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Computer Assisted Sperm Analy@ZASA) em softwarelivre empregado
em analises espermaticas de peixes: cientomet@i@cao em rotina de
reproducéo artificial

RESUMO

Esta dissertacdo baseia-se na elaboracédo de tigssarientificos distintos. (1) Primeiro artigo
trata-se de uma andliseentométricaEm 2007 foi lan¢cado no meio cientifico por Wilsoeddy

e Ingermann, o primeiro artigo utilizando o CASA seaitwarelivre em anélise de mobilidade
espermatica para peixes, para este estadoartir de técnicas cientométricas, foi avaliado a
contribuicdo e o impacto que o artigo provocou sraunidade cientifica. Também foi avaliada a
frequéncia no numero de publicacdes utilizandoisemlandroldgicas em peixes, desde 2007 a
2014 em quatro revistas que publicam artigos refesea este tema. Foram avaliados sob artigos
que realizaram analise androlégica em peixes amitlip algum sistema CASA existente, as
variaveis utilizadas e as formas de interpretag@® résultados para determinar a viabilidade
espermatica e correlacionar os parametros de matdmespermatico com o potencial de
fertilizacdo. Para a cientometria da contribuicadahcamento do CASA esoftwarelivre foi
realizada busca mgoogleacadémico para levantar todos os trabalhos quarhaitado o artigo.
Para a cientometria dos artigos com peixes utiiaam CASA, foi realizado busca utilizando o
indexador daScienceDirect E para avaliar as variaveis e as interpretagéakzadas pelos
autores, colhemos suas caracteristicas dos mateziamétodos e resultados nos artigos.
Encontrou-se 123 citacGes do artigo de Wilson-Leedggermann destes, 94 séo artigos, dos
quais 66 foram realizados com peixes e, 35 desdzaram suas pesquisas utilizando o CASA
em softwarelivre, e ocorreu um aumento de 85% nas publicacii@sdo o autor referéncia. Na
busca de artigos que utilizam analise andrologmgeixes, ocorreu um aumento de 59,4% das
publicacdes de 2007 a 2014. Dos artigos que utiligaalquer sistema CASA para a avaliagéo da
mobilidade espermatica em peixes, 75,76% dos trabahvalia dois ou mais tempos do
movimento espermatico, 51,52% utiliza pelo menoatrgudas caracteristicas geradas pelo
CASA, aproximadamente ¥ dos trabalhos validou esltados do CASA com fertilizacdo ou
ecloséo dos ovos e usou modelos estatisticos geupaa as variaveis correlacionadas do CASA
e explica-las, menos de 10% dos artigos exploraefagdm estatistica na cinética espermética e
para explicar as caracteristicas gerados pelo Cédbte a fertilidade espermatica. O artigo de
Wilson-Leedy e Ingermann contribuiu para o avangs gesquisas com espermatozoides de
peixes, e foi utilizado na avaliacdo esperméaticaod&os animais e outras células, também
concluimos que pouco se sabe da relacdo de algtaridseis espermaticas geradas pelo CASA
com a fertilidade espermética em peixes. E queesguyisadores ndo utilizam em sua totalidade
0s recursos do sistema CASE) Segundo artigo trata-se de um experimento pgeodecao
artificial: O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitderetivos ou independentes da relacdo
espermatozoides moveis:ovocito e da velocidadermgiea em procedimentos de reproducao
artificial com o uso do sémen do jundih@mdia quelencriopreservado. Através doomputer
Assisted Sperm Analys[€ASA) foram avaliadas em seis réplicas a motilea a velocidade
espermatica do sémen criopreservado a partir deseigundos da sua ativacdo e a cada um
segundo até o termino do movimento espermatica ®a&nsaio de fertilizacao foi aplicado um
delineamento experimental em esquema fatorial (63)x composto de seis relagbes
espermatozoides méveis:ovocito (70.000, 90.000,0000 130.000, 150.000 e 170.000), trés



velocidades espermaticas (60, 40 e 20@)estrés réplicas ou blocos experimentg@isofs de
ovécitos provenientes de trés grupos de fémeaskuhgms de ativacdo dos espermatozoides
(cinéticas) foram elaboradas com auxilio de modsdtatistico ndo linear. Os efeitos foram
avaliados sobre as taxas de fertilizacdo, eclodaovas normais. Na avaliacdo das variaveis, a
analise de superficie de resposta ndo mostrouoefeierativo (p>0,05) entre a relacéo
espermatozoides moveis:ovocito e as velocidadesregficas, sobre as taxas de fertilizacdo, de
eclosdo e de larvas normais. Somente foi enconteddivo linear (p<0,05) da velocidade
espermética sob as taxas de fertilizagdo e dedecldss ovos. De acordo com os resultados,
conclui-se que nado ha diferenga alguma entre usg® @O0 até 170.000 espermatozoides moveis
para cada ovacito sobre 0 sucesso reprodutivo mnosede taxa de fertilizacao, eclosdo dos ovos
e normalidade larval do jundi&iiamdia quelene, que o valor da velocidade espermatica é
determinante sobre o sucesso reprodutivo dos eapmroides de jundidRhamdia quelén
diminuindo as taxas de fertilizacdo e eclosdo aoméadiminui a velocidade espermatica.

Palavras-chave criopreservacdo, dose inseminante, espermatezoidémen, velocidade

espermatica.



Computer Assisted Sperm Analysis (CASA) in fredwafe employed in
fish sperm analysis: scientometrics and applicahawutine artificial

reproduction

ABSTRACT

This dissertation is based on the development of¢gparate scientific papers. (1) First article it
is a scientometric analysis: In 2007 was releagetthe scientific means by Wilson-Leedy and
Ingermann, the first article using the CASA freé&ware in sperm mobility analysis for fish, for
this study, from of scientometric techniques, tbatdbution has been assessed and the impact
that the article caused the scientific communityal$o evaluated the frequency in the number of
publications using andrologic analysis in fish,ffr@007 to 2014 in four magazines that publish
articles related to this topic. Were evaluated uragicles made soundness analysis in fish using
any existing CASA system, the variables used angsw@ interpret the results to determine the
sperm viability and correlate the sperm motion peai@rs with the potential fertilization. For
scientometry CASA launching the contribution inefreoftware took place in the google scholar
search to get all the work that had quoted thelartFor scientometry of items with fish using
CASA, was conducted using the search index of Seieitect. And to assess the variables and
the interpretations made by the authors, harvestackeristics of the materials and methods and
results in the articles. It was found 123 quotets@Vi-Leedy article and Ingermann these, 94 are
articles, of which 66 were performed with fish, &8l of these conducted their research using
CASA in free software, and there was an increas&58b in citing publications the author
reference. In the search for articles that usésingoundness analysis, an increase of 59.4% from
2007 to 2014. Of the publications articles using home system for the assessment of sperm
motility in fish, 75.76% of the two work assessesmre times the spermatic movement, 51.52%
use at least four of the characteristics generbje@ASA, about % of the work validated the
CASA results with fertilization and hatching of eggnd used statistical models to group
correlated variables CASA and explanations thess than 10% of articles explores statistical
modeling in sperm kinetics and to explain the ctiamstics generated by CASA on sperm
fertility. The article by Wilson-Leedy and Ingernmanontributed to the advancement of research
with fish sperm, and sperm was used in the evanatf other animals and other cells also
concluded that little is known of the relationslmpsome sperm variables generated by CASA
with fertility sperm in fish. And the researchers dot use in full the resources of the CASA
system. (2) According to an article this is an expent of artificial reproduction: The objective
of this study was to evaluate the interactive dffeaf the relationship or independent mobile
sperm: oocyte and sperm speed on artificial reprbolu procedures with the use of semen
catfish Rhamdia queleny cryopreserved. Through the Computer Assisted rBpanalysis
(CASA) were evaluated in six replicates motilitydasperm velocity of cryopreserved semen
from eight seconds of its activation and to eactosting to the end of the spermatic movement.
For the fertilization test an experimental desigaswsed in a factorial (6x3x3) consists of six
mobile sperm relations: oocyte (70,000, 90,000,,ad® 130,000, 150,000 and 170,000), three
sperm speeds (60, 40 anduB0s?) and three experimental replicates or blocks @obloocytes
from three groups of female). Activation curvessperm (kinetic) have been prepared with the
help of non-linear statistical model. The effecerevevaluated on the fertilization, hatching and



normal larvae. In evaluating the variables, th@oese surface analysis showed no interaction
effect (p>0.05) between the relationship moving repeoocyte and sperm speed, on the
fertilization rates, hatching and normal larvaelyOmear effect was found (p<0.05) of sperm
speed under the fertilization rates and hatchirgg egccording to the results, it is concluded that
there is no difference between the use of 70,00t Uy 0,000 mobile sperm for each oocyte on
the reproductive success in terms of fertilizatrate, hatching and larval normality of catfish
(Rhamdiaquelen) and that the value of the sperm velocity is deeisn the reproductive success
of sperm catfish Rhamdiaqueler) decreasing the fertilization and hatching ratesdecreases
sperm speed.

Keywords: cryopreservation, insemination dose, semen, sppe@ds spermatozoa.
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1. Breve histérico do CASA

Por volta de 1940 iniciaram-se as primeira gravacde movimento espermatico,
utilizando as tecnologias eletrénicas disponivaigpoca, com o uso de dispositivos de gravacao
de video. A partir de 1970 com a evolucgdo dos ceoagaues digitais programaveis, os biélogos e
espermatologistas vislumbraram a possiblidade do desta tecnologia para quantificar o
movimento de organismos microscopicos, incluindoesgermatozoides (Amann e Waberski,
2014; Amann e Katz, 2004).

Iniciando em 1974 e concluindo em 1975, foi deskido 0 primeiro sistema de analise
espermética assistida por computador (CASA) pagaregn em animais mamiferos, a partir do
gual evoluiu para um sistema totalmente automatiz@mmann e Waberski, 2014). Apds, o
sistema foi incrementado para outros fins, e ag@tiade outras células (Amann e Waberski,

2014), e corrigido as suas falhas.

Um estudo pioneiro, que empregou conceitos do ns&steCASA, aplicado a
espermatozoides de peixes foi publicado em 199%pochec e colaboradores (Percheal,
1995) quando avaliaram as rela¢des entre o contd@ddTP e a motilidade espermética em

carpa.

Apesar do sistema CASA ter sido projetado pardzagahvaliacBes objetivas e repetiveis,
0 usuario deve ter cautela durante a realizacdartfdises e na interpretacéo dos resultados, pois
as configuracdes deoftwaree as condi¢cdes inadequadas para obtencdo dasnenpgdem

frequentemente levar a erros (Boryshpodttal, 2013; Galleget al, 2013).

Outra caracteristica que leva a grandes discregeiecitre os resultados gerados para as
mesmas espécies e por diferentes pesquisadoresae ade um sistema CASA diferente, ja que

existem atualmente 12 diferentes sistemas CAS/Aodispis (Fauvel, Suquet e Cosson, 2010).

2. A ferramenta CASA na analise androldgica em peixes

Resumidamente, o sistema CASA avalia as caraitaedstle mobilidade espermatica,
utilizando uma série de imagens sobrepostas a pertim video do movimento espermatico, o
softwaredo sistema utiliza 0 ponto central da cabeca da espermatozoide para reconstruir a

trajetéria individual dos espermatozoides (Abaigardero e Holt, 2012).

O CASA pode apresentar os dados das caracteristmasespermatozoides com 0s
valores médios das varidveis avaliadas para todosspermatozoides que permaneceram ho
campo do video durante o intervalo avaliado (AbaiGardero e Holt, 2012), ou apresentar as

caracteristicas individuais de cada espermato£@iileon-Leedy e Ingermann, 2007).
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3. Relacdo espermatozoide:ovocito

A relacdo espermatozoide:ovo ou dose inseminammaiideal, pode ser definida como
0 numero de espermatozoides necessarios parazértilada ovo, representando 0 maximo
sucesso na fertilizacao artificial (Lei¢ al,, 2013; Gruberet al, 2005). Essa proporcéo ideal de
gametas € espécie-especifica e esta relacionadaraderisticas especificas da espécie e do
ambiente fertilizante, como o didmetro do ovo Habla (Huchetteet al, 2004), a taxa de
motilidade (Cossoret al, 2008), a velocidade espermética ou a distanei@oprida pelos
espermatozoides (Gaspargti al, 2010; Gagest al, 2004), o tempo de duracdo da motilidade
espermética (Cossomt al, 2008), a taxa de decréscimo da motilidade e elacidade
espermatica (Adames, 2014; Kalbassi, Lorestani eiMazi, 2013), o tempo de contato entre 0s
gametas (Gruberet al, 2005 ), o fator diluicAo dos gametas (Linhattal, 2008), e a
temperatura dos gametas e da solucédo ativadordigheBakker, 2014; Sanchesal, 2011).

A aplicacéo do conceito de dose inseminante emegioentos de fertilizacao artificial é
fundamental para a obtengéo de sucesso nas tafesilieacao, pois o emprego de um numero
excessivo de espermatozoides nestes procedimendesipduzir a polispermia. Além disso, o
emprego de reduzidas doses inseminantes ou rela&gmsmatozoides:ovo pode reduzir a
probabilidade de encontro de gametas, e da mesmme forejudicar o processo de fertilizag&do
artificial (Shimodeet al, 2007).

4. A velocidade espermética

A velocidade dos espermatozoides € amplamenteadiis para avaliar os efeitos do
processamento do sémen sobre a viabilidade eiledéete das células espermaticas (Viveieds
al., 2010). Nas rotinas de avaliacdo androldgicamprego de técnicas de analise espermatica
computadorizada (CASA) (Amann e Waberski, 2014)niter a obtencédo de diversas variaveis
espermaticas, as quais permitem a interpretac@omportamento do movimento espermatico e

dos efeitos das variaveis que interferem sobrepestesso (Bobe e Labbé, 2010).

A viabilidade e a fertilidade dos espermatozoide $&do estimadas por meio de diversas
variaveis. Dentre estas, a velocidade espermasiéadiretamente relacionada a fertilizacdo dos
ovos, uma vez que o0s espermatozoides velozes afaesenaiores chances de alcancar os
ovacitos e concluir o processo de fertilizagdo (@asi et al, 2010; Liljedaret al, 2008; Gage
et al, 2004; Burnesst al, 2004).

Além da velocidade (Gaget al, 2004, Liljedaret al, 2008; Viveiroset al, 2010), o
numero de espermatozoides (Stoltz e Neff, 2006ciBzito et al, 2011) e a longevidade do
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movimento espermatico (Moritt al, 2014) podem interferir de forma independenteanjunta

com a velocidade esperméatica sobre o encontro @ogetgs. Pesquisas relacionadas a este tema,
sugerem a ocorréncia de competicdo entre esperode¢szde diferentes machos de fecundagéo
externa, 0s autores apontam 0 sucesso na compet@matica a velocidade esperméatica
diferenciada, por favorecer a fertilizacao pelgeemnatozoides mais rapidos no salméo selvagem
do Atlantico Salmo salay (Gageet al, 2004), no salméo do artic8dlvelinus alpinds(Liljedar

et al, 2008) e no bluegilllepomis macrochirygBurnes=t al.,2004).
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Artigo I: Analise cientométrica do uso do sistema CASA em peixes:
evolucao do software livre, processamento e interpretacao dos

dados

Preparado de acordo com as normas da relastanal of Informetrics.
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Resumo

Em 2007 foi lancado no meio cientifico por Wilsoeddy e Ingermann, o primeiro artigo
utilizando o CASA ensoftwarelivre em analise de mobilidade espermatica pareepepara este
estudo,a partir de técnicas cientométricas, foi avaliadmatribuicdo e o impacto que o artigo
provocou ha comunidade cientifica. Também foi addia frequéncia no nimero de publicacdes
utilizando analises androldgicas em peixes, deS0& A 2014 em quatro revistas que publicam
artigos referentes a este tema. Foram avaliadoartigbs que realizaram analise andrologica em
peixes utilizando algum sistema CASA existente, vasaveis utilizadas e as formas de
interpretacdo dos resultados para determinar ailidedle espermatica e correlacionar 0s
parametros de movimento espermatico com o potedeidertilizacdo. Para a cientometria da
contribuicdo do lancamento do CASA softwarelivre foi realizada busca mgoogleacadémico
para levantar todos os trabalhos que haviam cite@tigo. Para a cientometria dos artigos com
peixes utilizando o CASA, foi realizado busca méilido o indexador d&tienceDirect! E para
avaliar as variaveis e as interpretacdes realizpel@s autores, colhemos suas caracteristicas dos
materiais e métodos e resultados nos artigos. Eoeese 123 citagBes do artigo de Wilson-
Leedy e Ingermann destes, 94 séo artigos, dos §adizram realizados com peixes e, 35 destes
realizaram suas pesquisas utilizando o CASAseftwarelivre, e ocorreu um aumento de 85%
nas publica¢cBes citando o autor referéncia. Nagbdscartigos que utilizam analise androlégica
em peixes, ocorreu um aumento de 59,4% das pubésagde 2007 a 2014. Dos artigos que
utilizam qualquer sistema CASA para a avaliacamdhilidade espermética em peixes, 75,76%
dos trabalhos avalia dois ou mais tempos do mouimnespermatico, 51,52% utiliza pelo menos
quatro das caracteristicas geradas pelo CASA, mpadamente % dos trabalhos validou os
resultados do CASA com fertilizacdo ou eclosdo dess e usou modelos estatisticos para
agrupar as variaveis correlacionadas do CASA eigaxds, menos de 10% dos artigos explora
modelagem estatistica na cinética espermatica & eeplicar as caracteristicas gerados pelo
CASA sobre a fertilidade espermaética. O artigo dsal-Leedy e Ingermann contribuiu para o
avanco das pesquisas com espermatozoides de peicésitiizado na avaliagdo espermética de
outros animais e outras células, também concluignespouco se sabe da relacdo de algumas
variaveis espermaticas geradas pelo CASA com didade espermética em peixes. E que 0s
pesquisadores nao utilizam em sua totalidade osses do sistema CASA.

Keywords: Wilson-Leedy e Ingermann, espermatozoide, sEmgreite
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1. Introducéo

Por volta de 1940 iniciaram-se as primeira gravaecde movimento espermatico,
utilizando as tecnologias eletrénicas disponivaigpoca, com o uso de dispositivos de gravacao
de video. A partir de 1970 com a evolucgdo dos ceoagaues digitais programaveis, os biélogos e
espermatologistas vislumbraram a possiblidade dp desta tecnologia para quantificar o
movimento de organismos microscopicos, incluindoesgermatozoides (Amann e Waberski,
2014; Amann e Katz, 2004).

Iniciando em 1974 e concluindo em 1975, foi deskido 0 primeiro sistema de analise
espermética assistida por computador (CASA) paggregn em animais mamiferos, a partir do
gual evoluiu para um sistema totalmente automatiz@mann e Waberski, 2014). Apdés, o
sistema foi incrementado para outros fins, e ag@tiade outras células (Amann e Waberski,
2014), e corrigido as suas falhas. Um estudo piopque empregou conceitos do sistema CASA,
aplicado a espermatozoides de peixes foi publicaaio 1995 por Perchec e colaboradores
(Perchecet al, 1995) quando avaliaram as relagfes entre o wdotde ATP e a motilidade

espermatica em Carpa.

Apesar da excelente perspectiva para 0 uso donsisEASA, seus custos de implantacao
sempre foram elevados (Fauvel, Suquet e Cossof; R@ilbassi, Lorestani e Maramazi, 2013;
Sanche®t al, 2013). Estes aspectos levaram ao desenvolvintensistema CASA emsoftware
livre, disponibilizado no ano de 2007 por Wilsoredg e Ingermann (Wilson-Leedy e
Ingermann, 2007). Apesar do sistema CASA ter sidfetado para realizar avalicdes objetivas e
repetiveis, o usuario deve ter cautela duranteabizagdo das andlises e na interpretacdo dos
resultados, pois as configuracbes siiftware e as condi¢cdes inadequadas para obtencdo das

imagens podem frequentemente levar a erros (Boojstset al, 2013).

Independentemente das técnicas utilizadas, a nsg@urprecisa da qualidade do
esperma de peixes tem sido dificil, especialmensmdo se pretende relacionar as caracteristicas
do movimento espermatico e o verdadeiro potenadkdilizacdo destas células (Cabetaal.,
2014). Apesar da disponibilidade de diferentesitésn com diferentes niveis de precisdo, para
mensurar a viabilidade dos espermatozoides, muizess os resultados sdo contraditérios e, em
alguns momentos inconsistentes. Possivelmentgsd® estar associado a falta de compreenséo

sobre o significado e as relagBes das varidveidazbpor meio destas rotinas.

Portanto, a partir de técnicas cientométricas (Bar-2008), foi avaliada a contribuigcéo e
0 impacto que o artigo que divulgou o sistema CASAsoftwarelivre para uso em peixes
(Wilson-Leedy e Ingermann, 2007) provocou ha cochathé cientifica, levando-se em
consideracdo as publicacdes na forma de artigosbdia foi avaliada a producdo de artigos na

area de analises androldgicas em peixes, entneogsde 2007 e 2014 em revistas da area. Ainda
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foram avaliados, nos diferentes sistemas CASAaagweis utilizadas pelos autores e as formas
de interpretacdo dos resultados para determinaaldlidade espermética e correlacionar os

parametros de movimento espermatico com o poteteitdrtilizacao.

2. Materiais e Métodos

Para alcancar os objetivos realizou-se uma aneiksgométrica, dividida em 3 etapas.
Na primeira etapa, avaliou-se a contribuicdo dmartDevelopment of a novel CASA system
based on open source software for characterizatibaebrafish sperm motility parametécde
autoria de Wilson-Leedy e Ingermann (2007), quepéraeiro artigo publicado utilizando analise
espermética assistida computacional (CASA) saftwarelivre em peixes, em seguida para a
segunda etapa, avaliou-se as principais revistas jpublicam trabalhos relacionados com a
reproducéo de peixes, onde avaliamos artigos qlizaeam andélise do movimento espermatico
em peixes, pelo método subjetivo e atraves de altpsisistemas CASA existentes, entre 2007 e
2014, por fim, na terceira etapa avaliou-se os du&aitilizados para interpretar e inferir sobre os
resultados em artigos que utilizaram analise esjt@anatravés do CASA esoftwarelivre ou

nao, em peixes.

2.1 Primeira fase: Avaliacdo cientométrica da contritdd do artigo de Wilson-Leedy e

Ingermann (2007).

Para a primeira fase do trabalho tomou-se como adsgsca em um meio simples e
popular, utilizando o banco de dados da plataf@o@oogleacadémico” para avaliar o impacto
que o artigo referéncia teve sobre a comunidaddéatiaa desde sua publicacdo. A busca no
“google académico” foi necessaria, porque a busca nogipails indexadores especializados
como o ‘ScienceDirect]! “Scopus” e o0 ‘Web of Science} ndo encontram-se todos o0s
documentos, como o0s artigos ndo indexados nessas da dados, os livros, as dissertagdes e as

teses que citaram o artigo referéncia.

Todas as informacdes técnicas, académicas e mastifue citaram o artigo referéncia
foram quantificadas e sistematizadas quanto aorgé&zeinformacao, sejam eles artigos, livros,
teses e dissertacdes. As informagfes também foitemstizadas para descrever e avaliar a,
frequéncia temporal das publicacdes, os gruposieass estudados e, os principais periddicos

utilizados.

Do total de artigos que citaram o artigo refer@nquantificou-se os que utilizaram o
sistema de analise espermatica computadorizada G&Sgoftwarelivre, em quais grupos de

animais estes artigos foram classificados. Alémeadisram quantificados os paises de atuacao do
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autor correspondente de cada artigo, que utilizasadlise espermatica com o CASA em

softwarelivre.

2.2 Segunda fase: Avaliacdo cientométrica temporal degg@s que realizaram analises

androlégicos em peixes.

Para a segunda fase do trabalho, realizou-se busoashanco de dados da
“ScienceDirect; com o objetivo de selecionar artigos publicades periodos de 2007 a 2014,
gue foram especificamente realizados com peixeseeutjlizaram algum sistema de analise
espermatica computadorizada CASA softwarelivre ou ndo e/ou que tenham realizado andlise

de motilidade espermatica pelo método subjetivo.

Realizaram-se buscas no banco de dadoSdariceDirect; com as palavras chaviish
sperm, “fish spermCASA”, “fish semeh e “fish semenCASA” em cinco diferentes revistas das
areas de aquicultura, reproducdo animal, crioprasép de células e fisiologia, que publicam
trabalhos realizados com peixeshquaculturé, “Theriogenology, “Cryobiology, “Animal
Reproduction Scientee “Comparative Biochemistry and Physiology: Part A.lédalar &
Integrative Physiology

Com base nos artigos encontrados na busc&dclariceDirec¢t avaliou-se a distribuicdo
quantitativa dos artigos nas revistas e a freqaétmin que os artigos foram publicados de 2007
até 2014.

2.3 Terceira fase: Caracteristicas dos artigos queizdin o CASA para as analises

espermaticas em peixes.

Para a terceira fase do trabalho, foram utilizaddes os trabalhos da primeira fase e em
igual proporcdo artigos aleatdrios da segunda tasdrabalho. Todos estes artigos foram
avaliados quanto as caracteristicas: pesquisaspedts, marinhos ou de agua doce e analise
espermética computadorizada com o sisté€@#&A. Buscou-se identificar como os autores
usaram o CASA, quais as variaveis avaliadas, cdewigterpretaram os resultados gerados e se

essas interpretacfes foram aplicadas ou resulranesultados fragmentados.

A partir destas analises, foram mesurados os p&i@sné¢A) percentual de artigos que
avaliaram as variaveis do CASA isoladamente; (Brgmual de avaliacdo de dois ou mais
tempos do movimento espermatico; (C) percentualugiliza quatro ou mais caracteristicas, das
geradas pelo CASA; (D) percentual de validacdo wssiltados do CASA com ensaio de
fertilizacdo e/ou eclosdo dos ovos; (E) percemjual utilizou modelos estatisticos para agrupar
as variaveis correlacionadas do CASA, e explic&ddisos demais comportamentos espermaticos
e/ou sobre a fertilizacdo e/ou eclosdo dos ovQspdFeentual que utilizou modelos para mostrar
e/ou explicar o movimento (cinética) dos esperntities; (G) percentual que usou modelos para

explicar as variaveis do CASA sobre a fertilizagmu ecloséo dos ovos.
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3. Resultados

Para a primeira fase do trabalho, encontrou-secita@des do artigo de Wilson-Leedy e
Ingermann (2007), com informacdes técnicas e fiesdi de diversas naturezas. Os resultados
apresentaram ocorréncia de citacdo em 94 artigh84%), 13 teses (10,6%), 10 dissertacdes
(8,1%) e 6 livros publicados (4,9%) (Figura 1A)rer2007 e 2014.

Considerando os 94 artigos publicados, a frequédeiamcorréncia destas publicacbes
aumentou significativamente com o tempo (Efeiteedin positivo; p<0,01; r=0,93), com um
aumento de 85%, sendo, trés em 2008, quatro em 28@In 2010, 17 em 2011, 17 em 2012, 18
em 2013 e 20 em 2014 (Figura 1B). Os livros, tesekssertacdo ndo apresentaram (p>0,05)

comportamento linear crescente, nem mesmo decteqédgura 1B) com o passar do tempo.
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Figura 1. Trabalhos cientificos que fizeram citagéartigo de Wilson-Leedy e Ingermann (2007).ipd t
de publicacao; B) frequéncia das publicacdes.

Os artigos que citaram o trabalho de Wilson-Leethgermann, dividem-se em trabalhos
realizados com peixes (70,2%); invertebrados masrB,6%); mamiferos (8,5%); aves (4,3%);
trabalhos especificos sobre procedimentos empregadcistema CASA (4,5%) (Figura 2A),
algas marinhas (2,1%), e por fim pesquisas com ratogoario flagelado (1,1%). Estes artigos
fazem citacdo do trabalho referéncia e utilizam o analise com o sistema CASA,

independentemente de ser sistema livre ou néo.

Considerando somente os artigos cientificos quearit o trabalho de Wilson-Leedy e
Ingermann, 55 artigos empregaram o CASAsaftwarelivre para avaliacdo de alguma variavel
espermética, sendo 35 pesquisas com peixes (636%)pesquisas com invertebrados marinhos
(12,7%), cinco com mamiferos (9,1%), quatro consdve3%) e um artigo com modificacbes do
softwaredo CASA livre (1,1%) (Figura 2A). Ainda destesigos, um autor realizou pesquisas

com um protozoario flagelado (1,8%) e dois autatdizaram este sistema computacional para
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estudos com toxicidade em algas marinhas das espseochrysis galbana Tetraselmis chui
(3,6%).

Os artigos que citaram o trabalho de Wilson-Leettygermann foram publicados em 33
periddicos diferentes, sendo os mais frequentesJaurhal of Applied Ichthyolodgy o

“Theriogenologye o “Aquacuture ReseartliFigura 2B).
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Figura 2. Trabalhos cientificos que fizeram citagioartigo de Wilson-Leedy e Ingermann, 2007. A)
classe de animal pesquisado; B) principais perigdios artigos.

Das publicagcGes que utilizaram o CASA softwarelivre, os autores correspondentes,
responsaveis pelo artigo atuam principalmente &4 (80,9%), seguindo por Franga (10,9%),
Reino Unido (10,9%), Brasil (7,3%), Canadéa (7,3@hina (7,3%) e outros 9 paises (25,5%)
(Figura 3).
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Figura 3. Trabalhos cientificos que fizeram citacho artigo de Wilson-
Leedy e Ingermann (2007). Paises de atuagdo do emti@spondente dos
artigos, para todos os géneros de animais com cAGHKSsoftwarepago e
livre e, pesquisas somente com peixes com o CASAdcftwarelivre.
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Para a segunda fase do trabalho, na busca realiraddbanco de dados da
“ScienceDirect” encontraram-se 206 artigos, dos quais 41,7% foraumblicados no
“Aquaculturé, 25,7% na Theriogenology, 16,0% na Cryobilogy, 12,1% na Animal
Reproductionsciencé e 4,4% na Comparative Biochemistry and Physiology: Part: @igura
4A).

A frequéncia destas publicacbes aumentou signifeba@ente com o tempo (linear
positivo; p<0,05; r=0,82), com um aumento de 59@¥éde o ano de 2007 até 2014, do qual
foram 13 publica¢cdes em 2007, 12 em 2008, 31 e, 2Mem 2010, 29 em 2011, 34 em 2012 e
36 em 2013 e 32 no ano de 2014 (Figura 4B).
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Figura 4. Artigos que realizaram analise de moadl& espermaticas em peixes. A) distribuicdo dagoart
nos periodicos, de 2007 até 2014; B) frequénciputidicacéo dos artigos.

Por fim, para a terceira fase do trabalho, do a6 artigos avaliados, 100% estudaram
as variaveis espermaticas isoladamente, e 75,7680 tddalhos avaliaram o movimento
espermatico em mais de um tempo da ativacao espegureinda, aproximadamente metade dos
trabalhos utiliza pelo menos quatro das caradmagsespermaticas geradas pelo sistema CASA

(Tabela 1).

Contudo, aproximadamente 25% dos trabalhos explaganalidacdo das variaveis
espermaticas com testes de fertilizacdo e/ou exlosdexploraram modelos estatisticos para

correlacionar e ou explicar as diferentes variaespermaticas (Tabela 1).

Menos de 10% dos artigos empregaram modelos paigaraa cinética espermatica
(Tabela 1). Destes trabalhos, menos de 5% utilizanmadelos para explicar o efeito das variaveis

espermaticas geradas pelo CASA sobre a fertiliza@ieclosédo dos ovos (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas dos artigos que utilimanalise de mobilidade espermaticas através do
sistema CASA, publicados de 2007 a 2014; dadosidgis dos materiais e métodos e resultados
dos artigos.

0,
Item Caracteristica avaliada & 9 €.
ocorréncia
A | avaliou as variaveis do CASA isoladamente 100%
B | avalia em dois ou mais tempos do transcorrer g@mento espermatico 75,76%
C utiliza pelo menos quatro das caracteristicasresfticas geradas pelo CASA 51,52%
D | validou os resultados do CASA com ensaio delifatao e/ou eclosdo dos ovos 25,76%
usou modelos estatisticos para agrupar as variéeeislacionadas do CASA e explica-
E | las sob os demais comportamentos espermaticos@oe a fertilizagao e/ou ecloséo 24,24%
dos ovos
F utilizou de modelos para mostrar e/ou explicainatica dos espermatozoides 9,09%
c |usa modelos para explicar as variaveis do CASAesalfertilizacdo e/ou eclosédo dos 4.55%
0VvosS ’

4. Discussao

O método mais antigo para a avaliagdo da fertiédaspermatica em animais terrestres
(Amann e Waberski, 2014) e mais recentemente pamaags aquaticos era o método subjetivo de
avaliagdo do movimento esperméatico (Rurangival, 2004). Esta técnica foi muito difundida
devido a sua rapidez e praticidade (Viveiaisal, 2012) e relativa confiabilidade, onde um
observador treinado pode avaliar 0 movimento espEcmdiretamente em um microscépio de
luz (Viveiroset al, 2012)

Para a analise espermatica em peixes, este métmt ger pratico e facil, contudo
apresenta possiblidades de impreciséo, especiamentdo ao erro humano e a dificuldade de
realizar a analise em algum momento especifico apdio do movimento dos espermatozoides
(Kime et al, 2001). Além disso, o0 método subjetivo imposiiib avaliacdo da cinética do

movimento espermatico.

Apesar dos aspectos positivos quanto ao empregmalése subjetiva em peixes, nos
ultimos anos o meio cientifico tem exigido o emprekp analises objetivas para qualificar ou
quantificar a viabilidade espermética. Dentre osod@s objetivos, a analise do sémen assistida
por computador ou sistema CASA tem sido muito remutado e, osoftwareslivre tem

recebido atencéo.

O trabalho pioneiro quanto a divulgacdo de um migteaCASA emsoftware livre,
intitulado ‘Development of a novel CASA system based on opercessoftware for
characterization of zebrafish sperm motility paraemg’ publicado em 2007 na revista
Theriogenologyobteve grande aceitacdo e contribuiu muito pamem cientifico e académico,

especialmente por promover a insercao e estimuwlaoaesta ferramenta em rotinas com peixes.
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O plugin CASA utilizado por meio dsoftwarelivre Image J impactou ndo somente 0s
setores que trabalham com sémen de peixes, ma®rarnbm sémen de outros animais
(Lemaitreet al, 2012; Fitzpatriclet al, 2010; Fisheet al, 2014) e até mesmo para avaliacdo do
movimento de outros organismos como algas unicelsii@ iuet al, 2011; Liuet al, 2011a) ou

para a avaliacdo de axonemas (Zukaal., 2012).

Os resultados demonstram que o principal mecangamdivulgacdo do uso do sistema
CASA de analises esperméticas softwarelivre € através de artigos cientificos em perigslico
especializados, especialmente da area de ictiol{@géewulska, Rzemieniecki e Domagala,
2011), reproducédo animal (Sancleesl, 2013b) e aquicultura (Mylonas$ al., 2013).

Os resultados demonstram que, durante os Ultinlosanbs ocorreu um crescimento do
namero de artigos cientificos que utilizaram mésodde avaliacdo das caracteristicas
espermaticas pelo sistema CASA spoftwarelivie na andlise da mobilidade espermatica em
peixes. Este aumento pode estar relacionado camsoimento da aquicultura (FAO, 2014), que
exige maiores padrdes de qualidade, e consequerttemeais pesquisas com espécies de
interesse comercial, melhorando a gestdo de refomedu e aperfeicoando as técnicas de

manipulacao espermatica (Cabegtaal, 2014).

O aspecto comum dos artigos publicados que utilizaalise de mobilidade espermatica
em peixes pelo sistema CASA, € de utilizar e avadieladamente os parametros gerados pelo
software Além disso, grande parte dos artigos avalia ascteristicas dos espermatozoides ao

longo do tempo apds o inicio do movimento espenoati

A avaliagdo do movimento espermatico ao longo dgpteapresenta variagdes entre os
autores devido as dificuldades de manipular o s@ama ao microscopio em encontrar o foco da
imagem em curtos periodos de tempo. Isso leva susadores a realizarem as avaliagdes em
momentos pontuais, em intervalos fixos, acumulazogsleatorios, que variam de 5 (Kalbassi,
Lorestani e Maramazi, 2013) & 30 (Al&tial, 2011) ou até a 120 (Kanuggal, 2011) segundos

apos o inicio da ativacao.

Outra caracteristica importante, é que boa partetddalhos avaliam seus resultados
principalmente através do percentual de espermidiExzomoveis, das caracteristicas de
velocidade espermatica e dos padrdes de natacaespgesmatozoides. Poucos sdo os trabalhos
que utilizaram o CASA para validar o efeito dasarais espermaticas mensuradas pelo CASA
sobre o real produto da reproducédo, que é a prodie@vos, embrides e larvas viaveis (Bobe e
Labbé, 2010). Um dos poucos trabalhos que realizaste procedimento, foi o trabalho de
Kalbassi, Lorestani e Maramazi, (2013), onde osrast avaliaram o efeito de solucdes
ativadoras em varios parametros espermaticas gemaelo sistema CASA e validaram seus

efeitos sobre a fertilizagéo, incubacgéo e taxaeflerchacdes das larvas.
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De mesmo modo, os resultados também sugerem quéairapropor¢éo dos trabalhos
correlacionam as variaveis do CASA entre si, e ooitnas variaveis de viabilidade espermética
com a fertilizagéo ou eclosdo dos ovos (Dziewukskzomagala, 2013). Alguns autores agrupam
as variaveis altamente correlacionadas ou expliegr@nas uma destas varidveis quando,
verificam uma alta correlacdo entre elas, aposzamil de andlises estatisticas de efeitos
principais. Estd alta correlagdo € normalmente mrada quando testadas as velocidades

curvilinea, média de deslocamento e velocidadedrdm feta (Lehnest al, 2012).

Além disso, poucos trabalhos realizam a avaliaca@o cthética do movimento
espermatico. Alguns autores utilizaram modelos livé@ares para avaliar o comportamento do
movimento espermatico (Sanches al, 2013a), mas ndo interpretam o significado destes
resultados. Neste caso, a definicAo dos parametosinética espermatica pode apresentar
importancia significativa para o processo repragut{Rodinaet al, 2008), pois define a
condicao de ativacdo espermatica em diferenteg@sduativadoras ou durante a criopreservacao

do sémen, ndo de forma pontual, mas ao longo @eatprocesso de ativacdo espermaética.

Por fim, poucos trabalhos utilizam modelos estatistpara explicar as caracteristicas
espermaticas geradas pelo CASA sobre a fertiliza¢dio a eclosdo dos ovos. Um dos poucos
trabalhos que o realiza é o artigo de Viveietsal, (2010), que realizou as avaliagfes
esperméticas do sémen criopreservado com o siSBASA e correlacionou as variaveis de
velocidade espermatica com as taxas de fertilizalg®o ovos dePhochiloduslineatus. Estes
autores encontraram uma correlacdo significatived,@b) de r=0,8; r=0,72 e r=0,56 para as
velocidades curvilinea, velocidade média de deslecdo e velocidade em linha reta,
respectivamente, no ensaio de fertilizacdo dos cems espermatozoides criopreservados em

diferentes meios de congelamento.

O CASA apresenta uma série de resultados das edssicas espermaticas, onde muitas
vezes é dificil relaciona-las com a funcao espexifio esperma (Bobe e Labbé, 2010; Amann e
Waberski, 2014). Grande parte dos pesquisadoredlifeculdades de interpretar pontualmente
cada umas destas caracteristicas com a fertilidesl@spermatozoides de peixes. Provavelmente
isso esta associado a escassez de informacbesasaflagdo das variaveis geradas pelo sistema

CASA e a fertilizacdo dos ovos ou a ecloséo.

Varios parametros gerados pelo sistema CASA s&elaoionados entre si e gerados a
partir de uma ou mais variaveis isoladas do prégisgtema CASA (Davigt al., 1992). Desta
forma, os estudos voltados a interpretacdo destdgveis podem sugerir a exclusdo das rotinas

de avaliacdo, de algumas variaveis pouco signifigsit
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E em algum momento todas as medidas de qualidgdenedtica geradas pelo CASA
devem ser validadas (Rurangweh al, 2004; Amann e Waberski, 2014) e, identificadas a

medidas que realmente tem influéncia sobre o soczstertilizacéo dos ovos.

O sistema CASA de analise espermatica € imporam@ndialmente utilizado e aceito
nas avaliacdes de espermatozoides de peixes. bsdeio, 0 emprego deftwareslivre tem
ganhado espaco e confiabilidade no meio cientiftmém, é pouco provavel que as analises
subjetiva do movimento espermatico venham a daileaiserem realizadas, pois apresentam
vantagens para aplicacdo em rotinas de campo gotaéras que ndo exijam elevados indices de
precisdo. Esta afirmacdo pode ser corroboradafplode que pesquisas recentes estdo sendo
publicadas em periddicos conceituados, praticandmdise do movimento espermatico pelo

método subijetivo.

Finalmente, a tendéncia mundial pela diminuiciagtmde animais em pesquisas, sugere
que em breve sera necessario comecar a explosar deumodelagem e simulacdo computacional
nas avaliacdes da qualidade espermatica, de moelsaja possivel prever com seguranca o

comportamento espermatico sem necessariamentearaeadi ensaios de fertilizacawovitro.

5. Conclusao

Apesar da eficacia do CASA para avaliacdo dos petréas espermaticos e a grande
aceitacdo deste método pela comunidade cientificeas pesquisas devem ser desenvolvidas
para buscar a melhor compreensdo das variaveidagepor este sistema para garantir a correta
interpretacdo dos resultados e da qualidade espieamAparentemente, os pesquisadores nao
estdo sabendo utilizar o CASA em sua totalidadazem por ser exigéncia das revistas e por ser

considerada uma analise robusta.
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Artigo II: Efeitos da velocidade espermatica e da relacao
espermatozoides moveis:ovocito sobre o sucesso reprodutivo do jundia

cinza (Rhamdia quelen)

Preparado de acordo com as normas da re¥igiaculture.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos ratteos ou independentes da relacdo
espermatozoides moéveis:ovicito e da velocidadermspea em procedimentos de reproducdo
artificial com o uso do sémen do jundia cinRh&mdia quelencriopreservado. Através do
Computer Assisted Sperm Analy6BASA) foram avaliadas em seis réplicas a motilea a
velocidade espermatica do sémen criopreservadatia g@ oito segundos da sua ativacdo e a
cada um segundo até o termino do movimento espeondara o ensaio de fertilizagdo foi
aplicado um delineamento experimental em esquetoadia(6 x 3) composto de seis relacdes
espermatozoides mdveis:ovécito (70.000, 90.000,0000 130.000, 150.000 e 170.000), trés
velocidades espermaticas (60, 40 e 20prestrés réplicas ou blocos experimentam@is’ de
ovécitos provenientes de trés grupos de fémeaskuhgms de ativacdo dos espermatozoides
(cinéticas) foram elaboradas com auxilio de modsdtatistico ndo linear. Os efeitos foram
avaliados sobre as taxas de fertilizacdo, eclodaovas normais. Na avaliacdo das variaveis, a
andlise de superficie de resposta ndo mostrouoefeterativo (p>0,05) entre a relacdo
espermatozoides moveis:ovocito e as velocidadesregficas, sobre as taxas de fertilizacdo, de
eclosdo e de larvas normais. Somente foi enconteddivo linear (p<0,05) da velocidade
esperméatica sob as taxas de fertilizagdo e dedecldss ovos. De acordo com os resultados,
conclui-se que ndo ha diferenca alguma entre us® @90 até 170.000 espermatozoides moveis
para cada ovocito sobre o sucesso reprodutivo enosede taxa de fertilizacdo, eclosdo dos ovos
e normalidade larval do jundid cinZ&hamdia queléne, que o valor da velocidade espermatica é
determinante sobre o sucesso reprodutivo dos eapmroides de jundia cinfRhamdia quelén
diminuindo as taxas de fertilizacdo e eclosdo coméadiminui a velocidade espermatica.

Keywords: dose inseminante, espermatozoide, sémen de peixe
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7. Introducéo

As técnicas de congelamento podem induzir a irjusies espermatozoides, devido a
formacédo de cristais de gelo intracelular (Barb&gascarenhas 2009). Durante o processo de
criopreservacao os espermatozoides sofrem divered#icacdes de fluidez e das propriedades
funcionais das membranas (Casteloal, 2010) devido as alteracbes osmoticas (Martinez-
Paramoet al, 2012), a adigdo de crioprotetores &lcoois (Ary@{#0), ao congelamento e ao
descongelamento das células espermaticas (Weatngal, 2010). O procedimento de
criopreservagdo das células espermaticas pode iredumjualidade dos espermatozoides
(Rurangweet al, 2004), principalmente no que se refere as tdeanotilidade, a velocidade e ao
indice de linearidade, além da integridade da mensbespermatica (Martinez-Paraetoal,
2012).

A taxa de motilidade (Bobe e Labbé, 2010; MartiRédzamcet al, 2012) e a velocidade
dos espermatozoides (Viveiresal, 2010) sdo amplamente utilizadas para avali@fe$os do
processamento do sémen sobre a viabilidade e ibdéeté das células esperméticas. Nestas
rotinas de avaliacdo, o emprego de técnicas deésandépermatica computadorizada (CASA)
(Amann e Waberski, 2014) permite a obtencdo dershgevariaveis espermaticas, as quais
permitem a interpretacdo do comportamento do mauwionespermatico e dos efeitos das

variaveis que interferem sobre este processo (Bdlabdbé, 2010).

A viabilidade e a fertilidade dos espermatozoidie $&do estimadas por meio de diversas
variaveis. Dentre as variaveis, a velocidade esfiiren esta diretamente relacionada a
fertilizacdo dos ovdcitos, uma vez que os esperzpates velozes apresentam maiores chances
de alcancar os ovocitos e concluir o processo diéiZecdo (Gasparinét al, 2010; Liljedaret
al., 2008; Gaget al, 2004).

Além da velocidade (Gaget al, 2004; Liljedaret al, 2008; Viveiroset al, 2010), o
numero de espermatozoides (Stoltz e Neff, 2006ciBito et al, 2011) e a longevidade do
movimento espermatico (Cossat al, 2008) podem interferir de forma independente ou
conjunta com a velocidade espermatica sobre o &wocdos gametas (Brownet al, 2015).
Pesquisas relacionadas a este tema, sugerem ératande competicdo entre espermatozoides de
diferentes machos de fecundagao externa, os alBareesset al (2004), Gageet al (2004) e
Liljedar et al (2008) apontam o sucesso na competicdo espeanttielocidade esperméatica
diferenciada, por favorecer a fertilizacao pelgeemnatozoides mais rapidos no, salméo do artico
(Salvelinus alpinds(Liljedar et al, 2008), no salméo selvagem do Atlanti€alfmo salay (Gage

et al, 2004) e no bluegillliepomis macrochirys(Burnesset al., 2004). De modo contrario,
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Stoltz e Neff, (2006) sugerem que 0 sucesso na €¢Ap espermatica entre machos esta

relacionada ao numero de espermatozoides, em bl{lsgpomis machochirjs

Por outro lado, em um peixe de fertilizacdo inte(Raecilia reticulatd o principal
preditor do sucesso na competicdo espermatica @ atachimero de espermatozoides, seguido
por uma menor influéncia da velocidade esperméoachettcet al, 2011). J& em outro estudo
(Smith, 2012) com outro peixe de fecundacgdo intéXiphophorus nigrens)js a velocidade
espermética ndo foi a principal responsavel pelarpialade, cabendo a motilidade espermética
ser o determinante do sucesso da competicdo edfpamém trabalho onde o numero de

espermatozoides foi controlado.

Em geral, Rhamdia queleapresenta a demanda de 90.000 espermatozoidegdoitoo
para garantir boas taxas de sucesso na fertilizag#icial com o sémen fresco (Bombardeti
al., 2006) e as mesmas relacdes tem sido empregada® cémen criopreservado em escala
experimental. Contudo, um limitante para a viabg&o do emprego do sémen criopreservado
para uso em larga escala € a inexisténcia de &&cwjge disponibilizem, em Unico contéiner
criogénico, o numero minimo necessario de espepmiaies para garantir 0 sucesso da

fertilizacao artificial dos ovoécitos de uma ou mi@eas (Cabritat al.,2001; Buttset al.,2011).

A possibilidade de existéncia de relacdo entrelecidade espermatica e o numero de
espermatozoides moveis empregados nos procedimedstdertilizacdo artificial, abre novas
possibilidades para viabilizar estas rotinas, uemgue a modulagdo do movimento espermatico
pode permitir a economia de espermatozoides (Railed, 2003; Valdebenitet al, 2007;
Neumann, 2012) e viabilizar o congelamento de meEnmolumes de sémen em um Unico

contéiner criogénico (Adames, 2014).

Portanto, o objetivo desta pesquisa foi utilizardelos de predicdo da velocidade
espermatica em sémen criopreservado e, avalidagiceentre a velocidade dos espermatozoides
e a demanda de espermatozoides moveis em rotinepaelucao artificial d®Rhamdia quelen,
uma espécie neotropical com importancia para acaljuia na Ameérica do Sul (Koakosd al.,
2012).

8. Materiais e Métodos

8.1. Animais experimentais e manipulagdo hormonal

Foram selecionadas 18 fémeas que apresentaram abdidraulado, papila urogenital

avermelhada e que liberaram ovécitos sob leve §weabdominal, quando realizada no sentido
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céfalo-caudal e seis machos que liberaram sémemgiorde leve pressdo abdominal (Tessaro
al., 2012).

Realizou-se a inducdo hormonal dos machos e dasat&mue foi realizada nas fémeas
por meio de aplicacdo via intra-muscular de 5,5mgextrato pituitario de carpa (EPC).kg de
reprodutot* em duas dozes de 10 e 90% da concentragéo tataintervalo de 12horas, para os
machos foi aplicada doze Unica (100%) de 3,0mgRie.Eg* (Sanchest al.,2011).

ApOs 240 unidades térmicas acumuladas (10 horas; ag24°C) contadas a partir da
tltima aplicacdo hormonal, o sémen e o0s ovdcitwanfocoletados por meio de massagem
abdominal no sentido céfalo-caudal (Sanatesl, 2011). Nos machos as primeiras parcelas do
material liberado foram desprezadas para evitarsaipel contaminacdo com urina, muco, fezes
e/ou agua (Kharat al, 2012).

8.2. Criopreservacdo do sémen e avaliagdo da dinamicendeimento espermatico

Os seis machos (246+151g) submetidos a manipulagémonal e a coleta do sémen
forneceram material para compor uma amostra compastum pool’ de sémen, do qual

amostras foram imediatamente submetidas as angéis@nais e espermaticas.

O volume de sémen liberado (6,23+3,18mL) por cadadas peixes foi mensurado em
tubos de ensaio graduados, com precisdo de +0,18alncheset al, 2013). Durante a
manipulacdo e avaliacdo das caracteristicas sesmenegpermaticas, o sémen foi conservado sob
refrigeracdo (12+1°C) (Kanugd al, 2012).

Em seguida foi verificada a ocorréncia de ativagés espermatozoides (presenca ou
auséncia de espermatozoides méveis no sémen fpescelsualizacdo subjetiva (Viveires al,
2012). Para compor gbol’ de sémen, foram selecionadas as parcelas de génmesnientes

dos reprodutores que ndo apresentavam espermaiszoaleis.

Do “pool de sémen foram retiradas amostras para avalidgdo/aridveis espermaticas
pelo plugin CASA em software livre, adaptado para a espécie (Neumahral, 2013). As
avaliacOes foram realizadas a partir dos oito seégmiapds o inicio da ativacdo espermatica e, a
cada segundo, até o termino da ativacdo espermBtca tanto, uma aliquota do sémen fresco
foi diluida com solucdo ativadora (dgua destilada)proporcdo de 1:1000(sémen:solucdo
ativadora) em seis réplicas. Os videos foram cagts em objetiva de 10X (Neumaenal,
2013). As variaveis avaliadas foram a motilidadpea®atica (83,99+37,67% em 8 seg), a
velocidade curvilinea (VCL), a velocidade médiaddsiocamento (VMD) (62,51+28,00um.s

em 8 seq) e a velocidade em linha reta (VLR).
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As varidveis VCL, VMD e VLR foram analisadas atravéa andlise de componentes
principais (PCA) para verificar se as mesmas sacelecionadas entre si. Devido a elevada
correlacdo (r=0,63; r=0,96 e r=0,91), entre asreliftes velocidades espermaticas, adotou-se a
velocidade média de deslocamento (VMD) como a jpatoselocidade espermatica e variavel
foco neste estudo (Lehnest al, 2012; Smith, 2012), denominada a seguir comocidhde
espermatica (VE) (adaptado de Tessdral, 2012).

Para avaliar a dindmica do movimento espermaticdeterminar a velocidade dos
espermatozoides ao longo do tempo, foi aplicadomodelo matematico nao linear sobre as
variaveis de motilidade (Mot) e velocidade espeitad{VE) oito segundos apds a ativacao
espermatica e a cada um segundo ao longo do terapatidacdo do sémen fresco e

criopreservado, gerando uma representacéo semefasentada por:

., 1
Variavel= m (Adaptado de Sanchesal., 2013)
-h0)e

Sendo:
Variavel — Mot e/ou VE calculada para um instdtjtgqualquer;
hO - parametro relacionado a variavel inicial (erd seg);
r - parametro relacionado a taxa de decréscimadavel.

Aliquotas do sémen fresco foram avaliadas quant@oacentracdo espermatica
(3,40x10%0,59x10° espermatozoides.mi. em microscépio de luz em objetiva de 40X pelo
método de contagem de células espermaticas em adraaratimétrica de Neubauer, onde as
amostras de sémen fresco foram fixadas em solugdiorohol salina tamponada a uma diluicdo
de 1:1000 (Sanched al, 2013). A avaliagdo morfologica das células espéicas (77,44+1,50%
de espermatozoides normais) foi realizado em nidme de luz em objetiva de 40X, avaliando
300 células (Tessast al, 2012).

Para a criopreservacao do sémen frescqool” de sémen foi diluido na proporgéo de
1:3 (sémen:diluidor) em solugédo contendo 5,0% deutdse, 5,0% de leite em p6 e 10% de
metanol (3.016mOsm) (Adames, 2014). Apés a dilyigiianaterial foi envasados em 200
palhetas de 0,25mL e submetidos ao congelamentbodifdio de vapor de nitrogénio por 18
horas. Em seguida as palhetas foram transferidssoeadas diretamente em nitrogénio liquido
(Adames, 2014)

O descongelamento ocorreu 24 horas apdés a estocagemitrogénio liquido, pela
imersdo das palhetas em agua a temperatura am@&rt) por 10 segundos (Adames, 2014).
Apbs o descongelamento, a ativacdo espermaticaefdizada com solucdo ativadora (agua

destilada) por meio da diluicdo do sémen na pr@mode 1:250L (sémen:solucado ativadora). Do
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“pool” de sémen foram avaliadas seis réplicas, ttoidas cada uma por uma palheta. As
variaveis espermaticas do sémen criopreservadomfoemnalisadas conforme descrito

anteriormente para o sémen fresco.
8.3. Ensaios de fertilizacéo: velocidade espermaticaikero de espermatozoides

Os ensaios de fertilizagcdo foram realizados em winehmento experimental em
esquema bi-fatorial 6x3x3, com 18 tratamentos £ repeticdes. Os fatores experimentais foram
constituidos pelo emprego do sémen criopreservaalofertilizacdo artificial de ovoécitos
apresentando as relacbes de 70.000, 90.000, 110.080.000, 150.000 e 170.000
espermatozoides moveis.ovocite, as velocidades espermaticas correspondentés 402e
60um.s'. Cada repeticédo foi constituida por upotl’ de ovocito composto pelos gametas de
seis fémeas. As unidades experimentais foram cdagpgmr incubadoras de 2,5L contendo

aproximadamente 2506 ovos.

Além dos tratamentos anteriormente descritos, tdizado outro tratamento como
controle. O controle foi constituido pela fertilfZ® dos ovécitos com sémen criopreservado, na
proporcdo de 90.000 espermatozoides moveis.ovcifo ativacdo dos gametas ocorreu
imediatamente apds a adicdo da solucéo ativadguargnto, a velocidade no tempo “0” ndo

pode ser quantificada.

O numero de espermatozoides moéveis foi corrigidofame Adames (2014). Para
promover as diferentes velocidades espermaticagt(®8 60um:¥, utilizou-se das informagées
fornecidas pelo modelo néo linear utilizado pareagas curvas de ativagdo esperméatica. Com
base nestas informacdes, apds o descongelamestmdm, os espermatozoides foram ativados
com 20mL de agua destilada e, ap6s o tempo det@dmigue garantiu as respectivas velocidades
(30,3; 15,9 e 10,9 segundos apds a ativacdo desnesiwzoides), estes foram misturados aos
ovOcitos. ApOs a mistura, os gametas foram homaogelns pelo periodo de 60 segundos e

finalmente transferidos para as incubadoras.

O efeito dos tratamentos foi observado com basstiaativa das taxas de fertilizacéo e
de eclosédo dos ovos e no percentual de larvas imrAhanensuracdo das taxas de fertilizacéo
artificial foi realizada ap6s o fechamento do liipsto do embrido, aproximadamente 12 apés a
fertilizacdo (Pereirat al, 2006), por meio da contagem de trés sub amod&rasda unidade

experimental com aproximadamente 135 ovos.

Apds o término da eclosdo dos ovos (+934 UTA oW 3®yras; agua a 24,57+0,60°C),
todas as larvas foram fixadas em solucéo de fonaali4%, tamponada com carbonato de célcio.

A partir das larvas fixadas foi determinada a td&anormalidade larval, por meio da contagem e



41

classificagdo em microscopio estereoscopico (10¥) 300 individuos de cada unidade

experimental. Foram consideradas como larvas neraguelas que ndo apresentavam nenhum
tipo de alteracdo na coluna vertebral, saco vitgiou cabega (Jezierska, Lugowska e Witeska,
2009). Pela contagem de todas as larvas fixadadeterminada também a taxa de eclosdo em

cada unidade experimental.
8.4. Analises estatisticas

Os dados relativos as taxas de fertilizagéo, ealdsd ovos e normalidade larval foram
submetidos a transformacédo pela raiz quadradacdosano para homogeneizar a variancia. As
possiveis influéncias da dose inseminante e dacidelde espermatica sobre as variaveis
respostas foram avaliadas através do protocolegiessao linear do modelo de superficie de
resposta. Em caso de efeito significativo do modtdosuperficie de resposta, realizou-se a
plotagem do grafico em 3D. As variaveis nao sigatfivas (P>0,05) foram removidas
progressivamente nos termos de ordens superiorks método backward stepwise Os
pressupostos foram checados quanto a normalidaddadios nos residuos pelo teste de Shapiro-
Wilk (Kéry and Hatfield, 2003). Para a realizacdo das analidesisticas foi utilizado software
Statistica 7.0 (Stanford, 2005).

9. Resultados

O “pool’ de sémen criopreservado apresentou 70,11+4,118sprmatozoides normais.
Motilidade e velocidade espermatica oito segunduss aa ativacdo dos espermatozoides de
53,06+15,16% e 55,83+3,68um.sespectivamente. Com base nas equagdes geradanquiglo
ndo linear as velocidades espermaéticas de 20,68um.s' estavam nos tempos de 30,3; 15,9 e
10,9 segundos apoés a ativacdo dos espermatozomesas motilidades nestes tempos de 15,54;
51,21 e 65,76% respectivamente para as trés vabtesd(Figura 1). Através da equacdo do
modelo ndo-linear calculamos a longevidade dosrestezoides criopreservados, considerando
10um.s a velocidade minima fertilizante, os mesmos percenan ativos por 56,3 segundos.
Deste modo, nos respectivos ensaios com 20, 4um.8§ os espermatozoides permaneceram

ativos e em contato com os ovos por 26,0; 40,44 gEgundos apds a mistura.
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Figura 1) Curvas tedricas da cinética de ativacdo dos espezaides do sémen criopreservado; A) Velocidade
espermatica (Lm, B) Motilidade (%).

O numero de espermatozoides moveis e as velocidegesmaticas ndo apresentaram
efeito (p>0,05) interativo. Por outro lado, de farnmdependente, a velocidade esperméatica
influenciou (p<0,05) de forma linear as taxas déliteacdo (Figura 2A) e de eclosédo dos ovos
(%) (Figura 2B), onde os espermatozoides mais gslomoveram maiores taxas de sucesso

reprodutivo.
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Figura 2. A) Fertilizacdo (%) e B) eclosdo (%) dos ovos wiedja cinza Rhamdia quelenfertilizados com sémen
criopreservado, testando trés diferentes velocgladpermaticas e seis diferentes doses inseminantes

De modo geral, tanto o nimero de espermatozoidegim@uanto a velocidade
espermatica nao interferiram sobre as taxas de atfioiade larvas (p>0,05), as quais

permaneceram acima de 86%.

A taxa média de fertilizacdo dos ovos, de eclosé® avos e de normalidade larval
proveniente do tratamento controle apresentaramastade 53,58+29,48% de fertilizacéo,
34,63+12,98% de ecloséo e 95,07+2,38% de normaittagtal. Houve semelhanca (p>0,05) do
tratamento controle com os ensaios utilizando &xiades esperméticas de 40 @G para
as taxas de fertilizacdo e eclosédo dos ovos (Tddgl@onstatado pelo teste de Dunnett. Ainda
ocorreu semelhanca (p>0,05) do tratamento contaie todos 0s ensaios testados para as taxas

de normalidade larval (Tabela 01) pelo teste denBtin



Tabela 01— Variaveis de fertilizacédo (%), eclosédo (%) enmalidade larval (%)
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Espermatozoides . Fertilizacdo N Normalidade
moveis.ovécitod VMD (um-s*) (%) Eclosdo (%) Larval (%)
90.000 - 53,58+29,48*  34,63+12,98* 95,07+2,38*
70.000 60 48,68+15,15* 29,61+8,76* 93,19+4,96*
70.000 40 25,73+9,68* 19,09+10,32* 94,38+3,14*
70.000 20 4,91+7,03 0,37+0,06 86,30+5,48*
90.000 60 36,7612,84* 28,69+10,57* 94,27+2,75*
90.000 40 24,59+12,26* 12,67+6,38* 90,92+1,03*
90.000 20 7,22+3,66 0,15+0,06 100,00+0,00*
110.000 60 47,72+33,64*  34,28+17,81* 94,49+2,31*
110.000 40 34,53+22,00*  25,09+18,33* 95,41+3,31*
110.000 20 3,00+2,18 0,38+0,29 88,43+11,14*
130.000 60 43,12+19,89*  28,83+14,50* 92,05+1,54*
130.000 40 35,75+21,53*  24,94+23,94* 94,24+5,13*
130.000 20 2,69+1,92 0,66+0,23 87,45+10,93*
150.000 60 40,46+11,10*  29,27+12,18* 92,94+1,58*
150.000 40 32,57+19,95*  25,69+16,68* 93,61+1,90*
150.000 20 3,30+2,80 0,63+0,49 98,61+2,41*
170.000 60 39,86+9,63* 26,08+8,04* 92,48+3,75*
170.000 40 35,60+20,74*  21,31+12,65* 92,91+0,95*
170.000 20 3,68+1,08 1,15+0,68 89,45+8,31*

Dados representados por médiadesvio padréo* na mesma coluna indicam médias iguais (p> Odifije os
tratamentos e o controle, pelo teste de Dunnett.

10. Discussao

Os resultados do presente estudo evidenciaram gudtilzar de 70.000 a 170.000
espermatozoides moveis por ovoécito, ndo ha diferesgbre o sucesso reprodutivo dos
espermatozoides criopreservados.dial, (2014) também nédo encontraram diferenca alguma a
utilizarem o dobro da proporcdo de espermatozaia@geis:ovocito recomendada para o bagre

azul (ctalurus furcatu.

De mesmo modo, Nyngaat al, (2014) ao utilizarem espermatozoides criopresins de
truta marron $almo truttam. fario L.) na propor¢do recomendada a uma proporgao dalwed
espermatozoide:ovocito para o sémen fresco, ndongacam diferenca sobre as taxas de
embries com olho e taxas de ecloséo. Os autosgséét al, 2014) também ndo encontraram
diferencas nos valores de velocidade curvilineal(M&htre o sémen criopreservado e o sémen

fresco.

Em um estudo recente, Horvéth al, (2015) encontrou resultados surpreendentes ao
utilizar sémen criopreservado @aymallus thymallusom taxas de embriGes com olho e eclosdo

semelhante ao controle quanto aplicada uma reldeds,0x10 espermatozoides por ovdcito,
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relacdo estd muito inferior a publicada anteriotegror Lahnsteineet al, (1996) para esta
espécie, do qual sugere a utilizacdo de 1,2-1%ed@ermatozoides por ovdcito para obter altas
taxas de fertilizacdo (90-100%).

Quando utilizada a relacdo minima ou 6tima de esm®zoides mdveis por ovocito na
fertilizacéo artificial em peixes, 0 aumento dgst@porcao ndo acarreta em melhorias no sucesso

reprodutivo. Esta relacéo € diversa e espécie émpe@Buttset al, 2009).

Provavelmente a reducdo da dose inseminante par@0070espermatozoides
moveis.ovocitd encontrada neste estudo foi possivel por trésvomtiPrimeiro, porque foi
corrigida a dose inseminante em funcdo do percetueélulas moveis. Segundo, devido ao fato
do experimento conduzido por Bombardellial, (2006) ter sido realizado a uma temperatura
média de 22,0+1,0°C, inferior a praticada no presestudo. A temperatura pode ter interferido,
pois Mehlis e Bakker (2014) afirmam que a relacggimeematozoides:ovdcito pode ser diminuida
se aplicada uma temperatura de 25°C ao invés d& &ihgindo os mesmos resultados em
termos de taxa de fertilizacdo ri@asterosteus aculeatugsta temperatura elevada (25°C)
prejudica o desempenho esperméatico em termos dedtarotilidade, mas eleva a velocidade de
natacdo dos espermatozoides, e ndo apresentazpsepr termos de longevidade espermética
(Mehlis e Bakker, 2014; Sanchetsal., 2013b).

O terceiro motivo esta relacionado com o processatidacdo espermatica. Neste caso, 0
sémen criopreservado foi ativado em 4gua desttagacontem osmolaridade zero, ao diluir o
sémen criopreservado que continhade solucdo a 3.016mOsm diluida em 20mL de &gua
destilada, a mesma esteve com uma osmolaridadenaréx30,6mOsm no ensaio de fertilizacao,
gue proporciona uma maior eficiéncia espermaticaadatdo a ativacdo em solugdo contendo
zero de osmolaridade (Alavi e Cosson, 2005) coralizedla por Bombardelét al., (2006).

A velocidade dos espermatozoides esta altamerdeigrhda ao sucesso reprodutivo,

onde os espermatozoides mais rapidos destacanbee g® mais lentos (Liljedast al, 2008;
Gageet al, 2004; Burnesst al, 2004). O espermatozoide com maior velocidadeexpiorar o
microambiente mais rapidamente e ird encontrar w d@stino mais cedo, encontrando e
penetrando a micropila do ovocito (Broweteal, 2015; Liljedaret al, 2008; Gaget al, 2004).
Porém em espermatozoides com velocidade semeleatrge si, a maior longevidade de alguns
espermatozoides permitira que ele percorra umarnthétancia, cabendo a ele fertilizar os
ovocito restantes (Brownet al, 2015) quando houver ovos a fertilizar e tempontGdo, a
limitacdo dos recursos energéticos em espermatxzdig peixes (Alavi e Cosson, 2005) deve ser
considerada, pois sugerem que espermatozoides val@izes terdo uma menor longevidade,

devido ao gasto dos recursos energéticos dispsnivei
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Portanto, a propor¢do entre espermatozoides velezdentos pode ser um fator
determinante no sucesso reprodutivo, pois 0 maioneno de espermatozoides lentos néo
necessariamente compensara a capacidade dedeédizle poucos espermatozoides rapidos. No
presente estudo, as taxas de fertilizac@o e ecl@disofreram influencia alguma do numero de
espermatozoides empregados, mas sim, foram infagog pela velocidade espermatica. Assim
sendo, pode-se sugerir que a velocidade espermdtioen importante fator de qualidade
espermatica, responsavel pela fertilizacdo dosimgauando empregada ao minimo a relagéo
recomendada de espermatozoides moveis para cadaswrdertilizado. Estudos paralelos sobre
a relacdo da qualidade espermética e a dose irsaimiem baiacur@kifugu niphobles(Gallego

et al, 2013) tem encontrado resultados semelhantes.

A taxa de motilidade e as velocidades esperméatieaescem rapidamente com o passar
do tempo de ativagédo dos espermatozoides (Fauvglieb e Cosson, 2010), onde a velocidade
espermética depende da quantidade de energia dispa do tempo apds a ativacdo dos
espermatozoides (Gilliest al, 2013; Burnesst al, 2004). Com isso a maioria dos ovocitos é
fertilizada nos primeiros segundos apos a ativaip@ogametas, quando a velocidade de natacéo
espermatica é elevada (Gallegal., 2013; Gaget al, 2004; Burnesst al,, 2004).

O sucesso dos procedimentos de reproducédo aftfiegendem de diversos parametros
que podem influenciar as taxas de fertilizacdoadm# independente ou interativa. Alguns dos
principais fatores que interferem nas taxas delifagdo dos ovdcitos sdo: a disponibilidade
minima de espermatozoides (Fauvel, Suquet e Coi(), a taxa de motilidade destes
espermatozoides (Cossehal, 2008), a velocidade dos espermatozoides (Braetrat, 2015;
Liliedar et al, 2008; Gagest al, 2004) e o tempo pelo qual estas células perreameadveis
(Morita et al., 2014).

A qualidade espermética se tornou um elemento eiségrara alcancar as taxas de
fertilizagdo desejadas. Estes resultados sugerem galocidade espermatica deve ser levada em
conta como fator chave, tornando-se possivel obltas taxas de fertilizacdo usando
espermatozoides velozes ou modulando a velocidaslengsmos com a utilizacdo de solucbes

ativadoras, aumentando o seu potencial fertilizante

O setor da aquicultura necessita de melhorias gomals questdes, principalmente no
que diz respeito ao saber a minima relacdo dermmapmroides mdveis por ovocito, o efeito da
modulacdo do movimento espermético, as caractasstminimas de qualidade espermatica
obtidas por meio de técnicas rapidas e eficientesdisponibilizacdo de palhetes de grande
volume ou que contenham uma relacdo conhecida permeatozoides para fertilizar uma
quantidade razoavel de ovocitos. A otimizacdo depteametros, certamente refletird sobre a

otimizacdo da eficiéncia reprodutiva em procedimerte fertilizacdo artificial (Galleget al.,
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2013), reduzindo o numero de machos e os custosadetencdo de estoques de reprodutores
(Felizardoet al, 2010).

Além disso, para consolidar o uso de sémen crieprado em escala comercial, é
essencial a aplicacdo de doses espermaticas mipareasada ovdcito, corrigidas conforme a sua

qualidade em termos de células moveis e velocidagermética.

11. Concluséao

Em rotinas de reproducédo artificial do jundRhémdia quelenque empregam sémen
criopreservado, a velocidade espermatica mostrams® um fator determinante na capacidade
dos espermatozoides em fertilizar os ovocitos. Adiseo, o uso 70.000 espermatozoides moveis
para cada ovécitos, com velocidade média de desleta igual ou superior a 40um garante o
sucesso reprodutivo em termos de taxa de fertlizagos ovdcitos, eclosdo dos ovos e

normalidade larval.
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13. Consideragoes finais

Os resultados deste trabalho permitem a realizde&gumas consideracdes a respeito

do uso do CASA para avaliagdo androlégica em peixes

a) Apesar da eficacia do CASA para avaliacdo dos petrés) espermaticos e a
grande aceitacdo deste meétodo pela comunidadeific@ntnovas pesquisas devem ser
desenvolvidas para buscar a melhor compreensavali@veis geradas por este sistema para
garantir a correta interpretacdo dos resultad@saquedlidade espermatica.

b) O emprego do CASA, associado com procedimentosatielagem mateméatica
permitem a elaboragdo de modelos de predicdo gasibidam a otimizagdo dos estudos
espermaticos.

c) Apesar da densidade e de as taxas de motilidadernedicas serem
convencionalmente estabelecidas como parametrogicigivos para 0 sucesso da reproducao
artificial, € possivel afirmar que a velocidadeeggatica € um parametro mais importante que o
namero de espermatozoides moveis presente no reditizédnte, onde espermatozoides mais
rapidos possuem maiores chances de concluir oggoae fertilizacdo dos ovocitos.

d) O emprego de 70.000 a 170.000 espermatozdides sndw@tito ndo interferiu
no sucesso da fertilizacao artificial dos ovocdogundia Rhamdia quelén Portanto, a demanda
por espermatozoides moveis (SPZ) em rotinas dedapéo artificial com sémen criopreservado
pode ser igual ou inferior a 70.000 SPZ:ovdécitontddo, densidades esperméticas fora dos
intervalos estudados nesta pesquisa ainda deveessmias.

e) O meio cientifico necessita de estudos mais apdafios em relacdo existente
entre as variaveis geradas pelo CASA e seus efsiloe a fertilidade dos espermatozoides de

peixes.
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14. Apéndices

Figura 1: Viveiros escavados utilizados para egiecados reprodutores. Destaque para procedimentamtara e
selecdo dos animais.

Figura 2: Parte da equipe técnica em procedimengelbcao de reprodutores e matrizes.
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Figura 3: Exemplar de Jundia cin&h@mdia quelen

Figura 4: Procedimentos empregado para manipulagémonal para sincroniza¢do da
ovulacéo e da espermiacéo. Destaque para injegamirscular na regido dorsal.
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Figura 5: Laboratério de Tecnologia da Reproducéddidienais Aquaticos, instalado no Instituto de Pésajem
Aquicultura Ambiental, da Universidade Estadual @este do Parana. Destaque para o sistema expainuent
incubagéo dos ovos.

Figura 6: Procedimento empregado para realizacdecoflta de sémen, por meio de massagem
abdominal dos reprodutores de jundia cirRhgmdia quelen
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Figura 7: Procedimento empregado para realizacdcobti#a de ovdcitos, por meio de massagem
abdominal das matrizes de jundia cinRhdmdia quelen

Figura 8: Procedimentos empregados para criop@s@ovdo sémen. A) Diluicdo do sémen em
solugdo crioprotetora; B) Procedimento empregada pavase do sémen diluido em palhetes de
0,25mL; C) Detalhe do batijao de vapor de nitrogéBipDetalhe do botijao de nitrogénio liquido.
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Figura 9: Laboratério de Tecnologia da Reprodugdadrdmais Aquaticos, instalado no
Instituto de Pesquisa em Aquicultura Ambiental hiversidade Estadual do Oeste do
Parana. Destaque para o procedimento de analisenefjra peldComputer Assisted
Sperm AnalysiCASA).

Figura 9: Procedimento experimental empregado reaiizar a fertilizagdo artificial dos
ovacitos. A e B) Amostragem dos ovocitos; C) Obtengle aliquotas de sémen
criopreservado; D) Detalhe das amostras de ovéatode sémen de jundia cinza
(Rhamdia quelen previamente a ativagdo dos gametas utilizadwatemento controle.



Figura 10: Larvas de jundia cinz&kiamdia quelen submetidas
procedimentos de avaliacdo da normalidade larval.
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