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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar os parametros qualitativos do sémen
e comparar a morfologia da cabeca do espermatozoide entre trés espécies de peixes,
Piaractus mesopotamicus, Piaractus brachypomus e Colossoma macropomum. As amostras
de sémen foram coletadas de nove animais, trés machos de cada espécie, por método
de reproducdo induzida no més de novembro de 2011. Os espermatozoides foram
submetidos a andlise de motilidade e estudo da morfologia em microscopia eletronica
de varredura. As taxas de motilidade das trés espécies avaliadas foram acima de 90%,
nao diferindo entre elas. Porém, a duracao de motilidade do sémen de pacu foi superior
as demais espécies. O comprimento da cabeca (CC) dos espermatozoéides de pacu,
Pirapitinga e Tambaqui foram, respectivamente, 2,43 + 0,19 um, 1,94 = 0,07 pm e 2,44 +
0,12 pm. A largura da cabeca (LC) foram, respectivamente, 1,45 + 0,07 pm, 1,76 + 0,07 pm
e 1,56 £ 0,06 pm. O comprimento da peca intermedidria foram, respectivamente, 1,00 £
0,10 pm, 1,54 £ 0,08 um e 2,07 + 0,33 um. Os resultados revelam que os espermatozoides
das trés espécies diferem entre si na morfologia externa quanto ao tamanho e formato da
cabeca, e nas proporc¢des de comprimento da peca intermedidria.

Palavras-chave: Estrutura morfoldgica, microscopia eletrénica, motilidade espermatica,
peixe.

QUALITATIVE SEMEN PARAMETERS AND COMPARATIVE MORPHOLOGY OF
PIRAPITINGA (Piaractus brachypomus), PACU (Piaractus mesopotamicus) AND TAMBAQUI
(Colossoma macropomum) SPERM

ABSTRACT: The objective of this work was to evaluate qualitative semen parameters
and to compare the morphology of the sperm head among three fish species, Piaractus
mesopotamicus, Piaractus brachypomus and Colossoma macropomum. The semen samples
were collected from nine animals, three males per species, by the induced reproduction
method in November 2011. Sperm motility was evaluated and morphology was analyzed
by scanning electron microscopy. The motility rates of the three species evaluated were
higher than 90%, with no difference between species. However, the duration of sperm
motility was longer for pacu semen compared to the other species. The head length was
243 +0.19, 1.94 + 0.07 and 2.44 + 0.12 pm for pacu, pirapitinga and tambaqui sperm,
respectively. The head width was 1.45+0.07,1.76 £ 0.07 and 1.56 £ 0.06 pm, and the length
of the intermediate piece was 1.0 £ 0.10, 1.54 £ 0.08 and 2.07 + 0.33 pm, respectively. The
results show that the sperm of the three species differs in terms of external morphology
(size and shape of the head) and in relation to the length of the intermediate piece.

Keywords: Morphological structure, electron microscopy, sperm motility, fish.
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INTRODUCAO

O pacu (Piaractus mesopotamicus) (Holmberg,
1887), a pirapitinga (Piaractus brachypomus)
(Cuvier, 1818) e o tambaqui (Colossoma
macropomum) (Cuvier, 1818) pertencem a
classe Actinopterygii, ordem Characiformes,
familia Characidae e subfamilia Serrasalminae,
todos, peixes reofilicos nativos brasileiros
(ESCHMEYER e FONG, 2009). Os chamados
peixes redondos (pacu, patinga, tambacu e
tambatinga) representaram 10,4% (50.719.657
kg) da producdo de peixes no Brasil (IBGE,
2015).

O pacu é origindrio das bacias dos Rios
Paraguai e Prata, a pirapitinga das Bacias
do rio Amazonas e Orinoco, e o tambaqui
da bacia do rio Amazonas. Esta tltima é a
espécie nativa mais criada no Brasil (IBGE,
2018), por apresentar excelentes caracteristicas
zootécnicas para produgdo (MARCOS et al.,
2016; SOUSA et al., 2018).

A popularizacao da producdo de espécies
peixesredondos,queincluemotambaqui,opacu,
a pirapitinga, tem crescido expressivamente
no Brasil (IBGE, 2018). O pacu apresenta boa
tolerancia a temperaturas mais baixas, ja a
pirapitinga e o tambaqui apresenta risco de
mortalidade elevada durante os meses de
inverno, o que tem desencorajado o cultivo
destes peixes nos estados das regides Sul e
Sudeste, particularmente em locais onde a 4gua
pode atingir temperaturas abaixo dos 17 'C.

Assim, a produgdo de hibridos, a partir do
cruzamento de pacu, pirapitinga e tambaqui,
tém sido uma boa estratégia para produzir
peixes com caracteristicas favordveis de ganho
de peso, resisténcia ao frio, rusticidade e
adaptacdo a alimentacao artificial (ALVES et
al., 2014).

Apesar da constatacdo de que a produgao
de hibridos interespecificos ser uma
pratica comum na piscicultura brasileira,
estudos comparativos dos gametas, de
desenvolvimento gonadal e caracteristicas de
desenvolvimento embrionédrio advindas da
produgdo de hibridos envolvendo cruzamento
entre as espécies pacu, tambaqui e pirapitinga
ainda ndo foram devidamente estudadas.
A busca por conhecimento nos estudos de
reproducdo de peixes ocorre paralelamente
a questdes econdmicas e ecoldgicas e, neste
sentido, a morfologia dos espermatozoides

¢ de suma importancia na avaliacdo de seus
parametros reprodutivos (STREIT et al., 2009).

Tanto na reprodugdo natural como na
artificial a qualidade do sémen é de crucial
importancia, refletindo no sucesso da
fertilizacao e cuja eficiéncia esta diretamente
relacionada a qualidade dos gametas, que
por sua vez sdo influenciados por fatores
ambientais e hormonais (MURGAS et al., 2015).
Para uma compreensdo mais holistica dos
fatores ambientais relacionados a reprodugao,
ha necessidade do conhecimento da biologia
reprodutiva das espécies envolvidas, o que
engloba também o conhecimento da estrutura
de seus gametas.

A microscopia eletronica atualmente esté se
mostrando uma ferramenta mais eficaz para
avaliacdo das estruturas morfolégicas dos
espermatozoides, pois fornece informacgdes
mais detalhadas, gerando uma confiabilidade
maior dos resultados, tanto para morfologia
externa quanto para ultraestruturas.

Assim, a descricdo da  estrutura
morfolégica dos espermatozoides de peixes
é relevante porque diferencas na morfologia
do espermatozoide refletem diferencam na
capacidade funcional e na filogenia dos grupos
(PSENICKA et al., 2007). Como resultado, uma
elevada diversidade intra e interespecifica
tem sido relatada (PSENICKA et al., 2007),
subentendendo-se assim, que estudos mais
detalhados da morfologia descritiva dos
gametas se faz necessario.

Diante disso, o objetivo deste estudo
foi avaliar os parametros qualitativos do
sémen das trés espécies em questdo, além de
descrever e comparar a morfologia da cabeca
do espermatozoide do pacu, tambaqui e
pirapitinga por meio da microscopia eletronica
de varredura.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido no
més de novembro de 2011, em piscicultura
particular (LUFADA) localizado em Cuiaba-
MT, Brasil. (Autorizagdo Protocolo n°® 074/13).

Foram utilizados nove reprodutores,
trés machos de pacu, de pirapitinga e de
tambaqui que apresentavam liberacao de
sémen sob leve compressao abdominal.
Os animais foram induzidos a reproducdo
com 1,5mg de EBHC (extrato bruto de
hipéfise de carpa) /Kg de peixe, em dose
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Unica, aplicada intramuscularmente. Apés
8 horas, foi realizada a coleta do sémen
mediante massagem abdominal, no sentido
craniocaudal em cada reprodutor, colhendo-
se o sémen liberado em seringas de 10 ml do
orificio urogenital que foi previamente seco
com papel toalha para evitar a contaminacao.

Os parametros propostos no experimento
foram: avaliacdo espermadtica do sémen in
natura e amostras de sémen coletadas e fixadas
em solucdo Karnovsky para mensuracdao em
MEV (microscopio eletronico de varredura).
Para a motilidade espermatica, uma fracdo
de 0,01 ml da solugdo sémen: dgua (1:14) foi
avaliada subjetivamente em microscépio
optico (objetiva 40x). Os valores atribuidos
sdo de 0 a 100% para a motilidade em funcao
da movimentagdo dos espermatozoides e
marcando o tempo de duragdo da motilidade
em minutos e segundos (STREIT, 2009).

Para o estudo morfolégico, apds a extrusao,
o sémen de cada reprodutor foi coletado em
Eppendorfs e fixado em solucao de Karnovsky
(glutaraldeido 2,5%; paraformaldeido 2,0%
em tampao cacodilato de s6dio 0,06M, pH 7,2;
cloreto de calcio 0,001M), para serem avaliados
no MEV. As andlises foram realizadas no
Laboratério de Microscopia Eletronica e

Analise Ultra Estruturais da UFLA.

As amostras fixadas permaneceram
por 24 horas, a 4°C, sendo poés-fixadas em
Tetroxido de Osmio 1%, por 4 horas, a
temperatura ambiente. As amostras foram
subsequentemente desidratadas por meio de
uma série crescente de acetona (25%, 50%,
75%, 90% e 100%) e depois desidratadas por
meio do aparelho de ponto critico CPD 030,
cobertas com ouro sob vacuo em evaporador
SCD 050, e examinadas em microscopio
eletronico de varredura LEO EVO 40 XVP
ESC (Psenicka, 2007). Foram selecionadas
imagens de 50 espermatozoides de cada uma
das espécies (pacu, pirapitinga e tambaqui),
totalizando uma amostra de 150 células.

Asvaridveis obtidas de cada espermatozoide
foram 1) comprimento da cabeca (CC), 2)
largura da cabega (LC) e comprimento da peca
intermedidria (PI). A figura 1 mostra os limites
de cada varidvel morfométrica. As medidas
dos 150 espermatozoides foram realizadas
usando o programa Zeiss AxioVision Rel. 4.8.

As variaveis (CC;, LC e PI) dos
espermatozoides de cada espécie foram
calculados para os pardmetros seminais dos
machos. As trés varidveis foram comparadas
pelo teste univariado ¢t de Student a 5%,

Figura 1 - Medidas da cabeca do espermatozoide de pacu: Comprimento da cabega (CC), 2) largura da cabeca (LC) e

comprimento da peca intermedidria (PI).
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comparando as varidveis por par de espécies.
Para as varidveis taxa e dura¢ao da motilidade
foram comparados pelo teste de Tukey a 5 %.
Os dados foram analisados pelo programa
Statistica 7°.

RESULTADOS

Nao foi verificada diferenca significativa
na taxa de motilidades entre as espécies
estudadas (Tabela 1). No entanto, a duracao
da motilidade do sémen de pacu (90,00+1,00)
foi superior ao da pirapitinga (61,00£3,00) e
tambaqui (75,33+1,55), sendo que a pirapitinga
apresentou o menor tempo de duragdo da
motilidade espermatica (Tabela 1).

A tabela 2 discrimina os dados descritivos
em relacdo aos parametros morfoldgicos
(as varidveis CC, LC e PI) para as espécies
estudadas. O exame da tabela 2 e figura 2
mostra que a cabeca e peca intermediaria
dos espermatozoides das trés espécies em

questao apresentam diferencas notérias de
formato e tamanho. O espermatozoide de P.
mesopotamicus possui uma cabeca mais longa
e menor comprimento da peca intermediaria
em relacdo a P. brachypomus e C. macropomum.
Por outro lado, C. macropomum possui uma
relagdo entre o comprimento e largura da
cabeca préxima a um, ou seja, apresenta um
aspecto mais arredondado; por outro lado,
a peca intermedidria é proporcionalmente a
maior nesta espécie, sendo ela mais longa que
a cabeca do espermatozoide (Tabela 2).

Uma comparacdo entre as trés varidveis
dos espermatozoides por meio do teste t, P.
mesopotamicus X P. brachypomus (Tabela 3),
P. brachypomus X C. macropomum (Tabela 3)
e P. mesopotamicus X C. macropomum (Tabela
3), confirmam os resultados observados
na estatistica descritiva para as dimensdes
absolutas das trés variaveis (tabelas 3), todas
com niveis de significAncia elevados, bem
abaixo de 5%.

Tabela 1 - Média e Desvio padrdo dos parametros seminais dos machos de P. mesopotamicus, P. brachypomus e C.
macropomum para motilidade e dura¢do da motilidade e volume seminal.

Espécie N Motilidade subjetiva (%) Tempo duracdao motilidade (s)’
P. mesopotamicus 3 91,667,632 90,00+1,002
P. brachypomus 3 93,33+7,63° 61,00£3,00°
C. macropomum 3 100£0,002 75,33+1,55P

'Tempo em minutos;

Médias seguidas por letras sobrescritas mintscula na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 2 - Estatistica descritiva das trés médias dos espermatozoides das trés espécies (P. mesopotamicus, P.

brachypomus, C. macropomum).

Espécie N Variavel Média (um) * Desvio Padrao
P. mesopotamicus 50 cct 2,43+0,19
P. mesopotamicus 50 LC? 1,45+0,07
P. mesopotamicus 50 PP 1,0040,10
P. brachypoimnus 50 cct 2,44+0,12
P. brachypomus 50 LC? 1,5610,06
P. brachypomus 50 PP 1,54+0,08
C. macropomumn 50 cc 1,94+0,07
C. macropomum 50 LC? 1,76+0,07
C. macropomum 50 PI3 2,07+0,33

!CC- comprimento de cabeca;
2LC- largura cabega;
SPI- comprimento pega intermedidria.
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Tabela 3 - Teste t comparando as trés variaveis da cabeca do espermatozoide entre P. mesopotamicus, P. brachypomus

e C. macropomum.

N Variavel P. rﬁig;i;&lﬂzcus P.%;c}:i}i’lyglﬂus Probabilidade
50 cc 2,43 2,44 0,00
50 LC? 1,45 1,56 0,00
50 PP 1,00 1,54 0,00
P. brachypoimnus C. macropomum
50 cc 2,44 1,94 0,00
50 LC? 1,56 1,76 0,00
50 PP 1,54 2,07 0,00
P. mesopotamicus C. macropomum
50 cc 2,43 1,94 0,00
50 LP? 1,45 1,76 0,00
50 PP 1,00 2,07 0,00

!CC- comprimento de cabeca;
2LC- largura cabega;
°PI- comprimento peca intermediaria.

DISCUSSAO

Os resultados mostraram, apds a ativacao
dos espermatozoides, uma porcentagem alta da
motilidade deles nas trés espécies estudadas.
Segundo Verma (2009), a motilidade do
espermatozoide e seu tempo de duracdo sdo
parametros importantes para avaliacdo de
sémen de boa qualidade. Cosson (2008) citou
que em muitas espécies de peixes a motilidade
varia de poucos segundos até minutos

dependendo da espécie e do individuo e a
observagdo por microscopio Optico é ainda
a forma mais usual de analisa-la. Em muitas
espécies de peixes, a motilidade espermatica
de 30

dura por periodos curtos de tempo,

segundos até alguns minutos (COSSON, 2008).

Estudos prévios elaborados com as mesmas
trés espécies estudadas aqui (SANCHES et al.,
2011; MARIA et al., 2010 e PESSOA et al., 2009)
mostram resultados distintos dos alcancados
aqui. Com o sémen in natura, Maria et al. (2010)
obteve uma média de 94,5% de motilidade
espermatica em C. macropomum. Pessoa et al.
(2009) obteve 95% de motilidade espermatica
em P. brachypomus, e Streit (2009) obteve 69%
motilidade espermética em P. mesopotamicus.
Nota-se que a motilidade espermatica obtida
aqui para P. mesopotamicus foi bem mais elevada
(91%) quando comparada ao resultado de
Streit (2009). Em P. brachypomus a motilidade
foi 93%, apenas 2% abaixo do encontrado na

Figura 2 - Imagens da cabeca do espermatozoide das trés espécies.

'A- Tambaqui (C. macropomum);
B- Pacu (P. mesopotamicus);
3C- pirapitinga (P. brachypomus,).
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literatura, em e C. macropomum a motilidade foi
100%, maior que encontrado na literatura.

De acordo com Viveiros et al. (2009),
0os espermatozdides da maioria dos peixes
tele6steos mostram imobilidade nas gonadas
e sua motilidade ocorre no momento em
que ha contato com a agua, e a diferenca de
osmolaridade entre o sémen e a ativacdo
solucdo é responsavel por esta ativacdao
(MURGAS et al., 2015).

A diferenca entre os diferentes autores
na taxa de motilidade, provavelmente é
devido as diferentes condigdes de manejo e
protocolos empregados na reproducao de cada
pesquisa, de acordo com Felizardo et al. (2016)
a qualidade seminal pode ser influenciada
por varias razdes, como tamanho individual,
idade reprodutiva, a acdo de coleta sucessiva
de sémen, estacdo do ano, indu¢do hormonal
e a variedade i6nica do plasma seminal. Além
disso, Murgas et al. (2015) ainda citam outros
fatores como a temperatura, estado nutricional,
estado de satide, condi¢des empregadas na
ativacdo de sémen, como o ativador utilizado
e a espécies estudadas.

Dos estudos prévios citados acima, apenas
Sanches et al. (2011) avaliou a duragdo da
motilidade. O autor obteve duracdo da
motilidade em P. mesopotamicus de 26,34
+ 0,81s. No presente trabalho observou-se
resultado superior (90,00+1,00s). A importancia
da avaliagdo da duragdo da motilidade dos
espermatozodides em peixes é porque ele diz
respeito ao tempo que o espermatozdide tem
disponivel para penetrar na micrépila do
ovdcito e concluir a fertilizacdo (FELIZARDO
et al., 2016). De acordo com Andrade e Yasui
(2003) nos teleosteos, o tempo de abertura da
micrépila é de aproximadamente 60 segundos,
0 que provavelmente estd relacionado com
tempo de atividade no espermatozoide.

Embora ndo exista um valor minimo para
0s parametros de taxa e duracao da motilidade
dos espermatozdides em peixes capazes de
garantir a eficicia do sémen, os valores obtidos
na maioria estudos sdo utilizados como
parametro e considerados como uma garantia
da qualidade do sémen. Segundo Murgas et
al. (2011), a redugdo na duracdo da motilidade
dos espermatozodides em parte ocorre por uma
queda na oferta de energia, que ocorre durante
o periodo de mobilidade.

Em relacdo a morfologia, informacdes

acerca da ultra-estrutura dos espermatozoides
se mostrou necessdria para o entendimento
de seu funcionamento e eficdcia no processo
de fecundagdo. Isto tem relevancia para
estabelecer relacdes filogenéticas entre as
espécies e importantes no entendimento do
processo de fertilizagdo e futuros estudos de
hibridagdo para fins comerciais.

No presente trabalho, avaliou-se o tamanho
da cabeca e peca intermedidria das espécies
em questdo onde P. mesopotamicus apresentou
a cabeca mais ovalada com o comprimento
da cabega com média de 2,43 pm, largura de
1,45 um e peca intermedidria mais curta em
relacdo as outras duas varidveis, medindo
1,00 pm. P. brachypomus também tem cabega
ovalada como o comprimento total de 2,44
pm, e com a largura da cabeca (1,56 pm) e
comprimento da peca intermediaria (1,54 pm)
com valores maiores que em P. mesopotamicus.
Estes resultados sdo pioneiros uma vez que
tais valores ndo estdo disponiveis na literatura.
C. macropomum apresentou um formato de
cabega arredondado, a média do comprimento
foi 1,94 um e da largura bem préximo, de 1,76
pm; O comprimento da peca intermedidria se
mostrou maior que as outras duas espécies
com média 2,07 pm, formandom um conjunto
fenotipico distinto. Em estudo prévio sobre a
forma e tamanho da cabeca e comprimento
da peca intermedidria do espermatozoide de
C. macropomum foi elaborado por Maria et al.
(2010).

Maria et al. (2010) analisou 50
espermatozoides de cada um dos seis machos
estudados e obteve estimativas de média do
comprimento da cabeca de (2,77 um; 2,79 pm;
2,69 um; 2,73 um; 2,68 um; 2,73 um), média da
largura da cabeca de (2,66 pm; 2,62 um; 2,51
pm; 2,58 um; 2,54 pm; 2,58 pm) e média do
comprimento da peca intermediéria de (2.96
um; 2,49 um; 2,64 um; 3,20 pm; 3,23 pm; 2,90
pum). Tais resultados também sugerem uma
cabeca arredondada, porém de tamanho bem
maior do que o apresentado nesse estudo.

Estes resultados divergentes podem ser
devido aos protocolos diferentes utilizados,
Maria et al. (2010) utilizou como fixador,
uma solucdo de formol citrato, coradas com
Rosa Bengala e fotografadas em microscépio
com aumento de (1.000 vezes) e no presente
experimento foi usada uma solucdo de
Karnovsky como fixador e os espermatozoides
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foram fotografados por microscopia eletronica
de varredura. Esses procedimentos podem
ter acarretado essa diferenca de tamanho.
Contudo, outra possibilidade seria que as
linhagens da mesma espécie podem ser
diferentes, detectando uma variagdo geografica
ou mesmo uma divergéncia taxondmica e é de
fundamental interesse para estudos futuros de
reproducdo.

Existem diferentes tipos de espermatozoides
de peixes, e essa diversidade em parte esta na
forma da regido da cabeca, no nimero, forma
e localizacdo das mitocOndriasnas diferentes
espécies. A importincia em se avaliar o
didmetro da cabeca e da peca intermedidria,
se da pelo fato de na cabeca conter o DNA
paterno, e, por outro lado, a peca intermediaria
contém as mitocondrias que sdo responsaveis
pela energia demandada durante o periodo de
motilidade e viabilidade do espermatozoide
(ANGRIMANI et al., 2015).

Assim, este trabalho vem contribuir de
forma pioneira para preencher uma lacuna
do conhecimento, estimando as dimensdes
de algumas partes dos espermatozoides de P.
mesopotamicus, P. brachypomus e C. macropomum
mediante uma técnica mais refinada de analise
por microscopia eletronica de varredura.
Certamente que a relacdo entre a morfologia
qualitativa e quantitativa dos espermatozoides
com a dos ovoécitos (p. ex., morfologia da
micrépila) das trés espécies e dos hibridos
entre elas refletira em resultados interessantes
para o entendimento da biologia reprodutiva
de tais espécies.

CONCLUSAO

Os  resultados revelam  que  os
espermatozoides das trés espécies diferem
entre si na morfologia externa quanto ao
tamanho e formato da cabega, e nas proporcdes
de comprimento da peca intermediaria.

Um estudo futuro que objetive analisar
as estruturas internas do espermatozoide
das mesmas espécies abordadas nesse
trabalho, feito com microscopia eletronica de
transmissdao, somaria dados importantes na
busca de informagdes que ajudem nas técnicas
de reproducao artificial e hibridagdo nessas
espécies.
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