et al., 2014)P. lineatus
sperm frozen in glucose and methyl glycol yieldeotilty of 75% and
VCL of only 49 pm & in Viveiros et al. (2010) and motility of 73% and
VCL as high as 277 um'm Viveiros et al. (2014). These differences are
mostly related to rearing conditions in each figinf, spermiation inducer
methodology, freezing medium, activating agent diifitrences among
individuals. Sperm velocity also depends on sevether parameters
such as head dimension (diameter of head), bequdrey, length of
flagellum, and physical parameters of wave propagafAlavi et al.,
2009) as well as the activating agent (osmolaltgmposition and
viscosity).

Thus, different from most of the sperm from frestewaspecies
which needs a cell membrane protector (such assuga orbignyanus
sperm should be frozen in as ionic solution for thedter protection
during the freezing and thawing processes. Furtbermthis solution

should be prepared at an osmolality just above rs@Emplasma
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osmolality. Sperm cryopreserved in this medium #&hgield high post-
thaw quality with motility above 60% and VCL aboi40 um & and can
be used for both aquaculture purposes and for ceatsenal programs,

sinceB. orbignyanus is a threatened species.
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