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RESUMO GERAL

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) € a segunda espécie de peixe mais produzidas no
mundo e para expandir ainda mais sua producdo, a espéecie tem sido alvo de programas de
melhoramento genético. A variedade GIFT (Genetically Improved Farmed Tilapia) foi
desenvolvida, através de sucessivas selecdes e cruzamentos, para caracteristicas produtivas; ja
a variedade UFLA formou-se através de anos de selecdo indireta para crescimento. No
entanto, poucos estudos sdo realizados visando caracterizar e determinar o sémen dessa
espécie, para estabelecer protocolos de preservacdo e possibilitar a reproducdo artificial. O
objetivo desse estudo foi determinar e caracterizar o sémen e o plasma seminal das variedades
GIFT e UFLA, e testar o efeito de diluidores apds a ativacdo do sémen e durante 24 h de
resfriamento. Os experimentos foram realizados na Universidade Federal de Lavras,
utilizando-se machos reprodutores GIFT e UFLA. No primeiro experimento, foi coletado o
sémen de 14 machos (por variedade) e imediatamente analisado para volume seminal,
concentracdo espermatica, integridade de membrana, taxa de motilidade espermatica
subjetiva, vigor, duracdo da motilidade. Pelo CASA (Computer Assisted Sperm Analysis)
foram avaliados a taxa de motilidade espermatica, velocidade curvilinear (VCL) velocidade
retilinear (VSL), velocidade média de percurso (VAP) e frequéncia de batimento flagelar
cruzado (BCF). No plasma seminal foram avaliados o pH, osmolalidade e os fons (Na*, Ca**,
k™). No segundo experimento, o sémen foi dividido nos tratamentos: controle ndo diluido,
NaHCO3, NazCgHsO7, NaCl, KCI, CaCl; e glicose, e avaliado subjetivamente durante 24 h de
resfriamento, para a taxa de motilidade espermatica e vigor. No terceiro experimento, 0 sémen
de 5 machos (por variedade) foi coletado, diluido e avaliado pelo sistema CASA, para a taxa
de motilidade e VCL, desde a sua ativacao até 120 s. As analises estatisticas foram realizadas
pelo software R, os dados submetidos a ANOVA, seguido pelo teste Scott-Knott, quando
pertinente. No primeiro experimento, ndo houve diferenca significativa entre as variedades
para nenhum parédmetro de qualidade, avaliado no sémen fresco e plasma seminal, sendo as
médias para 0 sémen de 0,76-0,79 mL de volume, 1,2-1,8 x 10° espermatozoides mL™, 76%
de espermatozoides intactos, 86-88% de motilidade subjetiva, 4,8-5,0 de vigor 1072-1163 s de
duracdo da motilidade; as médias das analises do CASA de 69-77% de motilidade, 57-65 um
s de VCL e 18-20 Hz de BCF e as médias para o plasma seminal de 260-273 mOsm kg™ de
osmolalidade, 8,0 de pH, 149,6 mmol L™ de Na*, 0,7 mmol L™ de Ca** e 2,5 mmol L™ de K*.
No segundo experimento, a amostra controle ressecou, sendo possivel apenas a analise no
tempo Oh. Apds uma hora da diluicdo as amostras em todos os tratamentos apresentaram taxa
de motilidade superior a 50% e vigor superior 3,1 para a variedade GIFT e superior a 60% e
3,9 para variedade UFLA. Na sexta hora, as amostras de sémen diluido em solucbes que
continham o ion de Na* e glicose apresentaram taxa de motilidade e vigor acima de 30% e 1,0
para a variedade GIFT e para a variedade UFLA, 60% e 2,2. No terceiro experimento, apés 10
s de ativacdo ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos para a taxa de motilidade
para as variedades. Apdés 30 s da ativacdo, taxas de motilidade superior a 50% foram
observadas em todos os tratamentos, exceto para NaHCOg3 para a variedade GIFT; para a
variedade UFLA somente as amostras controle e sémen diluido em KCI e glicose
apresentaram motilidade superior a 50%. Com relacdo a VCL, a variedade UFLA manteve
por mais tempo as velocidades do que a variedade GIFT. De acordo com os resultados
obtidos, pode-se concluir que a selecdo de machos GIFT para crescimento rapido nédo afetou
0s parametros reprodutivos do sémen in natura quando comparados aos machos da variedade
UFLA. No entanto, sémen dos machos da variedade UFLA é mais resistente ao resfriamento.
As solugbes de NaCl e glicose podem ser utilizadas como diluidores de sémen de O. niloticus.

Palavras-chave: Oreochromis niloticus. Qualidade seminal. Reproducdo. CASA.



GENERAL ABSTRACT

Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is the second most produced fish species in the world
and, to further expand its production, the species has been the object of breeding programs.
The GIFT (Genetically Improved Farmed Tilapia) strain was developed by successive
selections and crosses seeking productive characteristics. The UFLA strain was formed after
years of indirect selection for growth. However, few studies are conducted aiming to
characterize and determine the semen of this species, to establish preservation protocols, and
to enable artificial reproduction. The objective of this study was to determine and characterize
the sperm and seminal plasma of GIFT and UFLA strains and to test the effect of extenders
after sperm activation and during 24 hours of refrigeration. The experiments were conducted
at the Federal University of Lavras using GIFT and UFLA broodstock males. For the first
experiment, sperm was collected from 14 males (per strain) and immediately analyzed to
determine sperm volume, spermatic concentration, membrane integrity, subjective spermatic
motility rate, subjective velocity score and motility duration. Using the CASA system
(Computer Assisted Sperm Analysis), the spermatic motility rate, curvilinear velocity (VCL),
straight line velocity (VSL), average path velocity (VAP), and beat cross frequency (BCF)
were evaluated. The pH, osmolality, and ions (Na*, Ca**, K*) concentration were evaluated to
determine the seminal plasma. In the second experiment, the semen was divided into the
following treatments: undiluted control, and diluted in NaHCOj3, Na3CsHs07, NaCl, KCI,
CaCl, and glucose solutions, and subjectively evaluated during 24 hours of cooling storage
for spermatic motility rate and velocity score. For the third experiment, sperm of 5 males (per
strain) was collected, diluted, and evaluated under the CASA system to determine motility
rate and VCL during 120 seconds post-activation (SPA). Statistical analyses were carried out
using the R software, and the data were submitted to ANOVA, followed by the Scott-Knott
test, where relevant. For the first experiment, there was no significant difference between the
strains for any of the quality parameters evaluated in fresh sperm and seminal plasma. The
means for fresh sperm were of 0.76-0.70 mL of volume, 1.2-1.8 x 10° spermatozoa mL™, 76%
of intact sperm, 86-88% of subjective motility, 4.8-5.0 of velocity score, and 1072-1163 s of
motility duration. The CASA analyses presented means of 69-77% of motility, 57-65 pm s
of VCL and 18-20 Hz of BCF. The means for seminal plasma were of 260-273 mOsm kg™ of
osmolality, 8.0 of pH, 149.6 mmol L™ of Na*, 0.7 mmol L™ of Ca** and 2.5 mmol L of K*.
For the second experiment, the undiluted control sample dried, allowing only the analysis at
time 0 h. One hour after dilution, samples of all treatments yielded motility rate and subjective
velocity higher than 50% and 3.1 for the GIFT strain and higher than 60% and 3.9 for the
UFLA strain. Six hours after dilution, sperm samples diluted in solutions containing Na* and
glucose presented motility rate and subjective velocity score above of 30% and 1.0 for the
GIFT strain and for the UFLA strain of 60% and 2.2. For the third experiment, no differences
were observed between treatments for the motility rates of both strains, at 10 SPA. After 30 s
SPA, motility rates were higher than 50% were observed for all treatments except for those
samples diluted in NaHCO;3 for the GIFT strain. For the UFLA strain, only the undiluted
control and diluted in KCI and glucose samples presented motility above 50%. Regarding the
VCL, the UFLA strain maintained speeds longer than the GIFT strain. In conclusion, the
selection of GIFT males for rapid growth did not affect the reproductive parameters of sperm
in natura when compared to the UFLA strain. Sperm of UFLA males is more resistant to cool
storage. Solutions NaCl and glucose can be used as extenders for the semen of O. niloticus.

Keywords: Oreochromis niloticus. Seminal quality. Reproduction. CASA.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

A crescente demanda mundial por alimentos tem exigido cada vez mais a otimizagao
da cadeia produtiva. Dentro deste contexto, o setor piscicola, que € o de maior crescimento
anual, tem passado por varias modificacdes, a fim de atender o mercado.

Como forma de se obter alimentos de qualidade, através de uma producdo eficiente,
com animais de alto desempenho (rapido ganho de peso, melhor conversao, maior rendimento
de file) e resisténcia a patdgenos, tem-se utilizado programas de melhoramento genético, com
a finalidade de agregar ao animal, 0 maximo de caracteristicas de interesse para a producéo.

No entanto, apesar do alto potencial de ganho genético da maioria das espécies
aquicolas, o melhoramento genético de peixes tem progredido pouco devido a alguns entraves
na producdo, como a dificuldade de acuracia dos dados de parentesco e dos préprios
individuos, desuniformidade dos lotes devido ao efeito ambiente e cuidado parental.

Para conseguir tal progressdo, € preciso realizar um controle minucioso dos
individuos e das familias, possibilitando o cruzamento ideal para a selecdo das caracteristicas
pretendidas, e isso pode ser alcancado através da reproducdo artificial. Portanto é
imprescindivel conhecer e compreender a biologia reprodutiva da espécie em questdo, para
obter uma reproducao eficaz com acuracia dos dados, atendendo assim o0s aspectos de um
manejo sustentavel e culminando em viabilidade econdémica do cultivo.

Atualmente, no manejo reprodutivo tem-se utilizado biotécnicas e praticas de
preservacdo de gametas que facilitam o controle da reproducdo, através da fertilizacdo
artificial. A manipulacdo seminal é de grande importancia, uma vez que a disseminacao
genética através do sémen apresenta vantagens em relacao as fémeas, como a possibilidade de
estocagem sob refrigeracdo ou congelamento.

Ainda dentro do cenario aquicola, a tilapicultura possui grande importancia, visto que
é a criacdo de peixes de maior produgdo nacional e segunda produgdo em escala mundial,
justamente pela tilapia apresentar caracteristicas como adaptabilidade e tolerancia a uma
ampla gama de ambientes, resultando em uma rapida expansdo da producdo. Além disso,
apresenta rapido crescimento, carne de 6tima qualidade e boa aceitagdo no mercado nacional.
Para intensificar ainda mais essa producdo, programas de melhoramento eficientes serdo

cruciais no desenvolvimento da atividade.
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Entretanto, pelo fato da til&pia se reproduzir naturalmente em cativeiro, pouca
importancia se da para realizacdo de estudos mais aprofundados a respeito da sua reproducéo,
tornando muito dificil a aplicacdo de biotecnologias e, consequentemente, a utilizacdo da
reproducdo artificial. A reproducdo natural dessa espécie aliada a sua maturacdo sexual
precoce é um complicador nos métodos de avaliacdo genética dos individuos ou das familias e
na predicdo acurada de seus valores genéticos. Sendo assim, faz-se necessario estudos que

venham elucidar algumas dessas questdes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracterizacdo da espécie

Reino: Animalia;
Filo: Chordata;
Classe: Actinopteryqgii;
Ordem: Perciformes;
Familia: Cichlidae;
Subfamila: Pseudocrenilabrinae;
Género: Oreochromis;
Espécie: Oreochromis niloticus (LINNAEUS, 1758).

Figura 1 - Exemplar de Oreochromis niloticus.

- s
=T v

Fonte: Da autora (2017).

Popularmente conhecida como tilapia do Nilo ou tilapia nilética (FIGURA 1), a tilapia
é uma espécie de peixe originaria da Africa (FIGURA 2). Aproximadamente 80% das tilapias
produzidas no mundo sdo da espécie Oreochromis niloticus, sendo difundidas mundialmente
(FIGURA 3) a partir da década de 60 e introduzidas no Brasil na década de 70 (MORO et al.,
2013). No Brasil, a producao de tilapia apresentou um crescimento de 118% entre 0s anos de
2006 e 2010, saindo de 71.253 para 155.450 toneladas, o que representou 39,5% do total do
pescado proveniente da piscicultura continental (MPA, 2012). Em 2015, sua produc¢édo chegou

a aproximadamente 239 mil toneladas (IBGE, 2016).
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De coloracdo acinzentada a tildpia do Nilo possui corpo comprimido lateralmente e
com a linha lateral dividida em dois segmentos. E um peixe de grande rusticidade,
adaptabilidade a diversos sistemas de producéo e tolerancia a uma ampla faixa de temperatura
(em ambientes de agua doce, de 14 a 33°C), a uma baixa concentracdo de oxigénio dissolvido
na &gua e a alta concentracdo de amoénia. Apresenta tolerancia também a variacbes de
salinidade e a altas densidades. De habito alimentar onivoro, em ambiente natural, alimenta-se
principalmente de fitoplancton, algas bentbnicas, insetos aquaticos, pequenos crustaceos,
entre outros, aceitando bem racdo em sistemas de producdo (KUBITZA, 2000; MORO et al.,
2013).

Figura 2 - Bacia hidrografica do rio Nilo, de onde O. niloticus é originaria.

OCEANO
ATLANTICO

© saberespractico.com
(Fuente del mapa mudo: d-maps.com)

Fonte: Geografia News (2018).
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Figura 3 - Mapa mundial de ocorréncia de O.niloticus.

Fonte: GBIF | Global Biodiversity Information Facility (2018).

A tilapia apresenta bons indices zootécnicos de crescimento, conversao alimentar, e
também capacidade de filetagem, gerando filés sem espinhos, com excelente qualidade de
carne e boa aceitacdo no mercado (POPMA; PHELPS, 1998; YASUI et al., 2006).

Habita ambientes 1énticos, onde podem desovar naturalmente durante todo o ano por
possuirem desova mdltipla. Apresenta diferencas entre as papilas genitais, reproducao
ovipara, sendo o macho responsavel pela escava¢do do “ninho” e a fémea responsavel pelo
cuidado parental, incubando os ovos na boca (NOAKES; BALON, 1982; POPMA; GREEN,
1990; MORO et al., 2013).

Em condi¢bes de cultivo favoravel, a tilapia pode atingir a maturidade sexual com
peso em torno de 150 a 250 g, embora alguns trabalhos mostrem que tilapias com peso médio
de 30 g aptas a reproducdo (DE GRAAF et al., 1999; EL-SAYED et al., 2003; MANSOUR,
2001).

A reproducéo e a genética seletiva constituem temas prioritarios de pesquisa voltados
para o incremento da producdo comercial de tilapias (ENGLE, 1997) e acompanhados por
manejo correto, permitem atender a necessidade de produzir alevinos de alto potencial

genetico.
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2.1.1 Variedade GIFT

O objetivo de desenvolver a variedade GIFT foi de estudar e melhorar os parametros
genéticos de O. niloticus de crescimento, sobrevivéncia, resisténcia a doencas, cor da pele,
conformacgédo corporal e tolerancia ao frio de O. niloticus, tornando uma variedade muito
atraente e promissora, capaz de aumentar a producao e a exportacao para mercados nos paises
em desenvolvimento (EL-SAYED, 2003).

O programa GIFT envolveu quatro variedades silvestres de tilapias capturadas em
1988-1989 no Egito, Gana, Quénia e Senegal, e quatro variedades confinadas, introduzidas
nas Filipinas de 1979 a 1984, obtidas de Israel, Singapura, Tailandia e Taiwan (BENTSEN et
al., 1998).

Em 2005 trinta familias de tilapias GIFT foram introduzidas no Brasil sendo o
primeiro programa de melhoramento genético de peixes conduzido no pais, realizando
estudos para a avaliacdo genética, utilizando métodos quantitativos com controle individual
de pedigree e selecdo, sob as condi¢Ges ambientais do pais. Este programa teve como ponto
de partida uma parceria entre a Universidade Estadual de Maringa (UEM) e o World Fish
Center (Malésia), de onde foram importadas (SANTOS et al., 2011).

2.1.2 Variedade UFLA

A variedade UFLA ¢é formada a partir de tilapias niléticas de diferentes origens,
principalmente da variedade Bouaké, originaria da Costa do Marfim (Africa), e introduzida no
Brasil em 1971 (FREATO, 2009).

Esta variedade encontra-se na Estacdo de Piscicultura da Universidade Federal de
Lavras, onde sofreu décadas de selecdo massal (DIAS, et al., 2016), indiretamente para
crescimento e foi adaptada a uma regido cujo clima é temperado imido com chuvas de verédo
e inverno seco (DANTAS; CARVALHO; FERREIRA, 2007; SA JUNIOR et al., 2012;
ALVARES et al., 2013), onde as temperaturas anuais podem variar de 8 a 34 °C.

A variedade UFLA foi geneticamente caracterizada pela primeira vez por Dias et al.
(2016). Os autores afirmam que devido a sua origem Unica e distin¢do genética, a variedade
UFLA pode vir a ser um importante recurso para 0 melhoramento genético da tilapia do Nilo
e uma das vantagens, seria por sua adaptacdo local. Além disso, testes de performance
realizados com a variedade, demonstraram o grande potencial de crescimento sob condigdes
intensivas de cultivo (FREATO et al., 2012).
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2.2 Relevancia no estudo do sémen de peixes

Vérias caracteristicas referentes a biologia seminal de peixes de agua doce ja foram
estudadas, como a imobilidade dos espermatozoides no sémen in natura, a curta duracdo da
sua motilidade apds ativacdo e a necessidade de diluicdo em meio hiposmotico para a
iniciacdo do movimento espermatico (BILLARD e COSSON, 1992).

O conhecimento da biologia seminal de cada espécie é cada vez mais solicitado,
principalmente em funcdo da necessidade de selecionar um sémen de boa qualidade
(SHIMODA, 2004) o que auxiliaria na eficiéncia de programas de melhoramento que séo
cruciais para o desenvolvimento da tilapicultura, por exemplo, ndo sé para atender a crescente
demanda mundial por pescado, mas também para reduzir os custos de producdo, melhorar a
resisténcia a doencas, bem como, a conversdao alimentar e a qualidade dos produtos
(GJEDREM, 2000).

2.3 Caracteristicas do sémen

As caracteristicas seminais possuem ampla variacdo entre as espécies de peixes e a sua
importancia esta na avaliacdo da qualidade do sémen coletado otimizando sua utilizacdo no
processo de fertilizagdo artificial (VIVEIROS, 2005). Para a descricdo de um perfil
espermatico sdo analisadas as caracteristicas fisicas do sémen (volume, motilidade, vigor
espermatico e concentracdo) e as caracteristicas morfoldgicas dos espermatozoides
(ROUTRAY et al., 2007).

O sémen é composto pelo plasma seminal e pelos espermatozoides. Contudo, a
composic¢do bioguimica e a concentracdo dos componentes do plasma seminal também variam
de acordo com as espécies e entre individuos da mesma espécie, relacionando-se as diferentes
concentragdes de proteinas, lipidios e sais. A funcdo do plasma seminal é promover um 6timo
ambiente para 0 armazenamento dos espermatozoides dentro e fora das gonadas
(CIERESZKO et al, 2000; LAHNSTEINER et al., 1996).

Os espermatozoides podem ser, morfologicamente, subdivididos em cabeca, peca
intermediaria e cauda (COWARD et al., 2002; NAGAHAMA, 1983), sendo que na maioria
das espécies de peixes, a cabeca do espermatozoide apresenta auséncia do acrossoma. Essa
auséncia é suprida pela presengca da micropila, um orificio no cérion do ovocito para a
penetragdo do mesmo (GANECO e NAKAGHI, 2003). Isso demonstra que a morfologia dos
espermatozoides reflete o seu modo de fertilizagdo (COSSON et al., 1999). A peca
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intermediéria consiste de uma bainha mitocondrial disposta em hélice, responsavel pela
geragdo de energia necessaria a propulsdo mabil dos espermatozoides. A cauda, ou flagelo, é
responsavel pela sua movimentacdo (HAFEZ, 2004).

Outra particularidade do sémen de peixes € que, enquanto estiverem em contato com o
liquido seminal, ou em qualquer solugdo de osmolaridade semelhante ao liquido seminal, os
espermatozoides de grande parte dos peixes sdo imoveis. Sua motilidade inicia quando ha

uma alteracdo na osmolaridade do meio em que se encontram.

2.3.1 Volume e concentracéo

Para avaliar a qualidade do sémen coletado, é importante conhecer os valores do
volume e concentracdo seminal, que apresentam ampla variacdo nas diferentes espécies de
peixes e mesmo dentre individuos de uma mesma espécie (VIVEIROS, 2005). Ambos estdo
intimamente ligados a idade e ao tamanho do reprodutor, a época do ano em que ele foi obtido
(se foi coletado no inicio ou no final do periodo reprodutivo) ao periodo de repouso sexual e a
metodologia utilizada na sua obtencdo (BEDORE, 1999; SHIMODA, 1999; SILVA, 2007).

O volume seminal pode ser afetado por tratamentos hormonais, como extrato de
hipofise de carpa e gonadotrofina coridnica humana, sendo observado um aumento no volume
da maioria das espécies de peixes que recebem tratamento (VIVEIROS e GODINHO, 2009).
Contudo, este volume estd mais associado com uma maior fluidez do sémen produzido do que
com o aumento do nimero das células (ZANIBONI FILHO e WEINGARTNER, 2007).

A concentracdo espermatica, também pode ser considerada um importante indicador
na avaliacdo da qualidade do sémen, uma vez que, € uma caracteristica de facil mensuracéo e
pode ser feita imediatamente apos a coleta. No entanto, assim como o volume, possui grande
variacdo entre as espécies, podendo variar de acordo com a época do ano, frequéncia de coleta
e até mesmo com o proprio volume seminal (SILVA et al., 2009), fazendo com que ndo se
torne um método téo sensivel e especifico (MURGAS et al., 2015).

Expressa a quantidade de espermatozoides por grama de testiculo (células/g), por
peixe (células/peixe), ou ainda, por volume de sémen (células/mL). Este é o mais apropriado,
podendo ser determinado pela contagem em cémaras volumétricas, mediante diluicdo do
sémen. O método mais comum para a determina¢do da concentragdo espermatica (células
espermaticas/mL de sémen) é a contagem por meio de uma camara hematimétrica, como a de
Neubauer (GEFFEN e EVANS, 2000; VIVEIROS et al., 2014; WILLIOT; KOPEIKA;
GONCHARO, 2000).
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Apesar da concentra¢do ndo ser uma medida especifica da capacidade de fertilizagéo
do sémen; é essencial observar que é uma caracteristica relativamente importante, quando se
fertilizam ovos com um volume seminal constante (RURANGWA et al., 2004), pois como foi

citado acima, € um parametro bastante variavel.

2.3.2 Motilidade espermética, vigor e duracdo da motilidade

Motilidade espermatica é a medida da capacidade de movimentacdo do
espermatozoide. A avaliacdo da motilidade espermética tem sido considerada um dos
principais parametros na anélise da qualidade de sémen em peixes. E importante salientar que
a motilidade é influenciada por diversos fatores como temperatura, nivel nutricional, estado
sanitario, condicdes de analise, solugdes ativadoras empregadas, espécie estudada, variaces
genéticas e ambientais (BILLARD e COSSON, 1992; KOPEIKA e KOPEIKA, 2008;
MURGAS et al., 2015).

Existem meios avangados para a avaliacdo da taxa de motilidade espermaética, como o
CASA (Computer Assisted Sperm Analysis), um sistema de andlise computadorizado de
sémen. Este é composto por microscépio dptico conectado diretamente a um computador
equipado com software analisador de imagens. Embora seja um equipamento de precisdo nas
analises, ndo € utilizado comumente em esta¢des de piscicultura no pais, devido a seu elevado
custo, associado a dificuldade em seu transporte. Por isso, na rotina das estacbes de
piscicultura, a motilidade do sémen é feita subjetivamente com um microscépio de luz (400x)
por um tecnico treinado em laboratério. Na mesma lamina, pode-se avaliar o vigor
espermatico, que € caracterizado numa escala subjetiva de 0 (espermatozoides estaticos) a 5
(espermatozoides com maxima velocidade) (VIVEIROS et al., 2011; VIVEIROS et al., 2014).

Geralmente, o sémen fresco de peixes neotropicais apresenta motilidade espermatica
alta, frequentemente acima de 70%, quando ativado (VIVEIROS e GODINHO, 2009). No
entanto, embora ndo haja nenhum valor minimo estipulado para os pardmetros de motilidade
espermatica em peixes, que seja capaz de garantir a eficacia deste sémen, os valores acima de
70% de peixes sdo preconizados como um parametro de garantia para a qualidade do sémen.
(MURGAS et al., 2015).

Apbs iniciada a motilidade, o espermatozoide tem pouco tempo (geralmente cerca de
1-2 minutos) para fertilizar um ovdcito. Este tempo deve ser o suficiente apenas para que o
mesmo alcance a micropila antes dela se fechar. No entanto, em algumas espécies, 0S

espermatozoides permanecem moveis por mais tempo (VIVEIROS et al., 2011).
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A anélise da duracdo da motilidade espermatica deve ser realizada ainda na mesma
lamina que a taxa de motilidade e vigor, com o auxilio de um crondémetro acionado no
instante da adicdo da solucdo ativadora e interrompido quando apenas 10 a 20% dos
espermatozoides ainda estdo moveis (VIVEIROS et al., 2014).

A reducdo na duragdo da motilidade dos espermatozoides pode ser considerada, em
partes, pelo declinio do estoque de energia, ocorrido no periodo de mobilidade (MURGAS et
al., 2011). Em peixes de agua doce varia entre as espécies e os individuos, devido a fatores

como o estado nutricional e estado fisiologico. (MURGAS et al., 2015).
2.3.3 pH, osmolalidade e ions

Quando se deseja diluir o sémen, seja para aumentar o volume ou até mesmo para
conserva-lo, é muito importante conhecer bem os componentes plasmaticos do mesmo como
pH, osmolaridade e ions por exemplo. Um diluidor de sémen devera ter o0 pH e a
osmolaridade semelhantes para evitar a ativacdo da motilidade espermatica (VIVEIROS et al.,
2014).

O pH é estudado como um importante fator na ativacdo do sémen, para muitas
espécies de peixes (ALAVI e COSSON, 2005). Estudos relatam que o pH interno dos
espermatozoides varia em paralelo com o pH externo, sendo o primeiro cerca de 1 unidade de
pH abaixo do segundo (BILLARD, 1986; GATTI et al., 1990).

A osmolalidade (mOsm kg™) ou osmolaridade (mOsm L™) também possui grande
importancia na ativagdo espermatica. Ela pode ser definida como a concentragdo total de
solutos em solucdo, com a propriedade de exercer uma pressdo denominada de pressao
osmotica, que regula a relacdo de soluto e solvente dos dois lados de uma membrana
(MARTINEZ; ATENCIO; PARDO, 2011).

A osmolalidade isotonica do plasma seminal suprime a motilidade espermatica em
teledsteos marinhos e de agua doce (TAKAI e MORISAWA, 1995), sendo a diferenca entre o
plasma seminal e outra solucdo a responsavel pela ativacdo parcial ou total dos
espermatozoides (SHIMODA, 1999). Assim, 0s espermatozoides de peixes sdo ativados em
solugdes hiposmaticas para as espécies de agua doce e em solucdes hiperosmoticas para as
espécies marinhas (COSSON, 2004). O plasma seminal de peixes apresenta uma
osmolalidade de 230 a 346 mOsm/Kg para espécies de agua doce e 249 a 400 mOsm/Kg para
especies marinhas (DZYUBA; COSSON, 2014).
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Outro fator a ser considerado € a composicao iénica do plasma seminal, sendo esta
bastante varidvel tanto inter quanto intra-espécie. De uma maneira geral, 0s principais ions
presentes no plasma seminal sdo o Na*, K* e CI". No entanto, a presenca dos jons K*, Na* e
Ca®*, é que esta relacionada com a ativacdo espermatica. Cada espécie apresenta uma
susceptibilidade diferente ao efeitos causados pelos ions (ALAVI e COSSON, 2006;
COSSON, 2010).

2.4 Técnica de resfriamento do sémen

O resfriamento de sémen é uma técnica simples e préatica, também conhecida como
preservacdo de sémen a curto prazo, que consiste em manter a viabilidade dos
espermatozoides por um periodo de tempo em temperaturas de refrigeracdo, para serem
utilizados em seguida na fertilizacdo (VIVEIROS et al.,, 2014). Pode ser utilizada nas
pisciculturas, em programas de preservacdo de espécies, para facilitar a troca de materiais
genéticos e utilizacdo de um maior nimero de peixes em programas de melhoramento
(MARQUES e GODINHO, 2004).

De acordo com Stoss e Donaldson (1982), os principais fatores para o sucesso de um
resfriamento sdo: reducdo da temperatura, fornecimento e troca de gases, prevencdo do
desenvolvimento bacteriano e prevencédo da dessecacao.

Neste contexto, o processo de resfriamento deve utilizar uma solucdo diluidora
isotbnica que permita um aumento da superficie de contato dos espermatozoides com o meio,
diminuindo, portanto, a competicdo por espaco e oxigénio (CAROLSFELD e HARVEY,
1999). Além disso, o sémen deve ser armazenado em tubos abertos ou em recipientes
fechados (desde que tenham recebido oxigénio), permitindo assim uma troca gasosa adequada
(VIVEIROS et al., 2014).

Os diluidores sdo solucdes adicionadas ao sémen, cuja funcdo é manter sua viabilidade
durante a reducdo da temperatura. Um diluidor adequado deve ter: isotonicidade, estabilidade,
condutividade térmica elevada, esterilidade e servir de carreador de crioprotetores
(LEGENDRE e BILLARD, 1980). A obtencdo de tal solucdo ndo € sempre uma tarefa
simples, devido a complexidade dos diversos componentes plasmaticos do sémen. Por isso,
apesar de tamanha importancia os poucos trabalhos existentes na literatura que retratam a

reproducéo de tilapias, utilizam diluidores ja consagrados para outras espécies de peixes.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Para uma producdo eficaz é necessario conhecer a espécie em questdo em todos os
seus ambitos. No entanto, apesar da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) ser a espécie de
peixe mais cultivada em nosso pais, existem algumas questdes que de alguma forma, tem sido
negligenciadas. Por reproduzir-se naturalmente, varias vezes ao ano e pela baixa quantidade
de gametas liberado, em relacdo as espécies de piracema, existe uma escassez de estudos e
dados na literatura envolvendo alguns aspectos da sua reproducao.

Entretanto informagdes como a caracterizagao e determinagdo dos gametas, bem como
0 estabelecimento de protocolos de manipulagéo e preservacdo dos mesmos que possam
culminar em um controle de sua reproducdo, € suma importancia, seja para producao de
alevinos, ou para implementacdo de programas de melhoramento genético e até mesmo no
desenvolvimento de uma dieta especifica para reprodutores, possibilitando assim, uma

intensificacdo da producdo piscicola.
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Abstract

The Genetically Improved Farmed Tilapia (GIFT) is the product of the first selective breeding
program for tropical fish. However, low heritability characteristics such as those related to
reproduction can be hindered by breeding. The aim of this study was to determine sperm and
seminal plasma features of GIFT males and compare with tilapia males kept under unassisted
breeding and indirect selection for growth at our University (UFLA strain). Sperm was
collected from 14 males (0.95 kg of body weight and 29,8 cm of standard length) of each
strain and analyzed for sperm volume, sperm concentration, membrane integrity, subjective
motility rate, subjective velocity score, duration of sperm motility, as well as motility rate,
velocities (curvilinear = VCL, among others) and beat cross frequency (BCF), using the
CASA system. After sperm centrifugation, seminal plasma was removed and analyzed for
osmolality, pH and ion concentration (Na*, Ca**, K*). There was no significant difference
between GIFT and UFLA strains for any sperm or seminal plasma features evaluated. The
average sperm characteristics were of 0.76-0.79 mL sperm volume, 1.2-1.8 x 10° spermatozoa
mL™, 76% intact sperm, 86-88% subjective motility, 4.8-5.0 of velocity score and 1072-1163

s of motility duration. Under CASA analyses, the average values were 69-77% motility, 57-65



26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

30

um s of VCL and 18-20 Hz of BCF. Seminal plasma possessed a mean of 260-273 mOsm
kg™ of osmolality, 8.0 of pH, 149.6 mmol L™ Na*, 0.7 mmol L™ Ca** and 2.5 mmol L™ K*
concentration. According to the results found in this study, it can be concluded that the
selection of GIFT males for fast growth did not affect the reproductive parameters when

compared to males of UFLA strain (under natural selection).

Keywords: Fish. Reproduction. Semen. CASA. Sperm motility.

1 Introduction

Tilapias are representatives of the Perciformes Order, Cichlidae Family and are originated
from Africa, Israel and Jordan. These species have been worldwide distributed since the
1960’s, and introduced to Brazil in the 1970’s (Moro et al., 2013). In Brazil, tilapia
production increased 118%, from 71,253 in 2006 to 155,450 tons in 2010 (MPA, 2012).
Despite the large number of species in each genus, approximately 80% of the tilapias
produced in the world are Oreochromis niloticus, known as Nile Tilapia (Moro et al., 2013).
Rearing in captivity has allowed a better follow-up of tilapia reproductive efficiency. Under
favorable rearing conditions, tilapia reaches sexual maturity with a body weight ranging from
150 to 250 g, although sexual maturation has been reported at only 25-32 g (El-Sayed et al.,
2003; El-Sayed; Mansour; Ezzat, 2005).

Selective breeding programs have been developed for tilapia farming to increment
commercial production with the objective of selection, mainly for weight gain and fillet yield
(Gjerde et al., 2012; Nguyen et al., 2010). A successful example of selective breeding
program is a project conducted by WorldFish the Genetic Improvement of Farmed Tilapia
(GIFT), selecting a strain for weight gain for twelve generations and achieving genetic gain of

over 100% (WorldFish, 2018; Ponzoni, et al., 2011). The GIFT program involved four wild
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strains of tilapia, caught in 1988-1989 in Egypt, Ghana, Kenya and Senegal, and four
confined strains introduced in the Philippines from 1979 to 1984 from Israel, Singapore,
Thailand and Taiwan (WorldFish, 2018).

In Brazil, there is a tilapia strain well adapted to the climate of the South of Minas Gerais
State, Brazil (21°S 44°W), where summers are rainy and winters are dry with temperatures
reaching values such as 8 °C at 34 °C. This strain has been reared under unassisted breeding
and indirect selection for growth at Fish Culture Station of Federal University of Lavras
(UFLA) since the beginning of the 1970’s, when Nile tilapias mainly from the Bouaké strain
from the Ivory Coast in Africa were introduced to Brazil. The UFLA strain was genetically
characterized for the first time by Dias et al. (2016). As reported previously, UFLA strain
individuals show great growth potential and weight gain when reared in floating cages in this
region (Freato et al., 2012).

Because tilapia naturally spawn in captivity and is unresponsive to most of hormone-inducing
spawning treatments, studies regarding controlled artificial reproduction have received little
attention. This natural spawning is a complicating factor for genetic evaluation of individuals
or families, accurate prediction of genetic values, and for the evaluation of gamete production
and gamete quality parameters.

In the present study, sperm and seminal plasma features of Nile tilapia males of GIFT strain
were determined and compared to that of males kept under indirect selection for growth
(UFLA strain). Sperm was evaluated for volume, concentration, membrane integrity,
subjective motility rate, subjective velocity score and duration of sperm motility, as well as
for motility rate, velocities and beat-cross frequency under the CASA system. Seminal plasma

was evaluated for osmolality, pH and ion concentration (Na*, Ca** and K™).
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2 Materials and Methods
All experimental procedures were approved by the Ethical Committee of Animal Use at the
Federal University of Lavras - UFLA (CEUA Protocol N°016/13), Lavras, Minas Gerais,

Brazil.

2.1 Fish handling and installations

Fourteen Oreochromis niloticus males of the GIFT strain and 14 of the UFLA strain, with
detectable running sperm under soft abdominal pressure, were selected from concrete ponds at
UFLA Fish Culture Station (21°13'52.5"S 44°59'13.2"W). Males were anesthetized with
clove oil (WNF Indastria e Comércio, Sdo Paulo, Brazil), identified with subcutaneous
microchip and transferred to two indoor 500-L plastic box (one box per strain), in an aerated
flow through system, at 28°C, under constant photoperiod of 12 hours light and 12 hours dark.
There were no females present, so the males were in sexual resting. Water temperature and
oxygen (Pro20, Yellow Springs, Ohio, USA) were measured twice a day, and pH and
ammonia (aquarium Kit; Labcon Test, Camboril, SC, Brazil) were measured weekly. Fish
were fed 36% crude protein commercial feed (Aquos TOTAL™, Paulinia, So Paulo, Brazil)
ad libitum twice a day. The experiments started one month after adaptation of fish to these

indoor conditions.

2.2 Standard sperm analyses

Sperm was collected after 24 hours of fasting, with no hormone induction. Males were
anesthetized in clove oil (WNF Industria e Comércio, S&o Paulo, Brazil), the urogenital
papilla was carefully dried and sperm was hand-stripped and collected with graduated 1-mL

syringes.
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Immediately after collection, each sample was subjectively evaluated for sperm motility rate,
subjective velocity and duration of motility, after activation in NaCl solution prepared at 100
mOsm kg™, using a light microscope (Eclipse E200, Nikon, Tokyo, Japan) at 400 X
magnification. Subjective velocity scores were assigned, ranging from 0 (no movement) to 5
(rapidly swimming spermatozoa), as described in Viveiros et al. (2014). Duration of motility
was recorded from activation to 10% of motile spermatozoa. Sperm concentration was
determined using a Neubauer-type hemacytometer chamber (Boeco, Hamburg, Germany) and
membrane integrity was evaluated after eosin-nigrosin staining method (adapted by Blom,
1950) using light microscope (Primo Star, Zeiss, Jena, Germany) and a cell counter. These

analyses took place at the Microscopy Laboratory of UFLA Fish Culture Station.

2.3 Sperm analyses using the CASA system

To evaluate motility rate, velocities (curvilinear = VCL, straight line = VSL, average path =
VAP) and beat-cross frequency (BCF) using a Computer-Assisted Sperm Analysis (CASA)
system, a second sperm collection was conducted in 10 out of the 28 males. Each sperm
sample was activated in 10 pL of NaCl, prepared at 100 mOsm kg™, directly in a Makler™
counting chamber (Sefi-Medical Instruments Ltd, Haifa, Israel) placed under a phase contrast
microscope (Eclipse Ci-S, Nikon, Tokyo, Japan) at 100 X magnification, using green filter
and phase 1 position. The microscope was connected to a video camera (Basler Vision
Technologies™ scA780-54fc, Ahrensburg, Germany) that generated 50 frames per second
(50 fps). Video recording started approximately 10 seconds post activation (spa). The images
were evaluated using standard settings for fish using the Sperm Class Analyzer™ software
(SCA™ 2013, Microptics, S.L., Version 5.3, Barcelona, Spain). These analyses were
performed at the Physiology and Pharmacology Laboratory of the Department of Veterinary

Medicine, UFLA.



123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

34

2.4 Seminal plasma analyses

After sperm analyses, the remaining amount of each sperm sample from each of the 28 males
was centrifuged at 2,000 g for 30 min (MiniStar, Shanghai, China). The supernatant was
transferred to microtubes and stored at -80°C in ultrafreezer for a few weeks. Osmolality
(Semi-Micro Osmometer K-7400, Knauer, Berlin, Germany), pH (Digimed DM-22-V1.0, Séo
Paulo, Brazil) and concentrations of Na*, Ca®* and K* ions (flame photometer, Digimed DM-
62, Campo Grande, Sdo Paulo, Brazil) were measured in duplicate at room temperature
(~25°C). These analyses took place at the Laboratory of Semen Technology, of the

Department of Animal Science, UFLA.

2.5 Statistical analyses

The data were expressed as mean + standard deviation (SD). Statistical analyses were
conducted using the R software program, version 3.1.3 (R Core Team, 2015). The data were
tested for normal distribution using the Shapiro Wilk test and ANOVA when significant

differences occurred. The level of significance for all statistical tests was set to 5% (P<0.05).

3 Results
The broodstock males presented a mean of 1.0 kg of body weight and 30.2 cm of standard
length in GIFT males, and 0.9 kg of body weight and 29.4 cm of standard length in UFLA

males.

3.1 Standard sperm analyses
There was no difference on sperm quality between GIFT and UFLA males. Sperm of GIFT
males possessed a mean of 0.79 mL of sperm volume, 1.8 x 10° spermatozoa mL™ of

concentration, 76% intact sperm, 86% motile sperm, score 4.8 of velocity and 1072 s of
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motility duration. Sperm of UFLA males possessed a mean of 0.76 mL of sperm volume, 1.2
x 10° spermatozoa mL™ of concentration, 76% intact sperm, 88% motile sperm, score 5.0 of

velocity and 1163 s of motility duration (Table 1).

3.2 Sperm analyses using the CASA system

There was no difference between the GIFT and UFLA strains when sperm was evaluated
using the CASA system. Sperm of GIFT males possessed a mean of 77% motile sperm, 57
um s of VCL, 35 um s™ of VAP, 26 um s of VSL and 18 Hz of BCF. Sperm of UFLA
males possessed a mean of 69% motile sperm, 65 pm s™ of VCL, 39 um s of VAP, 20 um s°

! of VSL and 30 Hz of BCF (Table 2).

3.3 Seminal plasma analyses

There was no difference on seminal plasma features between GIFT and UFLA males. Seminal
plasma of GIFT males possessed a mean of 260 mOsm kg™ of osmolality, 8.0 of pH, 149.6
mmol L™ of Na*, 0.7 mmol L™ of Ca?* and 2.5 mmol L of K* concentration. Seminal plasma
of GIFT males possessed a mean of 273 mOsm kg™ of osmolality, 8.0 of pH, 141.1 mmol L™

of Na*, 1.0 mmol L™ of Ca** and 2.5 mmol L™ of K* concentration (Table 3).

4 Discussion

This is the first report on the determination of sperm and seminal plasma features of
genetically improved tilapia males (GIFT strain) and its comparison with that of tilapia males
kept under unassisted breeding and indirect selection for growth at our University (UFLA
strain). It is important to know sperm parameters of a given species as sperm quality is
correlated with fertilization rate, in most of the cases. Because tilapia reproduces easily under

different conditions, it is uncommon to access and report sperm quality. Thus there is a lack
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of this information when we compare it with other commercially important species such as
carps and salmons. Furthermore, individuals selected for fast growth, as GIFT strain, may
have poor sperm quality when compared to males kept under low selection. However, we
observed no difference on sperm or seminal plasma features was observed when GIFT males
were compared to UFLA males this may be for the UFLA and GIFT strains are similar
genetically, for was developed from wild African populations of Nile tilapia (Dias et al.,
2016).

In this study, sperm presented mean of 0.76-0.79 mL of volume with 1.2-1.8 x 10°
spermatozoa mL™ in males of both strains. It has been reported a slightly reduced volume
followed by an increased sperm concentration in other studies using tilapia sperm. The
individuals used in the present study were 0.9-1.0 kg body weight, while the individuals of
other studies were considerably smaller. A sperm volume of 0.4 mL with 2.63 x 10°
spermatozoa mL™ was observed in 0.3 kg Chitralada males (Mataveli et al. 2007) and 0.19-
0.47 mL with 3.08-8.19 x 10° spermatozoa mL™ in 0.15 kg Tai-chitralada males (Bombardelli
et al. 2010). Tilapia males produce low sperm volume when compared to other commercial
fish species, such as 7.54 mL of common carp Cyprinus carpio sperm (Linhares et al., 2017),
23 mL of rainbow trout Oncorhynchus mykiss sperm or the enormous volume of 137 mL of
Atlantic salmon Salmo salar sperm (Gjerde, 1984).

Tilapia sperm is immotile in the testis and in the seminal plasma, as observed in most fish
species, thus to evaluate motility parameters it is necessary to activate in a hyposmotic
solution. We used the standard activating solution of fish sperm at our Laboratory: NaCl
solution prepared at ~100 mOsm kg™. After activation, sperm of tilapia males from both
strain possessed a mean of 86-88% of motility when evaluated subjectively and 69-77% when
evaluated under CASA; VCL was 57-65 pm s™. Similar results were observed previously for

motility rate (Oliveira et al., 2015) and velocities (Sarmento et al., 2017) of tilapia sperm. In
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the present study, tilapia sperm was motile for 1072-1163 s, much longer than the 108-154 s
after activation in distilled water (~0 mOsm kg™) as reported by Navarro et al. (2014). It has
been demonstrated that low osmolality activating agents shorten the duration of motility when
compared to agents at ~100 mOsm kg™ or higher (Alavi, 2009; Cosson, 2010, Viveiros et al.,
2016), as used in the present study.

Seminal plasma pH determined in the present study was 8.0 in both strains, similar to 7.49
reported for Tai-chitralada strain (Bombardelli et al., 2010) and 8.04 for Chitralada strain
(Mataveli et al., 2007). Plasma osmolality was 260-271 mOsm kg™, a reduced value
compared to ~350 mOsm kg™ reported for Oreochromis spp (Shimoda et al., 2007). These
values are similar to other commercial fish species such as 7.5-8.5 of pH (Alavi and Cosson,
2005) and 215 mOsm kg™ (Judycka et al., 2018) in rainbow trout and 8.6-8.8 of pH (Cejko et
al., 2018) and 302 mOsm kg™ (Morisawa et al., 1983) in common carp.

The ion concentration in seminal plasma was of 0.5-0.7 mmol L™ calcium, 141-149 mmol L™
sodium, 2.5 mmol L™ potassium, in both strains. To the best of our knowledge, there are no
reports regarding ion determination of tilapia seminal plasma. These values are similar to
calcium and sodium, but very low for potassium when compared to other commercial fish
species such as 1.10 mmol L™ calcium, 122 mmol L™ sodium, 30.4 mmol L™ potassium in
rainbow trout (Glogowski et al., 2000) and 2 mmol L™ calcium, 75 mmol L™ sodium, 82.4
mmol L™ potassium in common carp (Morisawa et al., 1983).

Handling the males during experiments, we observed that GIFT males were always more
aggressive and resistant than UFLA males. This may be due to the strong selection for fast
growth which is highly correlated to faster food catchers and, thus, aggressiveness.

The present study provides elementary information regarding sperm and seminal plasma

characteristics in tilapia males. Furthermore, it became clear that the selection of GIFT males
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for fast growth did not affect the reproductive parameters when compared to males under

natural selection (UFLA strain).
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Table 1. Body weight, standard length and sperm features (mean + standard deviation) of

Oreochromis niloticus males from two different strains.

Features GIFT strain UFLA strain
Number of males 14 14
Body weight (kg) 1.0+£0.3 0.9+£0.2
Standard length (cm) 30.2+27 29.4+1.8
Sperm volume (mL) 0.79+0.52 0.76 £ 0.57
Sperm concentration (spermatozoa x 10° mL™) 1.8+2.6 12+18
Membrane integrity (% intact sperm) 76 £13 76 £ 17
Subjective motility rate (% motile sperm) 86+5 88+5
Subjective velocity score (0-5)* 48+04 50x0.0
Duration of sperm motility (s) 1072 £ 473 1163 + 336

* Score 0 = no movement; 5 = rapidly swimming spermatozoa.

There was no significant difference on sperm features between strains (ANOVA P>0.05).
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367 Table 2. Sperm motility rate, velocities and beat cross frequency (mean * standard deviation)

368  determined using the CASA system, of Oreochromis niloticus males from two different

369  strains.
Features GIFT strain UFLA strain

Number of males 5 5

Sperm motility rate (% motile sperm) 77+10 69 + 14
Curvilinear velocity (VCL; um s™) 57+6 65+ 13
Average path velocity (VAP; um s™) 35+8 39+7
Straight line velocity (VSL; pm s™) 26+ 9 30+£8
Beat cross frequency (BCF; Hz) 182 20+1

370  There was no significant difference on sperm features between strains (ANOVA P>0.05).

371

372

373  Table 3. Seminal plasma osmolality, pH and ion concentration (mean + standard deviation) of

374  Oreochromis niloticus males from two different strains.

Features GIFT strain UFLA strain
Number of males 14 14
Osmolality (mOsm kg™) 260 + 46 273 + 11
pH 8.0+£0.3 8.0+£0.2
Sodium (mmol L™) 149.4 +24.9 141.1 +30.1
Calcium (mmol L) 0.7+05 1.0+0.7
Potassium (mmol L™) 25+0.7 25+1.1

375  There was no significant difference on seminal plasma features between strains (ANOVA

376  P>0.05).
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RESUMO

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é uma das espécies de peixes mais produzidas no
mundo e por isso tem sido alvo de programas de melhoramento genético. Para facilitar a troca
de material genético entre pisciculturas, pode-se diluir e resfriar o sémen pois é um método
pratico e simples de preserva-lo por horas ou dias. Portanto, o objetivo deste estudo foi testar
diferentes diluidores de sémen durante o resfriamento por até 24 h, de machos da variedade
GIFT e comparar com machos de tilapia mantidos sob selecao natural em nossa Universidade
(variedade UFLA). O experimento foi conduzido na Universidade Federal de Lavras, e
dividido em duas etapas. No experimento 1, o sémen de 14 machos de cada variedade foi
coletado, uma amostra foi mantida sem diluicdo (controle ndo diluido) enquanto que as
demais foram diluidas em NaHCO3, Na3CsHs0;, NaCl, KCI, CaCl, e glicose e mantidas na
geladeira por 24 h. O sémen diluido foi avaliado subjetivamente quanto a taxa de motilidade,
duracdo da motilidade e vigor espermatico as 0; 0,5; 1; 3; 6; 12 e 24 h apos a diluicdo. No
experimento 2, o sémen de 5 machos de cada variedade foi coletado, diluido nos mesmos
tratamentos do experimento 1 e avaliado quanto a sua capacidade de se manter movel apds a
ativacdo. A taxa de motilidade espermética e a velocidade curvilinear (VCL) foram
determinadas através do sistema CASA, durante 120 s apds a ativacao. As analises estatisticas
foram realizadas no software R, e 0s dados foram submetidos a ANOVA, seguido do teste
Scott-Knott. Como esperado a qualidade do sémen foi decrescendo para ambas as variedades
ao longo do tempo. No experimento 1, por apresentar uma diminuta aliquota a amostra
controle ressecou, sendo possivel apenas a analise no tempo 0 h. Apds uma hora da diluicdo
as amostras em todos os tratamentos apresentaram taxa de motilidade superior & 50% e vigor
superior 3,1 para a variedade GIFT e superior a 60% e 3,9 para variedade UFLA. Na sexta
hora, as amostras de sémen diluido em solugdes que continham o ion de Na™ (idnico) e glicose
(ndo i6nico) apresentaram taxa de motilidade e vigor acima de 30% e 1,0 para a variedade
GIFT e para a variedade UFLA, 60% e 2,2. No experimento 2, ap6s 10 s de ativacdo ndo
foram observadas diferencas entre os tratamentos para a taxa de motilidade para as
variedades. Apos 30 s da ativacdo, taxas de motilidade superior a 50% foram observadas em
todos os tratamentos, exceto para NaHCO3 para a variedade GIFT, para a variedade UFLA
somente as amostras controle e sémen diluido em KCI e glicose apresentaram motilidade
superior a 50%. Com relacdo a VCL, a variedade UFLA manteve por mais tempo as
velocidades do que a variedade GIFT. O sémen dos machos da variedade UFLA é mais
resistente ao resfriamento em relacdo ao da variedade GIFT. As solugdes de NaCl e glicose
podem ser utilizadas como diluidores de sémen de O. niloticus.

Palavras-chave: Peixe. Reprodugdo. Sémen. Resfriamento.
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ABSTRACT

Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is one of the fish species most produced in the world,
thus, it has been the object of breeding programs. To facilitate the trade of the genetic material
between fish farms, the sperm can be diluted and stored under refrigeration, since it can be
preserved for hours or days by using an easy and simple method. Therefore, the aim of this
study was to test different semen extenders on the semen of GIFT males during up to 24 hours
in the cool storage phase and compare them with the semen of naturally selected tilapia males
of the UFLA variety. The experiment was conducted at the Federal University of Lavras and
was divided into two phases. In experiment one, the sperm of fourteen males was collected.
One sample was kept without dilution (undiluted control), while the others were diluted in
NaHCO3, Na3CgHs0;, NaCl, KCI, CaCl,, and glucose and kept in under refrigeration for 24
hours. The diluted sperm was subjectively evaluated for spermatic motility rate, motility
duration, and vigor at 0, 0.5, 1, 3, 6, 12, and 24 hours after dilution. In experiment two, semen
of five males of each variety was collected, diluted with the same treatments as in experiment
one, and evaluated for its ability to remain mobile after activation. The spermatic motility rate
and curvilinear velocity (VCL) were determined by the CASA system, during 120 seconds
after activation. Statistical analyzes were performed using R software and the data were
submitted to ANOVA, followed by the Scott-Knott test. As expected, the sperm quality was
decreasing over time for both strains. In experiment one, the control sample dried out because
of the small aliquot, therefore, the analysis was only possible for time O hour. After one hour
of diluting the samples in all treatments, the evaluations showed motility rate and subjective
velocity score superior to 50% and 3.1, respectively, for the GIFT strain, and superior to 60%
and 3.9, respectively, for the UFLA strain. At the sixth hour, the sperm samples diluted in Na*
(ionic) solution and glucose (nonionic) presented a mobility rate and subjective velocity score
above of 30% and 1.0, respectively, for the GIFT strain, and of 60% and 2.2, respectively, for
the UFLA strain. In experiment two, no differences were observed between treatments for the
motility rates of both strains after 10 s of activation. After 30 s of activation, motility rates
superior to 50% were observed for all treatments apart from NaHCO3 for the GIFT strain. For
the UFLA strain, only the undiluted control and dilution in KCI and glucose samples
presented motility superior to 50%. Concerning the VCL, the UFLA strain maintained speed
for a longer period than the GIFT strain. The male sperm of the UFLA strain is more resistant
to cool storage when compared to the GIFT variety. NaCl and glucose solutions can be used
as sperm extender for O. niloticus.

Key-Words: Fish. Reproduction. Semen. Cool storage.
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1 INTRODUCAO

Atualmente os produtos gerados pela aquicultura tornaram-se uma importante fonte de
alimento no mundo. O aumento do consumo per capita de peixe apresentou um salto de 9,9 kg
na década de 1960 para 20 kg em 2014 e 2015 (FAO 2016), fazendo-se necessario uma
otimizagdo da producdo, para atender a crescente demanda mundial.

A tilapia é o segundo maior grupo de peixes produzidos em piscicultura no mundo,
ficando atras apenas das carpas (FAO 2014). No Brasil, € a principal espécie cultivada, sendo
sua producdo no ano de 2016, aproximadamente 239 mil toneladas (IBGE, 2016). Sua alta
produtividade esta relacionada as caracteristicas exclusivas da espécie, como a capacidade de
adaptacdo as diferentes condicdes de criacdo, tolerdncia a variagdes nos parametros fisico-
quimicos e limnoldgicos da &gua e principalmente pela rapida taxa de crescimento,
(RIGHETTI et al.,, 2011) além de ciclos reprodutivos curtos e resisténcia a doencas
(COWARD; BROMAGE, 2000).

Existem algumas variedades genéticas de tilapia do Nilo que foram melhoradas para
fins produtivos, como é o caso da a tilapia GIFT (Genetic Improvement of Farmed Tilapia)
(WORLD FISH, 2018). Outra variedade genética de tilapia é a variedade UFLA,
caracterizada geneticamente pela primeira vez por Dias et al. (2016). Proveniente da Estacédo
de Piscicultura da Universidade Federal de Lavras, Lavras - Minas Gerais (21°13°52,5”S e
44°59°13,2”W), onde sofreu décadas de selecdo massal (DIAS, et al., 2016). Indiretamente
selecionadas para crescimento, é adaptada a esta regido, cujo clima é temperado Umido com
chuvas de verdo e inverno seco (DANTAS; CARVALHO; FERREIRA, 2007; SA JUNIOR et
al., 2012; ALVARES et al., 2013), com temperaturas anuais que podem variar de 8 a 34 °C.

Apesar de ser uma espécie de grande interesse comercial, existem poucos estudos na
literatura sobre a reproducéo de tilapias, principalmente estudos sobre o sémen e técnicas de
preservacao aplicadas a ele (GODINHO et al., 2003; NAVARRO et al., 2014; OLIVEIRA et
al., 2015), isso quando comparados a espécies nativas (ORFAO et al., 2011; VIVEIROS et al.,
2011; LOPEZ; LEAL; VIVEIROS, 2015). Uma técnica simples e pratica de preservacao é por
meio do resfriamento do sémen, que consiste em manter a viabilidade dos espermatozoides
por um curto periodo de tempo em temperaturas de refrigeracdo, para utilizar posteriormente
na fertilizacdo (VIVEIROS et al., 2014).

Contudo, deve-se utilizar uma solucdo diluidora na preservagdo do sémen para a
prevencdo de injarias das células espermaticas (FOROUZANFAR et al., 2010), pois a

diluicdo diminui a competicdo dos espermatozoides por oxigénio e espaco, estabiliza as
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condicBes fisico-quimicas do sémen durante a estocagem, (CAROLSFELD; HARVEY,
1999), além de nutrir os espermatozoides (MUCHLISIN, 2005), prolongando assim a
viabilidade do sémen. As caracteristicas necessarias para um diluidor ser considerado
adequado para a diluicdo do sémen sdo isotonicidade, estabilidade, esterilidade (LEGENDRE;
BILLARD, 1980).

N&o foram reportados na literatura, estudos sobre a comparacdo das diferentes
solugdes diluidoras mais utilizadas na reproducdo de peixes, para O. niloticus. Essas
informacdes sdo de extrema importancia, pois o detalhamento das mesmas, fornecera dados
mais assertivos para futuros ensaios. Portanto, o objetivo deste estudo foi testar diferentes
diluidores no sémen de duas variedades de tilapia do Nilo durante o resfriamento por até 24 h,

e avaliar quanto a sua capacidade de manter os espermatozoides mdveis apés a ativacao.
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2 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Uso
de Animais da Universidade Federal de Lavras - UFLA (Protocolo CEUA n° 016/13), cidade
de Lavras, Estado de Minas Gerais, Brasil.

2.1 Instalacdes e manipulacédo dos peixes

Quatorze machos de Oreochromis niloticus da variedade GIFT (1,0 = 0,3 kg peso
corporal e 30,2 + 2,7 cm comprimento padrdo) e 14 da variedade UFLA (0,9 + 0,2 kg peso
corporal e 29,4 + 1,8 cm comprimento padréo) foram selecionados dos tanques de concreto da
Estacdo de Cultura de Peixes da UFLA (21°S 44°W), por apresentarem ventre abaulado,
papila urogenital hiperémica e por liberarem sémen sob leve presséo abdominal.

Os machos foram anestesiados com 6leo de cravo (WNF Industria e Comércio, Sdo
Paulo, Brasil), identificados com microchip, e transferidos para duas caixas plasticas de 500 L
(uma caixa por variedade), em sistema de fluxo de aeragdo continuo, a 28 °C, com
fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro. A temperatura da agua e o oxigénio
(Pro20, Yellow Springs, Ohio, EUA) foram aferidos duas vezes ao dia e o pH e a amonia (kit
de aquario; Labcon Test, Camborit, SC, Brasil) foram aferidos semanalmente. Todos estes
parametros da agua foram mantidos na faixa ideal para criacdo de peixes.

Os peixes foram alimentados com racdo comercial de proteina bruta a 36% (Aquos
TOTAL™, Paulinia, Sdo Paulo, Brasil) ad libitum duas vezes ao dia. Os experimentos
comegaram um més apos a adaptacao dos peixes as condi¢des laboratoriais.

2.2 Composicgao das solucdes diluidoras

Seis solugdes diluidoras foram preparadas com agua de osmose reversa (RO) e uma
das seguintes substancias quimicas: NaHCO;3 (bicarbonato de sddio), NazCgHsO- (citrato de
sodio), NaCl (cloreto de sodio), KCI (cloreto de potassio), CaCl, (cloreto de célcio) e glicose
(TABELA 1). Todos os produtos quimicos eram provenientes da Vetec Quimica Fina LTDA,
Duque de Caxias, RJ, Brasil. A osmolalidade de cada solucéo foi fixada em 300 £ 10 mOsm
kg™. Cada solugo foi mantida em frascos de vidro &mbar de 100 mL, armazenada em um
refrigerador a 6-8 °C e utilizada ap6s de 48 h.
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Tabelal- Composicao das diferentes solucdes diluidoras testadas no presente estudo. Apds
o preparo, a osmolalidade de cada solucéo foi ajustada para ~ 300 mOsm kg™

Reagentes Férmula quimica 9/100 mL pH da solugao
Bicarbonato de sddio NaHCO; 1,4 8,6
Citrato de sodio NazCsHs0; 3,2 8,4
Cloreto de sodio NaCl 0,9 7,0
Cloreto de potassio KCI 1,6 6,1
Cloreto de célcio CaCl, 2,0 6,5
Glicose CeH120¢6 4,9 8,3

Fonte: Da autora (2018).

2.3 Experimento 1 - Avaliagdo subjetiva do sémen diluido e refrigerado durante 24

horas

O sémen foi coletado apds 24 horas de jejum, sem inducdo hormonal. Os machos
foram anestesiados com 6leo de cravo (WNF Industria e Comércio, Sdo Paulo, Brasil), a
papila urogenital foi cuidadosamente seca e o sémen foi retirado atraveés da massagem
abdominal diretamente em seringas graduadas de 1 mL. O sémen de cada macho (n = 14
machos GIFT + 14 machos UFLA) foi diluido na proporcédo de 1:10 (sémen:diluidor) em cada
um dos 6 diluidores descritos acima e armazenados em tubos Eppendorf por 24 h em um
refrigerador com temperatura aproximada de 4 °C. Uma aliquota de sémen foi mantida ndo
diluida, para controle.

A taxa de motilidade espermaética subjetiva e o vigor espermético (0 = nenhum
movimento, 5 = espermatozoides nadando rapidamente) metodologia descrita por Viveiros et
al. (2014), foram avaliados subjetivamente em 0; 0,5; 1; 3; 6; 12 e 24 h apds a diluicdo. Para
iss0, 3 pl de sémen diluido em cada um dos diluidores foi colocado em uma lamina de vidro e
ativados em 20 pL do agente ativador (solucdo de NaCl ~ 100 mOsm kg™) em um
microscopio de luz (Eclipse E200, Nikon, Téquio, Japdo) com amplitude de 400 X.

2.4 Experimento 2 - Avaliac@o do sémen diluido em diferentes diluidores durante 120 s

apos a ativagao

Uma segunda coleta de sémen foi realizada em 10 dos 28 machos utilizados no
experimento 1. O sémen foi novamente diluido 1:10 (sémen:diluidor) em cada uma das seis
solugdes diluidoras descritas acima, e imediatamente ativado em 10 pL do agente ativador
(solucdo de NaCl ~ 100 mOsm kg™) diretamente numa camara de contagem Makler ™ (Sefi-

Medical Instruments Ltda, Haifa, Israel) colocada sob um microscépio de contraste de fase
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(Eclipse Ci-S, Nikon, Toquio, Japdo) com aumento de 100 X, utilizando filtro verde e posicéo
de fase 1.

O microscopio foi conectado a uma camera de video (Basler Vision Technologies ™
scA780-54fc, Ahrensburg, Alemanha) que gerou 50 frames/segundo e o video foi gravado de
10 a 120 segundos apo6s a ativagdo (spa). As imagens foram avaliadas usando configuragoes
de padrdes para peixes no software Sperm Class Analyzer ™ (SCA ™ 2013, Microptics, S.L.,
Versdo 5.3, Barcelona, Espanha). Foram avaliadas a taxa de motilidade espermatica e a
velocidade curvilinear (VCL). As analises foram realizadas no Laboratorio de Fisiologia e

Farmacologia do Departamento de Medicina Veterinaria da UFLA.

2.5 Andlises estatisticas

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo (DP). As analises estatisticas
foram realizadas com o programa de software R, versdo 3.1.3 (R Core Team, 2015). Os dados
foram testados diferencas significativas usando ANOVA, seguido pelo teste Scott-Knott,
quando aplicavel. O nivel de significancia para todos os testes estatisticos foi estabelecido em
5% (P <0,05).
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3 RESULTADOS

Devido a pouca quantidade de sémen produzido pelas tilapias, o volume coletado foi
pequeno (~ 0,8 mL por macho) e, consequentemente, pela diminuta aliquota utilizada na
particdo dos diferentes tratamentos (~ 0,0075 mL), a amostra controle ndo diluido ressecou
durante o armazenamento refrigerado de 24 h. Assim, apenas a analise do tempo 0 h foi

realizada para esse tratamento controle no experimento 1.

3.1 Experimento 1 - Avaliacdo subjetiva do sémen diluido e refrigerado durante 24

horas

Como esperado, a qualidade das amostras de sémen decresceram ao longo do tempo
(FIGURA 1). Os resultados apresentados para a da taxa de motilidade subjetiva e vigor do
sémen das variedades GIFT e UFLA, estdo apresentados nas tabelas 2 e 3, respectivamente.

Para a variedade GIFT, no tempo 0 ap6s a dilui¢do, maiores taxas de motilidade foram
encontrados para as amostras controle nao diluido (86%), sémen diluido em cloreto de célcio
(83%), glicose (78%) e o maior vigor para controle ndo diluido (4,8) e cloreto de calcio (4,5).
Na meia hora seguinte, as maiores taxas de motilidade foram encontradas para as amostras de
bicarbonato de sédio (65%), cloreto de sodio (66%), cloreto de potassio (59%), cloreto de
calcio (73%) e glicose (73%), enquanto que ndo houve diferencas entre as amostras para o
vigor neste horario (4,1). Na primeira hora ndo houve diferencas entre as amostras para taxa
de motilidade (65%) e vigor (4,1). Apos trés horas da diluicdo, as amostras nao diferiram
entre si (51% e 3,6), exceto para cloreto de célcio (26% e 1,5). Na sexta hora, as menores
taxas de motilidade e vigor foram encontradas em amostras de sémen diluido em cloreto de
calcio (11% e 1,0) e cloreto de potassio (17% e 1,4), enquanto que as demais possuiam
aproximadamente 37% de taxa de motilidade e 3,3 de vigor. Doze horas apds a diluicéo,
maiores taxas de motilidade e vigor foram encontradas apenas as amostras de sémen diluido
em citrato de sodio (11% e 1,6), cloreto de sddio (12% e 1,6) e glicose (17% e 1,2). Em 24 h
todas as amostras apresentavam 0% de taxa de motilidade e vigor 0.

Ja para a variedade UFLA, ndo houve diferencas entre as amostras para a taxa de
motilidade e vigor até uma hora apés a diluicdo. Na terceira hora, somente houve diferenca
entre as amostras para o parametro de vigor, sendo os maiores valores encontrados nas
amostras de sémen diluido em bicarbonato de sédio (4,5) e cloreto de sddio (4,0). Seis horas

apos a diluicdo somente as amostras sémen diluido em cloreto de potassio (48% e 2,9) e
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cloreto de célcio (40% e 2,2) apresentaram valores mais baixos tanto para taxa de motilidade,
quanto para vigor. Doze horas ap6s a diluicdo somente as amostras de sémen diluido em
citrato de sédio (31%), cloreto de sédio (37%) e glicose (33%) tiveram maiores taxas de
motilidade, enquanto que ndo houve diferencas entre as amostras para o0 vigor. Em 24 h todas

as amostras apresentavam 0% de taxa de motilidade e vigor 0.



Figura 1 - Taxa de motilidade subjetiva (%) e vigor espermatico (0-5) das amostras de sémen nos diferentes tratamentos, durante o resfriamento
de 24 h.
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Fonte: Da autora (2018).
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Tabela 2 - Comparacéo entre os tratamentos (sémen diluido e ndo diluido), por meio da taxa
de motilidade subjetiva (%), dentro de cada tempo (h) apds a diluicdo, para as
duas variedades de tilapia do Nilo (n=14, média = DP).

VARIEDADE GIFT

Tratamentos 0Oh 0,5h 1lh 3h 6h 12 h 24 h

Controle ndo diluido 86+5°? - - - - - .

Bicarbonato de sdio 74 +12° 65+21° 64+20% 51+29% 35+31° 4+13° 0
Citrato de sodio 69+21° 56+26° 53+25% 40+26% 31+£30% 11+18% 0
Cloreto de sodio 73+16° 66+17% 65+18% 47+26° 37+26° 12+19° 0
Cloreto de potassio 76 +15° 59+24° 57+192% 39+24% 17+25° 4+11° 0
Cloreto de célcio 83+11° 73+15% 54+28% 26+30° 11+18° 1+4° 0
Glicose 78+7° 73+12% 63+23% 47+27° 33+28% 17+23® O
VARIEDADE UFLA
Tratamentos Oh 0,5h 1h 3h 6 h 12 h 24 h

Controle ndo diluido 88 +5? - - - - - .

Bicarbonato de sédio  79+7°% 79+8% 71+17°% 74+10%® 64+22° 16+24° 0
Citrato de sodio 74+19° 74+21% 66+26% 62+29° 63+21% 31+21% O
Cloreto de sodio 79+18°% 79+11% 79+10% 69+13°% 66+17% 37+23° 0
Cloreto de potassio 76 +21% 73+24% 63+27° 56+30° 48+28° 21+23° 0
Cloreto de célcio 78+25% 71+31% 64+33% 57+30° 40+28° 8%12° 0
Glicose 80+10° 73+24% 76+15% 69+23% 61+31° 33%£32° 0

Fonte: Da autora (2018).
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Tabela 3 - Comparacéo entre os tratamentos (sémen diluido e ndo diluido) por meio do vigor
(0-5), dentro de cada tempo (h) apds a dilui¢do, para as duas variedades de tilapia
do Nilo (n=14, média £ DP).

VARIEDADE GIFT

Tratamentos 0Oh 0,5h 1h 3h 6h 12 h 24 h

Controle ndo diluido 4,8+04°? - - - - - -

Bicarbonato de sodio 4,2+0,7° 39+10°% 41+11°% 31+152% 21+19% 04+12° 0
Citrato de sodio 41+09° 36+13% 35+15% 29+16°% 23+21% 16+17% 0
Cloreto de sodio 40+08° 39+09°% 40+08°% 36+15% 33+1,7% 16+1,7% 0
Cloreto de potassio 4,3+06° 37+12% 36+10°% 27+13% 14+17° 03+08° 0
Cloreto de calcio 45+09% 41+09% 31+10°% 15+1,7° 1,0+1,3° 04+0,9° 0
Glicose 45+05% 41+08°% 36+15°% 26+15% 22+19% 12+14% 0
VARIEDADE UFLA
Tratamentos Oh 0,5h 1h 3h 6 h 12 h 24 h
Controle ndo diluido 5,0+0° - - - - - -
Bicarbonato de sédio 46+06% 44+06°% 43+10% 45+0,7% 39+11% 10+1,2°2 0
Citrato de sddio 46+09% 43+13°% 39+15°% 36+18° 44+13% 24+152 0
Cloreto de sodio 47+06% 47+05% 46+09% 40+10% 41+10% 26+1,3% 0
Cloreto de potassio 4,3+10° 44+14°% 39+14° 30+16"° 29+17° 14+15% 0
Cloreto de célcio 44+15% 41+17% 40+16° 30+16° 22+14° 09+1,1% 0
Glicose 46+06% 41+13% 42+11°% 36+13% 36+1,82% 19+1,7% 0

Fonte: Da autora (2018).

Na Tabela 4 estdo expressos os resultados de uma regressdo linear realizada para
estimar qual a hora maxima em que se pode obter uma taxa de motilidade acima de 30%. Os
valores obtidos demonstraram que para a variedade GIFT os diluidores que preservam melhor
0 sémen por maior tempo de resfriamento foram a glicose (11,3 h) seguido pelo cloreto de
sodio (10,9 h), enquanto que para a UFLA primeiramente foram o cloreto de sédio (15,0 h),

seguido pela glicose (14,5 h).
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Tabela 4 - Analise de regressédo linear (Y= po + B1 Xi + &) indicando a hora maxima que a
motilidade se mantém em até 30% para cada tratamento.

GIFT
Diluidores Bo B, R? Tempo (h)
Bicarbonato de sédio 63,68 3,14 84,42% 10,7
Citrato de sédio 54,47 2,62 85,83% 9,3
Cloreto de sédio 63,14 3,04 88,35% 10,9
Cloreto de potéssio 55,12 2,89 72,42% 8,7
Cloreto de calcio 55,73 3,05 60,05% 8,4
Glicose 65,02 3,11 85,94% 11,3
UFLA
Diluidores Bo B, R? Tempo (h)
Bicarbonato de sédio 78,37 3,58 91,43% 13,5
Citrato de sédio 73,19 3,09 97,24% 14,0
Cloreto de sédio 81,13 3,4 99,07% 15,0
Cloreto de potassio 69,01 3,14 94,51% 12,4
Cloreto de calcio 67,45 3,3 87,14% 11,3
Glicose 78,18 3,33 98,86% 14,5

Fonte: Da autora (2018).

As taxas de motilidade e vigor espermatico entre as variedades, foram comparadas 6 h
apos a diluicdo (FIGURA 2). Os resultados demonstraram que a variedade UFLA foi superior
a variedade GIFT para a grande maioria dos diluidores testados, diferindo somente para as

amostras de sémen diluido em cloreto de sodio para o parametro de vigor.
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Figura2 - Comparacdo entre as duas variedades, através dos parametros taxa de motilidade
subjetiva (%) e vigor espermético (0-5) das amostras de sémen diluido nos
diferentes diluidores no tempo de 6 h apos a diluicéo e resfriamento.
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Fonte: Da autora (2018).

3.2 Experimento 2 - Avaliacdo do sémen diluido imediatamente ap6s a ativagado por
120 s, através do sistema CASA

As amostras controle ndo diluido e de sémen diluido de ambas variedades, foram
avaliadas pelo sistema CASA (TABELAS 5 e 6). Ao longo do tempo, como esperado todas as
amostras decresceram tanto para a taxa de motilidade, quanto para VCL nos 120 s que
correram apos a ativagao.

No tempo de 10 s as amostram ndo diferiram entre si para nenhuma das variedades,
para 0s parametros de taxa de motilidade e VCL (77% e 57 um s™ para a variedade GIFT;
69% e 65 pum s para a variedade UFLA). Ja nos tempos seguintes, as amostras de sémen
diluido apresentaram ampla variagéo entre os diluidores e entre as variedades, enquanto que a

amostra controle ndo diluido se manteve sempre entre os maiores resultados.



61

Para a variedade GIFT, no tempo 30 s ap6s a ativacdo, maiores taxas de motilidade
foram encontradas para as amostras controle ndo diluido (74%) e sémen diluido em citrato de
sodio (59%), cloreto de sodio (65%) e cloreto de potassio (65%). Ja para VCL, maiores
valores foram encontrados para controle no diluido (53 um s™) e sémen diluido em cloreto
de sédio (55 um s™), cloreto de potassio (47 um s™) e glicose (45 um s™). Sessenta segundos
apos a ativacao, as maiores taxas de motilidade foram encontradas para as amostras controle
ndo diluido (57%) e sémen diluido em cloreto de sodio (50%), cloreto de potassio (51%),
enquanto que n&o houve diferencas entre as amostras para VCL neste tempo (38 um s). Nos
tempos de 90 s e 120 s ndo houve diferencas para taxa de motilidade e para VCL (42% e 27
um s 34% e 23 um s respectivamente).

Para a variedade UFLA, no tempo 30 s ap0s a ativacdo, maiores taxas de motilidade
foram encontradas para as amostras controle nao diluido (67%) e sémen diluido em cloreto de
potéssio (59%) e glicose (60%). J& para VCL, maiores valores foram encontrados para
controle ndo diluido (72 pm s™) e sémen diluido em citrato de sédio (66 pum s™), cloreto de
sodio (63 pm s™) e glicose (67 pum s™). Nos tempos de 60 e 90 s ap6s a ativacao, as maiores
taxas de motilidade foram encontradas para as amostras controle nao diluido (43% e 25%) e
sémen diluido em cloreto de sddio (38% e 24 %), cloreto de potassio (45% e 23%) e glicose
(35% e 26%), enquanto que ndo houve diferencas entre as amostras para VCL neste tempo
(52 pm s e 44 um s%), respectivamente. Cento e vinte segundo ap6s a ativacdo, as maiores
taxas de motilidade foram encontradas para as amostras controle ndo diluido (18%) e sémen
diluido em bicarbonato de sédio (16%), cloreto de sddio (20 %) e glicose (18%), enquanto
que para VCL somente a amostra de sémen diluido em cloreto de célcio obteve o menor valor
(15 pm s'%).

Pode-se observar um resultado em comum entre as variedades para a taxa de
motilidade: no tempo de 10 s apos a ativacao, todas as amostras foram iguais para ambas as
variedades, no entanto, nos tempos de 30 e 60 s, a amostra de sémen diluido em bicarbonato
de sodio e cloreto de célcio obtiveram os menores valores, enquanto que a amostra controle
ndo diluido obtive as maiores taxas para ambas variedades. No tempo de 90 s as maiores taxas
encontradas para as ambas variedades foram para a amostra controle ndo diluido e as amostras
de sémen diluido em cloreto de sodio, cloreto de potassio e glicose. No tempo de 120 s as
maiores taxas foram encontradas nas amostras controle ndo diluido e amostras de sémen

diluido em bicarbonato de sodio, cloreto de sodio e glicose.
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Para VCL pode-se observar que ndo houve diferenga entre os tratamentos nos tempos
10 s, 60 s e 90 s para ambas variedades. No tempo de 30 s as maiores velocidades foram
encontradas para a amostra controle ndo diluido e amostra de sémen diluido em cloreto de
sodio e glicose, sendo as piores velocidades encontradas nas amostras de sémen diluido em
bicarbonato de sodio e cloreto de célcio. Ja no tempo de 120 s as maiores velocidades foram
das amostras controle ndo diluido, amostra de sémen diluido em bicarbonato de sédio, citrato

de sodio, cloreto de sodio, cloreto de potassio e glicose.

Tabela5 - Comparacdo entre os tratamentos (sémen diluido e ndo diluido) por meio da taxa
de motilidade (%), dentro de cada tempo (s) ap0ds a ativacao, utilizando o sistema
CASA, para as duas variedades de tilapia do Nilo (n=5, média + DP).

VARIEDADE GIFT

Tratamentos 10 s 30s 60s 90s 120 s
Controle nao diluido 77 +10° 74+9°% 57+12°2 42 +8° 32+6°2
Bicarbonato de sédio 62+8° 38+6° 34+8° 39+20°? 34+7°
Citrato de sédio 56 + 11 ° 50 +11° 45+ 12" 33+13° 29 +5°2
Cloreto de sodio 64 +13° 65+9° 50+6° 41 +7° 31+5°
Cloreto de potassio 64 +17° 65+17°2 51+13°% 30+3° 26+6°
Cloreto de célcio 60+9° 53+10° 39+10° 30+6°2 26 +9°2
Glicose 64 +11° 53+11° 45+9° 33+6°2 27 +4°

VARIEDADE UFLA

Tratamentos 10s 30s 60 s 90 s 120 s
Controle néo diluido 69 + 14?2 67 +15°2 43+15°% 25+14°2 18 +15°
Bicarbonato de s6dio 44 + 262 19+10°¢ 16 +14° 17 +19° 16 + 18°
Citrato de sédio 47 + 262 40 + 33" 27 +26° 15+ 13° 14 +15°
Cloreto de sodio 50 + 342 49+20°" 38+20° 24 +13° 20+ 14°
Cloreto de potassio 44 +20° 59+23°% 45+ 27° 23+22° 15+15°
Cloreto de célcio 59 + 192 49 +24° 21+18° 12 +14° 11 +14°
Glicose 55 + 272 60 + 282 35+19° 26 +14° 18+12°

Fonte: Da autora (2018).
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Tabela 6 - Comparacdo entre os tratamentos (sémen diluido e ndo diluido), por meio da
velocidade curvilinear (i s™), dentro de cada tempo (s) apés a ativagéo, utilizando
o sistema CASA, para as duas variedades de tilapia do Nilo (n=5, média £ DP).

VARIEDADE GIFT

Tratamentos 10s 30s 60s 90s 120's
Controle n&o diluido 57+6° 53+2° 38+5° 26+4° 21+2°
Bicarbonato de sédio  40+10° 30+5° 27+12° 25+4° 23+4°
Citrato de sodio 41+10° 41+8° 32+7° 27+8° 21+5°
Cloreto de sodio 51+6° 55+6° 3B+7° 25+5° 23+7°
Cloreto de potassio 48 +12° 47+7° 29+5° 25+6° 19+3°
Cloreto de calcio 48+8° 39+8° 20+7° 23+8° 22+5°
Glicose 50 +13° 45+ 14° 29+7° 23+4° 19+3°

VARIEDADE UFLA

Tratamentos 10s 30s 60s 90s 120 s
Controle ndo diluido 65+13° 72+8° 50+12° 36+9° 34+9°
Bicarbonato de sédio 56 +17° 50 +33° 47 +27° 44 +22° 36+14°
Citrato de sédio 61+22° 66 +20° 46 +13° 41+15° 28+18°
Cloreto de sodio 65+12°% 63+9° 47+ 11° 40+12° 33+11°
Cloreto de potassio 58+ 17°% 58 +5° 41+£2° 30+10° 28+8°
Cloreto de célcio 61+13° 50+6° 36+ 16° 29+28° 15+17°
Glicose 63+9° 67+5° 52+13° 44 £14° 39+16°

Fonte: Da autora (2018).
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4 DISCUSSAO

De uma maneira geral, este estudo é de suma importancia, pois atraves das
informacBes obtidas pode-se iniciar o estabelecimento de um protocolo de reproducéo
artificial para tilapias. Com isso, abrird varias possibilidades dentro da cadeia de produtiva,
como a obtencéo eficiente de alevinos, possibilitando a identifica¢do individual dos animais,
informacdes de pedigree completo, aumento da acurécia das estimativas dos valores genéticos
e, consequentemente, atingir uma melhor resposta de selecdo de programas de melhoramento
genético.

No presente estudo, avaliou-se o efeito de seis diluidores no sémen de duas variedades
genéticas de tilapia do Nilo. Os diluidores foram testados quanto a sua capacidade de
armazenar o sémen por 24 h a 4 °C e quanto a sua eficacia em manter uma boa qualidade do
sémen apobs a ativacdo. N&o foi reportado na literatura, estudos sobre a resposta espermatica
de O. niloticus a uma comparagdo entre os diluidores mais utilizados em reproducdo de
peixes. A escolha de um diluidor adequado é um dos primeiros passos para realizar
tecnologias reprodutivas mais complexas como a criopreservacao por exemplo.

Neste estudo foi utilizado a diluicdo de 1:10 (sémen:diluidor), devido a alta
viscosidade do sémen. Este valor se encontra dentro da faixa recomendada por um estudo com
tilapias, para que a taxa de fertilizacdo ndo seja prejudicada (RANA; MCANDREW, 1989).

A osmolalidade do plasma seminal esta altamente relacionada com mecanismos que
regulam a motilidade dos espermatozoides, e a diferenca entre a osmolalidade do sémen e da
solucdo diluidora pode ativar a motilidade espermatica (ALAVI; COSSON, 2006;
BONDARENKO et al., 2013). Pelo fato de O. niloticus apresentar aproximadamente 267
mOsm kg™ (resultados ainda ndo publicados, descritos no artigo 1), os diluidores na
osmolalidade de 300 mOsm ndo afetaram o inicio da motilidade espermatica da espécie em

questéo.

4.1 Experimento 1 - Avaliagdo subjetiva do sémen diluido e refrigerado durante 24

horas

As diferentes composi¢cdes dos diluidores, afetaram a motilidade espermaética da
variedade GIFT nos tempos 0 e 0,5 h onde houve uma grande variagdo nos valores,
demonstrando uma demora para 0 sémen se estabilizar com diluidor. O mesmo néo ocorreu

com a variedade UFLA nos mesmos tempos, onde todos os diluidores se mantiveram
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equivalentes ao controle ndo diluido. Outros trabalhos obtiveram resultados similares aos
encontrados para variedade UFLA, quando estudaram diluidores idnicos (cloreto de sédio) e
ndo idnicos (glicose) em Danio rerio (WILSON-LEEDY et al., 2009), Exos lucius L. (ALAVI
et al., 2009), Vimba vimba (ALAVI et al., 2010).

Nos tempos de 1 h e 3 h praticamente ndo houve diferengas entre os tratamentos para
nenhuma das variedades, salvo no tempo de 3 h cujo a amostra diluida em cloreto de célcio
foi inferior as demais para a varidedade GIFT.

O tempo de 6 h apds a diluicdo e resfriamento, pode ser considerado um tempo
adequado para que as praticas do manejo reprodutivo artificial sejam sincronizadas, ou ainda,
tempo suficiente para transportar esse sémen para outras pisciculturas, por isso esse tempo foi
0 escolhido para comparacGes entre as duas variedades. Neste tempo, todas as amostras de
sémen diluido se mantiveram acima de 30% de motilidade para a variedade UFLA, enquanto
que para a variedade GIFT apenas para o bicarbonato de sddio, citrato de sddio, cloreto de
sodio e glicose se mantiveram acima de 30% de motilidade, demonstrando assim uma
resisténcia maior do sémen da variedade UFLA ao resfriamento. De uma maneira geral, na
aplicacdo pratica, amostras de sémen mantidas resfriadas e com motilidade de, pelo menos
30%, poderiam ser utilizadas sem prejuizos em procedimentos de desova induzida em
laboratério (MARQUES; GODINHO, 2004). Ainda nesse tempo, pode-se observar o pior
desempenho tanto para taxa de motilidade, quanto para vigor, das amostras de sémen diluido
em cloreto de potassio e cloreto de célcio, para ambas variedades.

Vale salientar ainda, que as taxas de motilidade subjetiva e vigor espermatico das
amostras da variedade UFLA, foram maiores do que as encontradas para a variedade GIFT.
Isso pode ser explicado pelo fato da variedade UFLA ter sofrido selecdo indireta para
crescimento e acasalamento ao acaso no local do experimento durante muitos anos, o que
sugere um melhor desempenho reprodutivo da mesma, pois esses fatores tem como efeito ao
longo das geracdes estabelecer uma populacdo adaptada a atual condi¢do ambiental.

Tilapias melhoradas como a GIFT por exemplo, tem o foco de selecdo para a
caracteristicas produtivas como crescimento, 0 ganho em peso e peso corporal a despesca
(YOSHIDA et al., 2013, REIS NETO et al., 2014) e rendimento de filé (GJERDE et al., 2012;
NGUYEN et al., 2010). Essa selecdo tende negligenciar caracteristicas como as reprodutivas
(baixa herdabilidade) por exemplo, que ndo sdo de interesse para 0 programa a curto prazo.
Quando a herdabilidade é baixa, os efeitos ambientais contribuem mais para a variacdo
fenotipica do que os efeitos genéticos aditivos (GJEDREM; THODESEN, 2005), o que

dificulta muito a selecdo desses animais para as caracteristicas reprodutivas.
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A hipétese de um possivel melhor desempenho reprodutivo da UFLA em relacdo a
GIFT, pode ser comprovada pelo fato de ap6s doze horas de resfriamento, a variedade GIFT
ndo possuir nenhuma amostra acima de 30% de motilidade, além de apresentar os valores
mais baixos para taxa de motilidade subjetiva. E por sua vez, a variedade UFLA apresentou
trés amostras de sémen diluido com motilidade acima de 30%, sendo as amostras de sémen
diluido em citrato de sédio, cloreto de sddio e glicose.

Outro fator importante é o fato das solucdes diluidoras que continham o ion Na*
presente, estar sempre entre os melhores resultados para as ambas variedades. 1sso pode ser
devido a afinidade com a grande quantidade do fon Na* presente no plasma seminal de O.
niloticus, que possui 145,35 mmol™ de Na* e também 0,85 mmol™ de Ca®* e 2,5 mmol™ de K*
(resultados ainda ndo publicados, descritos no artigo 1). Essas informagcfes sdo muito
importantes, porque apesar da possibilidade de se utilizar diluentes desenvolvidos para uma
espécie em outra (LEGENDRE e BILLARD, 1980), cada espécie possui sua peculiaridade e
composic¢do idnica do plasma seminal diferentes, e por isso requer seu proprio diluente (OTT
e HORTON, 1971) para um melhor aproveitamento desse sémen.

Existem varios estudos com a utilizacdo do jon Na* compondo solucgdes diluidoras,
como um estudo conduzido com bagre africano (Clarias macrocephalus) que encontrou taxas
de motilidade de 51% do sémen diluido em cloreto de sddio, apds dois dias de estocagem
(VUTHIPHANDCHAI; THADSRI; NIMRAT, 2009); ou mesmo outro estudo que utilizando
um diluidor comercial enriquecido com citrato de sodio para diluir o sémen de pacu
(Piaractus mesopotamicus), obteve resultados de 80% de taxa de motilidade logo apds a
diluicdo (MARIA et al., 2004).

As amostras de sémen diluido em glicose apresentaram resultados satisfatorios nesse
estudo. A glicose vem sendo amplamente utilizada como diluidor de sémen, tanto na forma
mais simples (glicose 5%), como de forma mais complexa em conjunto com outras
substancias (VIVEIROS; GODINHO, 2009) e isso porque possui efeitos de estabilizacdo na
membrana dos espermatozoides, agindo também como substrato de energia (QUINN, 1985;
HOLT, 2000). Os acUcares, de uma maneira geral tém sido utilizados por sua capacidade de
melhorar a motilidade dos espermatozoides de varias espécies de peixes como truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) (CIERESZKO et al., 2014; NYNCA et al., 2017; JUDYCKA et al.,
2018), bagre africano (Clarias gariepinus) (URBANYI et al., 1999), esturjdo siberiano
(Acipenser baeri) (GLOGOWSKI et al., 2002) e dourado (Salminus Dbrasiliensis)
(CAROLSFELD et al., 2003).
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Os efeitos positivos do ion sodio e da glicose podem ser comprovados pelo fato de os
dois manterem o sémen com capacidade fertilizante por mais horas para ambas variedades.
Para a variedade GIFT os diluidores que preservam melhor o sémen por maior tempo de
resfriamento foi a glicose (11,3 h) seguido pelo cloreto de sodio (10,9 h), enquanto que para a

UFLA primeiramente foi o cloreto de sodio (15,0 h), seguido pela glicose (14,5 h).

4.2 Experimento 2 - Avaliacdo do sémen diluido imediatamente apds a ativagao por
120 s, através do sistema CASA

Como esperado, a taxa de motilidade e a velocidade curvilinear foi decrescendo ap0s a
ativacdo a medida que os segundos foram passando. No entanto, os valores da taxa de
motilidade avaliada pelo CASA da variedade GIFT foram maiores que da variedade UFLA,
isso se deve a uma maior resisténcia a manipulacdo para o manejo da primeira variedade em
relacdo a segunda, uma vez que a variedade UFLA pareceu ndo ter recuperado da primeira
coleta de sémen, no periodo de tempo estipulado. Isso pode ser um indicativo de algum ganho
indireto da variedade GIFT devido a selecdo para caracteristicas de producéo.

Num primeiro momento, as amostras de sémen de ambas as variedades néo
apresentaram diferencas. Ap6s os 10 s iniciais a taxa de motilidade apresentou ampla variacdo
para ambas variedades. Um fator comum para as duas variedades, foi que o sémen diluido em
bicarbonato de sodio e cloreto de calcio, apresentaram a menor taxa de motilidade até o tempo
de 60 s.

Apos esse tempo, as amostras voltaram a divergir entre si, entretanto alguns estudos
com peixes de dgua doce demonstraram a formacao do cone de fertilizacdo que impede que
ocorra a poliespermia, ocorre logo nos segundos iniciais, ndo ultrapassando os 60 s
(NEUMANN et al., 2007; MARIA et al., 2008; GANECO et al., 2009; ORFAO et al., 2011;
ISAU et al., 2013), sugerindo assim que n&o é necessario mais do que esse tempo para que um
espermatozoide possa fecundar um ovocito. Algumas observacdes de microscopia eletrénica
de varredura realizadas com tilapias, mostraram que alguns eventos do processo de
fertilizacdo, envolvendo a chegada do espermatozoide ao canal micropilar, até a sua
penetracdo no citoplasma do ovdcito, ocorrem muito rapidamente (fracdes de segundo). No
entanto, a cauda do espermatozoide permanece fora por cerca de 1-2 min (BERN;
AVTALION, 1990)
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Quanto a andlise da VCL, a variedade UFLA apresentou valores maiores do que a
variedade GIFT, demonstrando que os machos da variedade UFLA s&o t&o velozes quantos 0s

da variedade GIFT em termos de qualidade de sémen, quando criados na regido de Lavras.
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5 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que a variedade UFLA pode ser uma boa opcdo para a
possiveis ensaios de reproducdo artificial, em regides cujas condi¢des climaticas séo
semelhantes as condi¢fes da regido sul de Minas Gerais. A variedade GIFT apresentou alguns
dos resultados reprodutivos inferiores ao da UFLA devido aos muitos anos de melhoramento
genético, com selecdo e cruzamentos voltados para caracteristicas produtivas negligenciando
as caracteristicas reprodutivas.

Por isso, pode-se resfriar o sémen da variedade GIFT em qualquer diluidor por apenas
uma hora, enquanto que o sémen da variedade UFLA resiste ao resfriamento por seis horas
em qualquer um dos diluidores testados. As amostras de sémen diluido variaram muito nos
dois experimentos, somente as solucdes de cloreto de sdédio e glicose obtiveram bons
resultados em ambos experimentos, assim podem ser utilizadas para a diluicdo de sémen em

ambas as variedades de O. niloticus.
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