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Resumo

A criopreservacao de sémen ¢ uma biotecnologia estratégica para a aquicultura, permitindo a conservagao de
recursos genéticos e a otimizacdo de programas reprodutivos. Contudo, o congelamento pode comprometer a integridade
estrutural e funcional dos espermatozoides. O presente estudo teve como objetivo determinar um protocolo criogénico
eficiente para o sémen de Pangasianodon hypophthalmus. Sete machos adultos foram submetidos a indu¢do hormonal
com extrato bruto de hipdfise de carpa (EBHC), com coleta do sémen por massagem abdominal. Foram avaliadas a
integridade da membrana plasmatica, a motilidade espermatica por meio do sistema CASA e a capacidade fecundante.
Para a criopreservagdo, as amostras foram diluidas em quatro solugdes crioprotetoras, compostas por crioprotetores
internos (metanol ou dimetilsulfoxido a 10%) associados a diluentes (0,9 % de NaCl ou 5% de glicose acrescida de gema
de ovo a 10%), envasadas em palhetas de 0,5 mL, congeladas em vapor de nitrogénio liquido e armazenadas a -196 °C.
O descongelamento foi realizado em banho-maria a 37 °C por 30 segundos. Observou-se que o protocolo composto por
dimetilsulfoxido associado a NaCl apresentou melhor desempenho, com motilidade espermatica de 46,26 + 0,20% e taxa
de fertilizagdo de 67,17 + 11,6%, evidenciando a manutengdo da viabilidade funcional e da capacidade fecundante.
Conclui-se que a criopreservagdo compromete a qualidade espermatica de Pangasianodon hypophthalmus, porém a
utilizag@o de dimetilsulféxido associado a NaCl mostrou-se mais eficiente na preservagao da funcionalidade espermatica
e da capacidade fecundante ap6s o descongelamento. Esses achados demonstram que a escolha adequada de crioprotetores
e diluentes ¢ determinante para o sucesso da técnica, permitindo a aplicacdo pratica do protocolo em programas de
reproducdo controlada e bancos de germoplasma.
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Efeito da vitamina C na qualidade espermatica pos-criopreservacao de Astyanax lacustres

Nathaly G. da Silva, Stella I. R. Lobato', Lorena P. da Silva!, Denise Souza-Santos!, Leticia G. Paulino', Carmen
F. Z. Manjate', Roscileire Verissimo-Silveira', Alexandre Ninhaus-Silveira®

"Faculdade de Engenharia, UNESP, Campus de Ilha Solteira, Depto. de Biologia e Zootecnia,
Laboratorio de Ictiologia Neotropical (LINEO)
E-mail: nathaly.godoy@unesp.br

Resumo

Astyanax lacustris ¢ uma espécie de grande importancia, sendo fundamental o estabelecimento de um Banco
génico. Para tal, esta pesquisa teve como objetivo avaliar o efeito da suplementagao da vitamina C da solugdo crioprotetora
do sémen de A. lacustris, com vistas a melhoria da qualidade dos espermatozoides criopreservados. Para os experimentos
foram utilizados machos maduros de A. lacustris, sendo utilizadas amostras seminais de quatro pools (15 animais/pool),
com analise prévia da motilidade espermatica (MOT), considerando aqueles que apresentavam MOT > 80%. Como
diluente crioprotetor foi utilizado: solugdo Ringer + dimetilformamida 10% + NaCl 0,8%, suplementada com vitamina C
(0, 1, 2 e 4mM). A diluicao foi na proporg¢do 1:9 (sémen:diluente), envasado em palhetas (0,25mL) e congeladas em
vapor de nitrogénio liquido (LN>2), a 2cm do LN»/10 min. e mantido em botijdo criogénico (-196°C). O sémen
criopreservado, foi descongelado em banho maria (40°C/5s) e submetido a avaliagdo das caracteristicas seminais, como:
integridade de membrana, morfologia e concentracdo e pardmetros cinéticos espermaticos. A vitamina C ndo contribuiu
para a melhoria dos parametros cinéticos dos espermatozoides criopreservados, como a motilidade total: Sémen Fresco
(71.87£6.32%%), OmM (23.07 + 8.23%"), ImM (13.88+8.64%°), 2mM (8.86+6.46 %) e 4mM (2.83+1.49%), como
também as variaveis VCL, VSL e VAP nao apresentaram melhoria. Também ndo contribuiu para a manutencao de
integridade da membrana dos espermatozoides, sendo observado uma diminui¢do significativa para os espermatozoides
criopreservados: sémen fresco (99+1.8%?), 0mM (70,9+4,15%) e 2mM (55,2+11.52%). O aumento de danos morfoldgicos
foi progressivo com relagdo ao aumento da concentracdo de vitamina C, sendo ImM (81.8+6.32%°) e 4mM
(93.2+2.77%"). Conclui-se que, a suplementagdo de vitamina C na solugdo crioprotetora ndo proporcionou uma melhora
efetiva na manutengdo da qualidade dos espermatozoides criopreservados de A. lacustris.

FAPESP (Proc.2024/10393-4) BEPE (Proc. 2025/00149-1)
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Diferentes Parametros que podem Afetar a Velocidade de Congelamento do Sémen, quando
Criopreservado em Caixa de Isopor ou DryShipper.
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Resumo

A velocidade de congelamento ¢ um dos itens, dos protocolos de criopreservacdo de espermatozoides, que pode
causar alteracdes nas células, devido a formacao de cristais de gelo. Sendo que ha varios fatores que podem influir nesta
velocidade, como: o equipamento, o volume do recipiente do sémen e sua quantidade, a constancia do resfriamento e a
composicao das solugdes crioprotetoras (CPA). Este trabalho, teve como objetivo determinar as curvas de congelamento
produzidas em dois equipamentos de congelamento (caixa de isopor (EPS) e DryShipper) considerando: duas diferentes
CPAs ((a base de gema (GE) e de BTS) + DMSO 10%), o numero de palhetas de 0,5mL (2,4, 8 e 12, para EPSe; 2,3 e
4, DryShipper considerando a por¢ao superior e inferior do rack), e posicionamento das palhetas a 1 e 3cm do nitrogénio
liquido (NL), na EPS. Foram realizadas cinco repeti¢oes para cada experimento. A velocidade de congelamento foi
medida considerando o tempo que a palheta levou para atingir -80°C, a partir da temperatura ambiente. Para os dois
equipamentos utilizados a solugdo de BTS proporcionou uma velocidade de congelamento média menor, ¢ a queda da
velocidade diretamente relacionado a quantidade de palhetas congeladas. Na EPS, a distancia de 1cm ndo houve aumento
significativo sobre o tempo de congelamento ao se utilizar diferentes quantidades de palhetas, mas a 3 cm ao congelar 12
palhetas houve uma queda de cerca de 39% na velocidade com GE e 47,6% no BTS. No DryShipper a disposi¢ao das
palhetas na parte superior do rack proporcionou uma queda significativa da velocidade de congelamento. Concluiu-se que
o sistema com a EPS proporciona mais estabilidade no congelamento para maior quantidade de palhetas, que a
composicdo da solucdo crioprotetora tem influéncia na velocidade de resfriamento e que sistema criogénico com
DryShipper e racks ¢ mais sensivel ao aumento de palhetas, sendo que disposi¢do das palhetas na base baixa do rack
proporciona maiores velocidades de congelamento.

Agradecimentos: Fapesp Proc. 2025/2830-5, Capes.
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Resumo

O Pangasianodon hypophthalmus é um peixe de agua doce amplamente cultivado na aquicultura e destaca-se
pelo rapido crescimento, alta prolificidade e boa aceitagdo de sua carne, porém sua reproducdo em cativeiro depende de
inducdo hormonal, tornando essencial o conhecimento de sua biologia reprodutiva. Portanto, este estudo teve como
objetivo caracterizar o s€men da espécie e avaliar a eficiéncia de diferentes ativadores espermaticos, visando contribuir
para o aprimoramento da reprodugao induzida. Foram utilizados 16 machos adultos, submetidos a indu¢ao hormonal, com
posterior coleta e analises seminais. Os resultados demonstraram volume seminal médio de 1,02 mL, alta concentracao
espermatica (7,5%10° espermatozoides/mL), elevada integridade de membrana (89,7%+2,80) e alta taxa de normalidade
espermatica (88,28%=3,49), indicando boa viabilidade seminal. A motilidade variou conforme o ativador utilizado. A
agua destilada apresentou a maior motilidade espermatica (86,77+0,17%), diferindo significativamente dos demais
ativadores (p<0,05), além de maior linearidade (80,80+9,79%) com trajetorias consistentes. O NaCl 0,45% apresentou
motilidade intermediaria (67,24+0,23%) ¢ maior velocidade média de trajetoria (141,11+£37,01 pm/s), associada a
trajetorias menos lineares. J4 o NaHCOs 1% apresentou a menor motilidade (42,34+0,29%) e maior irregularidade no
movimento espermatico. Os resultados demonstram que P. hypophthalmus produzido no Brasil apresenta caracteristicas
seminais semelhantes as descritas para espécimes cultivados em seu pais de origem. Além disso, as os resultados das
analises cinéticas revelaram elevados valores de motilidade e velocidades espermaticas. Entre os meios testados, a dgua
destilada foi o ativador mais eficiente para o sémen da espécie. Assim, este estudo amplia o conhecimento sobre a biologia
reprodutiva da espécie no Brasil, contribuindo para o avango da aquicultura e das biotecnologias reprodutivas.

Agéncia financiadora: FAPESP - Processo: 2024/09246-7
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Resumo

Reproduction, genetic improvement, and semen cryopreservation of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) are
important tools for productivity, genetic variability, and conservation of genetic resources. Although cryopreservation
protocols are well established in mammals, different methods are still being investigated in fish, mainly with liquid
nitrogen storage. However, ultra-freezers may represent an alternative, especially in permanent germplasm banks. Thus,
this study aimed to evaluate a protocol for tilapia semen ultra-freezer storage. Semen was collected by manual extrusion
from 24 males, weight +£1kg, and combined into pools of three males each, resulting in eight semen pools. A solution of
350 mM glucose, 30 mM Tris, and 10% dimethylacetamide (DMA) at a 1:3 ratio (semen:extender) was added to each
pool. Samples were equilibrated at 4 °C for 10 min, packed into 0.5 mL straws, sealed with polyvinyl alcohol, and exposed
to liquid nitrogen vapor for 10 min. Straws were then stored either in liquid nitrogen (-196 °C) or in an ultra-freezer (-80
°C). After 30 days, samples were thawed at 30 °C for 30 s. Sperm evaluation included motility (%), vigor (1-5), motility
duration (s), plasma membrane integrity (%), morphology (%), and oxidative stress parameters. Data was analyzed by
descriptive statistics and ANOVA using R software. Liquid nitrogen storage showed significantly higher sperm motility
(30.9+ 15.8 vs. 7.8 £ 6.4%), vigor (2.9 £0.7 vs. 1.4 £ 1.1), motility duration (201.9 + 161.9 vs. 42.3 +37.4 s), and plasma
membrane integrity (25.2 + 14.2 vs. 10.1 &+ 9.8%) compared to ultra-freezer (P<0.05). No significant differences were
observed for oxidative stress parameters. In conclusion, liquid nitrogen storage provided better post-thaw semen quality
than ultra-freezer storage. However, further studies are needed to optimize cryopreservation protocols followed by ultra-
freezer storage for fish genetic resource conservation.

Key-words: cryopreservation, fish semen, germplasm bank, Oreochromis niloticus, storage.
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Resumo

A avaliagdo espermatica com CASA ¢ aplicada por proporcionar resultados mais confiaveis da cinética
espermatica, porém, se as configuragcdes empregadas ndo foram adequadas para a espécie, erros graves nas avaliagdes
podem ocorrer, comprometendo a técnica. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi determinar as configuracdes
minimas para considerar uma célula espermdtica de P. mesopotamicus como movel. Para tanto, 18 machos foram
utilizados e os videos de movimentacdo foram gravados durante 40s de movimento ¢ em seguida editados e avaliados
minuciosamente pelo plugin CASA utilizado no software ImagelJ. Para definicdo de espermatozoides méveis ou imoveis
pelo software, foi realizada uma avalia¢do individual de 120 células espermaéticas que apresentaram movimento lento
(n=60) e estatico (n=60), aos quais foram isoladas separadamente, e, a partir das coordenadas em um plano cartesiano as
velocidades (curvilinear - VCL, média de deslocamento — VAP e em linha reta - VSL) foram calculadas
(V=(VAx>+Ay?)/tempo). A partir dos resultados obtidos, dez diferentes combinagdes de valores minimos para considerar
as células como moveis foram definidas e aplicadas. Na sequéncia aplicou-se anova e teste de comparagdo de médias de
tukey (5%) nos resultados de taxa de motilidade gerados pelo software. Verificou-se eficiéncia na avaliagdo espermatica
de P. mesopotamicus, a partir da combinagdo de velocidades minimas para considerar as células moveis de VCL=25um
s!, VAP=12um s e VSL=9um s’'. Valores menores possibilitam ao software reconhecer células que permanecem
estaticas, ou com movimento ndo progressivo no seu proprio eixo como maveis. Ja quando valores mais elevados, hd uma
exclusdo de células com movimento lento, ou seja, que podem possuir capacidade de promover uma eventual fecundagao.
Neste sentido, a combinagao indicada se mostrou mais eficaz para reconhecer células moveis e diferir das células estaticas.

Palavras-chave: avaliagdo computadorizada, pacu, qualidade espermatica.
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Cinética espermatica de Piaractus mesopotamicus apos inducao com LHRHa
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Resumo

A produgdo de peixes provenientes da piscicultura cresce anualmente com a tilapia, entretanto, espécies nativas
ainda necessitam tecnologias produtivas eficientes para que crescimento satisfatorio, dentre elas o pacu (Piaractus
mesopotamicus) destaca-se como uma promissora espécie devido ao potencial de cultivo, rusticidade e elevado ganho de
massa corporal. Contudo, por ser uma espécie migradora, necessita de indugao hormonal para reproducdo em cativeiro,
sendo o extrato bruto de hipofise de carpa (EBHC) o horménio mais utilizado, apesar das criticas relacionadas a oferta
incerta e auséncia de regulamentac@o. Dessa forma diante das lacunas existentes, o presente estudo objetivou-se utilizar
o indutor hormonal LHRHa [des-Gly'?, D-Ala®]-LH-RH etilamida, para em machos de pacu avaliando-se a cinética
espermatica. Foram utilizados 16 machos, sendo quatro repeti¢cdes e quatro tratamentos constituidos por T1- LHRHa 5
ug/kg, T2- LHRHa 15 pg/kg, T3- EBHC 2,5 mg/kg e T4 Controle (soro fisiol6gico). Apds a inducdo procedeu-se com a
coleta dos gametas apos 240 hora-graus, sendo avaliados os parametros de cinética pelo software imageJ/plugin CASA.
Os dados foram submetidos a andlise estatistica main-effects ANOVA 5% de significancia e em caso de ndo atingir os
pressupostos, analise de KruskasWallis (KW). Nao foram verificados efeitos (p>0,05) para os parametros, exceto para a
motilidade, no qual o EBHC apresentou maior valor (99,0+0,9) em comparagao ao controle (86,3+£10,6) (p<0,05 — KW),
porém ndo diferindo dos tratamentos do LHRHa e para a retililearidade (STR) com menores valores (63,3+4,5%) para 5
pg/kg de LHRH em comparagédo aos demais (>75%). A média geral para os demais pardmetros foram de 204,4+16,5um/s,
136,6+15,9 um/s, 98,9+19,1 um/s, 67,0£8,7%, 1692,6+279,3 um e 19,5+3,2Hz para VCL, VAP, VSL, WOB, PROG e
BCF, respectivamente. Conclui-se que os tratamentos com LHRHa nao trouxeram efeitos negativos e sugere-se como
indutor alternativo para a espécie.

Palavras-chave: Indutor hormonal, Pacu, Reprodugao.
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Resumo

A reproducao controlada de peixes marinhos ainda representa um desafio para a aquicultura, especialmente em
espécies marinhas costeiras como Pogonias courbina e Mugil liza. A identificagdo de genes associados ao eixo
reprodutivo pode subsidiar estudos de maturagao gonadal, qualidade de reprodutores e desenvolvimento de biomarcadores
moleculares. Este trabalho teve como objetivo realizar uma triagem in silico de genes candidatos do eixo
hipotadlamo-hipofise-gonada, como etapa inicial para selecdo de alvos com potencial aplicagdo nessas espécies. Foram
pesquisados em banco de dados (NCBI) os genes gnrhl, gnrh2, gnrh3, fshf, [hp, ero, erf, ar, cypl9ala, vigA, vigB e
vtgC, utilizando como espécies proxy Dicentrarchus labrax e Sparus aurata. As buscas foram complementadas por
analises de similaridade em TSA, incluindo sequéncias anotadas para Mugilidae ¢ Sciaenidae, considerando score,
e-value, identidade e cobertura. Entre os genes avaliados, gnrhl, gnrh2, gnrh3, ar, cypl9ala e vigC apresentaram
resultados positivos em espécies relacionadas, com identidades superiores a 70% e boa cobertura, destacando ar e vigC
como particularmente conservados. Por outro lado, apesar de terem sido pesquisados, fshf, Ihf, era, erf, vigA e vtgB nao
foram recuperados ou nao apresentaram registros suficientes, evidenciando limitagdes na disponibilidade de dados
moleculares para peixes marinhos de interesse aquicola. Conclui-se que ar, gnrh e vtgC se destacam como candidatos
promissores para estudos futuros de expressao génica e prospec¢do de biomarcadores em reprodutores de P. courbina e
M. liza, pois apresentaram altas identidades e boa cobertura em sequéncias de Sciaenidae e Mugilidae. Além disso, a
triagem realizada demonstra que abordagens in silico sao uteis para selecionar genes prioritarios mesmo em contextos de
baixa disponibilidade de dados especificos, refor¢ando a necessidade de ampliar a caracterizagdo molecular da reproducao
nessas espécies. Este estudo foi financiado pela Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
do Brasil — Codigo de Financiamento 001. Também foi financiado pelos projetos “Sustainable Blue Economy Partnership
(SBEP) BLUEBOOST” (ID: SBEP2023-725) em conjunto com European Union COFUND, Horizon Europe, FAPESC
2024TR000109 e FAPESC 2024TR002756.
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Resumo

Apesar dos avangos na criopreservagdo seminal de peixes, ainda existem limitagdes a respeito dos danos
celulares provocados pelo frio. Assim, torna-se necessaria a avaliagdo de novas substancias capazes de otimizar os meios
de congelagao e preservar a qualidade espermatica. Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de
diferentes concentragdes de proteinas anticongelantes do tipo IIT (AFPs III) e glicosaminoglicanos (GAGs) extraidos da
pele de tilapia, isolados ou associados, sobre a morfologia espermatica de Prochilodus brevis submetidos a
criopreservacdo. O sémen de machos adultos foi coletado e diluido em solugdo padrdo. Para a congelacdo, a solucao foi
suplementada com trés concentragdes de GAGs (0,1; 0,25 e 0,5 mg/mL), AFPs IIT (0,1; 1,0 e 10 pg/mL) ou pela
combinac¢do entre essas substancias, totalizando 15 tratamentos, além do grupo controle. Os dados foram submetidos aos
testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, seguidos de ANOVA e teste SNK utilizando o software SAS (2002), adotando-se nivel
de significancia de 5% (P < 0,05). A concentragdo espermatica inicial foi de 15,41 + 14,35 x 10° espermatozoides/mL,
sendo observado, no sémen in natura, percentual médio de 85,50 £ 3,78% de espermatozoides com morfologia normal.
Apos a descongelacdo, a maioria dos grupos manteve médias entre 75 e 82% de células morfologicamente normais.
Entretanto, a associagdo entre 0,1 mg/mL de GAG ¢ 0,1 ug/mL de AFP III apresentou o menor percentual (~57,37%),
sendo inferior ao grupo controle. Os demais grupos ndo diferiram do controle e apresentaram resultados superiores a
combinacdo 0,1 mg/mL GAG + 0,1 ug/mL AFP III. Conclui-se que AFPs I1I ¢ GAGs mantém a morfologia espermatica
semelhante ao controle na maioria dos tratamentos avaliados. Entretanto, a combinagao entre 0,1 mg/mL de GAG ¢ 0,1
pg/mL de AFP III apresentou efeito negativo pds-descongelacdo em P. brevis.

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (313443/2023-8)
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Resumo

A motilidade e a integridade de membrana espermatica sdo indicadores da qualidade seminal poOs-
descongelamento, visto que a criopreservagdo pode causar danos celulares. Assim, a suplementacdo antioxidante em
solugdes crioprotetoras busca minimizar esses efeitos do congelamento. Neste trabalho objetivou-se avaliar a motilidade
e a integridade de membrana espermatica pds-descongelamento utilizando solug@o crioprotetora suplementada com
diferentes concentragdes de Arthrospira platensis. Foram utilizados 6 machos da espécie Brycon orbignyanus, advindos
da estacdo de piscicultura da CEMIG, localizada em Itutinga-MG, Brasil. A coleta do sémen foi realizada durante o més
de fevereiro, onde este foi envasado em palhetas de 0,5mL e alojado em botijao de nitrogénio liquido por 3 meses. Além
do grupo controle (BTS 5% e Metilglicol 10%), foram testados 5 tratamentos onde a solugdo era suplementada com 8%,
10%, 12% e 14% de A. platensis. A analise da motilidade foi efetuada utilizando o software System Sperm Class Analyzer
6.6.64 ¢ avaliadas a motilidade geral, velocidade curvilinear, velocidade média de percurso, velocidade em linha reta e
frequéncia de batimento. A avaliagdo da integridade de membrana foi efetuada utilizando a coloracdo com eosina-
nigrosina (2pul de esperma: 4ul de eosina-nigrosina) e espermatozoides nao corados foram considerados com a membrana
intacta, enquanto aqueles corados de rosa foram considerados com a membrana danificada. Apoés ANOVA e teste post
hoc de Tukey (p < 0,05), o tratamento com 8% de A. platensis apresentou maior motilidade geral em relagdo ao controle.
Para integridade de membrana, os tratamentos com 10% e 14% diferiram do controle, enquanto as demais concentracdes
nao diferiram. Logo, a A. platensis nas concentragdes utilizadas foi capaz de promover influéncia sobre a motilidade dos
espermatozoides de B. orbignyanus, porém em relacao a integridade de membrana, sdo necessarios mais estudos.

Os autores agradecem o apoio das agéncias CAPES, CNPq, FAPEMIG e CEMIG.
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Resumo

A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) ¢ uma das espécies mais importantes da aquicultura mundial. A
incorporacdo de super machos na reprodugdo surge como uma estratégia promissora para gerar populagdes monossexo.
No entanto, ainda sdo escassas as informagdes sobre os possiveis efeitos dessa condi¢ao na qualidade espermatica e no
desempenho reprodutivo dos animais. Diante disso, avaliou-se a qualidade espermatica de supermachos e machos normais
por meio da analise computadorizada de sémen (ImagelJ/CASA). Foram utilizados 4 supermachos e 4 machos normais
para a coleta de sémen. Para a ativagdo espermatica, uma aliquota de 1 pL de sémen foi diluida em 700 pL de dgua
destilada e disposta em camara de Neubauer. Apds a ativagdo, foram capturados videos do movimento espermatico em
triplicata, utilizando microscopio com objetiva de 40x e camera acoplada (100 fps). Os videos foram editados e analisados
no CASA nos intervalos de 10, 20, 30, 40 e 50 segundos, avaliando-se a MOT, VCL, VAP, VSL. As médias das triplicatas
foram submetidas a modelos lineares mistos, avaliando-se os efeitos de grupo, tempo e a interagdo entre esses fatores,
caso necessario foi realizado o teste de Tukey. O tempo apresentou efeito significativo sobre os pardmetros espermaticos
pos-ativagdo (P<0,05), entre 10 ¢ 50 segundos para MOT ¢ VSL, enquanto para VAP ¢ VCL ocorreu entre todos os
tempos, demonstrando que, em ambos os grupos, a qualidade espermatica reduziu ao longo do periodo. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos, assim como nao houve efeito significativo da interagdo entre grupo e tempo (P >
0,05), indicando que a reducdo da qualidade espermatica ocorreu de forma semelhante em machos normais e
supermachos. Portanto, conclui-se que a condi¢do de supermacho ndo interfere na qualidade espermatica da tilapia-do-
Nilo, refor¢ando a viabilidade de sua utilizacdo em programas de producdo de populagdes monossexo.

Agéncia financiadora: CAPES Processo n° 88887.142745/2025-00
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Resumo

Os crioprotetores sdo essenciais nos processos de criopreservacao de embrides, pois atuam reduzindo o ponto
crioscopico e a formacdo de cristais de gelo. Entretanto, em embrides de peixes, sua a¢do ¢ limitada devido a baixa
permeabilidade das membranas. Considerando que maiores concentragdes de acidos graxos insaturados podem aumentar
a fluidez e permeabilidade das membranas, este estudo teve como objetivo avaliar a sensibilidade de embrides de Astyanax
altiparanae (seis (6S) e vinte (20S) somitos), provenientes de reprodutores alimentados com acidos graxos 6mega-3, as
solugdes crioprotetoras, bem como o possivel aumento da permeabilidade das membranas. Para isso, 2.400 reprodutores
de A. altiparanae (CEPTA/ICMBIio) foram distribuidos em quatro tanques de 2.000 L, formando dois grupos: grupo
controle (GC), alimentado com ragdo comercial (32% PB), e grupo 6leo (GO), alimentado com a mesma ragdo
suplementada com 5% de 6leo de peixe marinho. Previamente aos experimentos, os ovos foram expostos a solucdo de
pronase-E (25 mg/mL), visando a remoc¢do do corion. Solucdes a base de propileno glicol proporcionaram elevadas taxas
de eclosdo até 5 M (>80%) para todos os tratamentos (GC, GO, 6S e 20S). Solucdes de metanol apresentaram resultados
semelhantes até 4 M, enquanto o dimetilsulfoxido apresentou resultados satisfatérios at¢é 3 M. Por outro lado,
dimetilformamida, dimetilacetamida e glicerol propiciaram baixas taxas de eclosdo (<50%) e menor percentual de larvas
normais. Quanto a variagdo volumétrica, observou-se diferenca significativa entre GO e GC nos dois primeiros minutos
de exposigdo, com aumento do volume no GO e retracdo no GC, seguida de estabilizagdo dos volumes médios. Com base
nas taxas de eclos@o, o GO apresentou maior sensibilidade aos crioprotetores, sugerindo que a suplementagdo com acidos
graxos essenciais pode ter aumentado a permeabilidade das membranas embrionarias, elevando a sensibilidade aos
crioprotetores.
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Resumo

A piracanjuba (Brycon orbignyanus) esta criticamente ameagada de extingao devido ao isolamento geografico e
ao severo afunilamento genético de suas populagdes remanescentes. O transplante de células tronco germinativas (SSCs)
surge como uma ferramenta promissora para restaurar a variabilidade genética da espécie. Entretanto, protocolos
convencionais de esterilizacdo baseados em busulfan ou estresse térmico prolongado apresentam impactos sistémicos,
limitando sua aplicagdo em espécies ameagadas. Este estudo avaliou um protocolo de hipertermia isolada (34 °C por 30
dias) para promover deplecdo gonadal e validar receptores para transplante de SSCs homologas oriundas de multiplos
individuos da mesma espécie. Fragmentos testiculares de doadores foram vitrificados, descongelados, dissociados
enzimaticamente e as células viaveis purificadas em gradiente descontinuo de Percoll. Apds marcacgao diferencial com
PKH26 (vermelho) e PKH67 (verde), formando dois pools celulares independentes, as SSCs foram transplantadas via
poro genital em 24 receptores submetidos ao tratamento térmico. Os animais foram monitorados por até 81 dias. A analise
histologica revelou preservacdo tecidual e deplecdo parcial das células germinativas endogenas. Aos 81 dias pos-
transplante, a microscopia de fluorescéncia associada ao DAPI confirmou a sobrevivéncia e colonizagdo das SSCs
transplantadas. Adicionalmente, a presenca de odcitos fluorescentes em ovarios receptores demonstrou plasticidade
fenotipica e transdiferenciagdo sexual das espermatogonias. Apesar da presenga de células endogenas, a deplegdo térmica
parcial promoveu nichos suficientes para a incorporagdo e autorrenovagdo de células exogenas. Conclui-se que a
esterilizagdo completa ndo constituiu requisito para o estabelecimento de SSCs homoélogas em B. orbignyanus, uma vez
que a deplecdo gonadal parcial, induzida pelo proposto protocolo, foi suficiente para promover colonizagdo e
diferenciacao celular de forma a contribuir como estratégia de restauragcdo genética da espécie.
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Resumo

Apesar da hipofise ser amplamente utilizada na indug¢do hormonal de peixes, suas concentracdes de
gonadotrofinas sdo desconhecidas e variaveis, tornando necessaria a utilizagao de hormonios com concentragdes definidas
para a padronizagdo dos protocolos indutores. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a qualidade
espermatica de Colossoma macropomum induzido com extratos hormonais proteicos de origem hipofisaria equina.
Machos (7,3 + 2,4 kg; n = 2) foram induzidos em dose inica com 2,5 mg/kg de extrato bruto de hipofise, utilizado como
controle, ou com 120 pg/kg de eLH + 50 pg/kg de eFSH. Apds 8 horas, o sémen foi coletado em trés aliquotas distintas
para avaliacdo da qualidade espermatica, incluindo volume seminal, taxa de motilidade, duracdo da motilidade,
concentracdo espermatica e producao total de espermatozoides (PTsptz = concentragdo espermatica x volume seminal).
Os machos induzidos com eLH + eFSH apresentaram menor volume seminal do que os animais induzidos com hipofise.
Entretanto, ndo foram observadas diferencas para a taxa de motilidade espermatica, embora a duragao da motilidade tenha
sido maior nos animais induzidos com hipdfise. Apesar da concentracdo espermatica nao diferir entre os tratamentos (7,9
- 9,9 x 10° espermatozoides/mL), o menor volume seminal observado apo6s a indugdo com eLH + eFSH resultou em
menor producao total de espermatozoides (5,0 = 0,6 x 10 espermatozoides) em comparagdo ao tratamento com hipofise
(11,9 £ 1,4 x 10° espermatozoides). Dessa forma, torna-se necessaria a quantificagdo aproximada das concentragdes de
LH e FSH presentes no extrato bruto de hipofise de carpa, visando melhor aplicagdo e avaliagdo dos efeitos de eLH e
eFSH na inducdo hormonal de C. macropomum.
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Resumo

A criopreservacdo espermatica ¢ uma importante biotecnologia para a aquicultura e conservacdo de espécies,
porém pode causar alteragdes no metabolismo energético. Nesse contexto, a melatonina vem sendo investigada como
estratégia para minimizar os danos induzidos pela criopreservagdo. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos da suplementagdo com melatonina sobre o perfil protedmico do plasma seminal do sémen criopreservado de
Prochilodus lineatus. Amostras (n = 9) foram criopreservadas com ou sem suplementagdo de melatonina (2 mM),
utilizando glicose 350 mOsm/kg como diluidor e metilglicol a 10% como crioprotetor. Apds o descongelamento, o plasma
seminal foi submetido a digestao e a andlise por espectrometria de massa. Adicionalmente, amostras de plasma seminal
fresco foram analisadas para fins comparativos. Proteinas com aumento >2 vezes na abundancia relativa foram
consideradas upregulated, enquanto proteinas com reducdo <0.5 vezes foram classificadas como downregulated. Foram
consideradas diferencialmente expressas proteinas com FDR <0.05. Na comparacdo entre descongelado e fresco,
observou-se downregulation de enzimas do ciclo de Krebs, glicolise e via das pentoses. A analise de enriquecimento GO
confirmou a supressdo de processos de geragdo de metabolitos precursores e energia, do metabolismo de piruvato e da
fosforilagdo de nucleosideo difosfato durante a criopreservagdo. Em contrapartida, no grupo com melatonina observou-
se upregulation de proteinas-chave da glicolise e da fosforilagdo oxidativa, preservando as vias de produgao de ATP. O
enriquecimento GO neste grupo revelou ativacdo de processos catabdlicos de acidos carboxilicos e geragao de energia,
acompanhada de supressdo de processos proteoliticos excessivos. Esses resultados demonstram que a criopreservagio
compromete o metabolismo energético do plasma seminal de P. /ineatus, enquanto a melatonina atenua esses efeitos ao
preservar proteinas-chave envolvidas na produ¢o de energia.
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Resumo

Apesar do extrato bruto de hipofise de carpa (EBHC) ser amplamente utilizado na indu¢ao hormonal de peixes,
aincerteza e variabilidade no seu contetido de gonadotrofinas estimulam a busca por alternativas hormonais que permitam
definir concentragdes e padronizacao nos protocolos de indug@o. Nesse contexto. O presente estudo teve como objetivo
avaliar a qualidade espermatica de Colossoma macropomum induzido com extratos hormonais proteicos de origem
hipofisaria equina (eLH e eFSH). Para isso, machos (7,3 + 2,4 kg; n = 2) foram induzidos em dose tinica com 2,5 mg/kg
de extrato bruto de hipofise de carpa (EBHC), utilizado como controle, ou com 120 pg/kg de eLH + 50 pg/kg de eFSH.
Apo6s 8 horas, o sémen foi coletado em trés aliquotas distintas para avaliagdo da qualidade espermatica, incluindo volume
seminal, concentracdo espermatica, produgdo total de espermatozoides (PTsptz = concentragdo espermatica X volume
seminal), taxa de motilidade e duragdo da motilidade. Os extratos equinos eLH + eFSH foram capazes de induzir a
espermiagdo, com concentracdo espermatica similar a do controle (7,9 — 9,9 x 10° espermatozoides/mL). Entretanto, por
terem gerado menor volume seminal, a producao total de espermatozoides (5,0 + 0,6 x 10° espermatozoides; 0,5 mL) foi
menor (0,025) do que o controle (11,9 + 1,4 x 10° espermatozoides; 1,5 mL). Nao foram observadas diferengas na taxa
de motilidade espermatica (86,7 — 90%), embora a duracdo da motilidade do controle (58 s) tenha sido maior (0,025) do
que no eLH + eFSH (37 s). Os resultados indicam o potencial dos extratos equinos na indu¢ao hormonal de C.
macropomum. Mais estudos de doses e protocolos de seu uso serdo necessarios, bem como a quantificagdo aproximada
das concentragdes de LH ¢ FSH no EBHC, visando assim refinar a avaliagdo ¢ comparagdo dos efeitos na indugdo
hormonal de C. macropomum.
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Resumo

Embora essencial para a piscicultura, a criopreservagao pode causar danos celulares que reduzem a qualidade
seminal. Assim, este trabalho avaliou o efeito do plasma seminal natural e artificial na criopreservagdo do s€émen de
Pseudoplatystoma reticulatum. Foram utilizados 8 machos induzidos com EBHC e, apds 232 horas/grau o sémen foi
coletado por meio de massagem na regido ventral, selecionando animais com motilidade espermatica superior a 80%. Os
tratamentos utilizados para a criopreservacdo foram: T1 = 5% de glicose + 10% de metanol; T2 = T1 + 30% de plasma
seminal natural; T3 = T1 + 30% de plasma seminal artificial (previamente elaborado). O sémen foi diluido nesses
tratamentos na propor¢do de 1:5 e¢ congelados 3 cm acima do nitrogénio, em caixa de isopor (10 minutos). O
descongelamento foi feito a 37°C (10 segundos). A analise cinética foi feita por meio do sistema CASA, com ativagdo
feita por solugdo de NaCl 0,45%. Foram feitas analises de fertilizagdo, integridade de DNA e analise de subpopulagoes
espermaticas. Foram feitas analises de média, desvio padrio, normalidade por Shapiro-Wilk, analise de varidncia
(ANOVA de uma via), homocedasticidade por Levene e diferenca de tratamentos por Bonferroni. A cinética espermatica,
apresentou diferenca estatistica somente para os parametros MOT e MP entre T1 e T3. Na fertilizacao, o controle obteve
76,83 £ 7,10%, sendo o T1 o que obteve maior média com 66,56 = 14,59% e ndo diferiu de T2. A integridade do DNA
apresentou menores danos para T2 com 7,99 £2,92% e, o T3 com maior porcentagem (25,48 £ 7,27%). Foram detectadas
trés subpopulacdes (SP), sendo a SP1 caraterizada por rapidos lineares, a SP2 por rapidos ndo-lineares e a SP3 por lentos
lineares. Para ambos os tratamentos, a SP3 foi a que apresentou maior proporcao, seguida da SP1 e por fim, da SP2. De
acordo com as analises, podemos sugerir que T1 foi o tratamento mais eficaz na criopreserva¢do dos espermatozoides
desta espécie.

Este trabalho foi financiado pela Coordenagao de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES/PROEX) (N°
88887.302629/2018-00), pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) (N°
200452/2022-3) e pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) (N° 2020/15020-0).
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Expressao de Vasa se correlaciona com a abundancia de espermatogonias em fases
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Resumo

Este estudo investigou os padrdes de expressdo do gene vasa em fungio das fases reprodutivas em duas espécies
de peixes amazdnicos economicamente importantes: Colossoma macropomum (tambaqui) e Piaractus brachypomus
(pirapitinga), com implicagdes para a criopreservacdao de germoplasma. Espécimes machos foram coletados e
classificados em diferentes fases reprodutivas segundo Brown-Peterson et al. (2011). Foram realizadas analises
histologicas e qPCR para caracterizar o desenvolvimento testicular e os perfis de expressdo de vasa. A andlise de fold
change demonstrou expressdo estritamente gonadoespecifica em ambas as espécies. Na analise por fase reprodutiva,
foram detectadas diferencas significativas (p < 0,001) que se correlacionaram diretamente com a abundancia de
espermatogoénias. Em C. macropomum, a expressdo de vasa seguiu o padrdo regenerativo > imaturo tardio > imaturo
precoce (F =19,54; p <0,001), enquanto P. brachypomus apresentou regenerativo > imaturo > apto a desova precoce >
apto a desova tardio (F =46,88; p <0,001). O sequenciamento ONT confirmou 100% de identidade para C. macropomum
e alta similaridade (98,85-98,92%) para P. brachypomus com espécies de caracidos relacionadas. A fase regenerativa
apresentou maior expressdo de vasa em ambas as espécies, fornecendo critérios moleculares claros para a selegdo ideal
de doadores em aplicagdes de conservagdo de germoplasma. Estes resultados estabelecem o vasa como marcador
confiavel da linhagem germinativa e fornecem dados de referéncia para implementar biotecnologias reprodutivas nestas
espécies aquicolas amazonicas.

Palavras-chave: caracidas amazonicas, criopreservagio, espermatogonias.
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Ultrassonografia como ferramenta para avaliar o crescimento gonadal de
Prochilodus brevis (Steindachner 1875) apds inducao hormonal
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Resumo

A reproducdo de espécies reofilicas em cativeiro depende de protocolos eficientes de indugao hormonal e de
métodos seguros para avaliagdo da maturacdo gonadal. Entretanto, técnicas convencionais podem causar estresse e
comprometer o sucesso reprodutivo. Nesse contexto, a ultrassonografia destaca-se como uma ferramenta ndo invasiva,
permitindo o monitoramento gonadal com menor manipulagio e estresse aos animais. O estudo objetivou avaliar o
crescimento gonadal de fémeas de Prochilodus brevis submetidas a diferentes indutores hormonais, bem como
caracterizar esse processo por meio da ultrassonografia (Mindray Z60vet; sonda multifrequencial de 5-8,5MHz). Foram
selecionadas 12 fémeas, divididas em dois grupos experimentais: G1 induzido com Extrato Hipofisario de Carpa (EHC)
e G2 com um analogo de GNrH associado a um inibidor de dopamina (Ovaprim®). Antes e apds a inducdo, foram obtidas
imagens ultrassonograficas das gonadas direita e esquerda em projecdes longitudinais para mensurar o crescimento
ovariano. Observou-se crescimento gonadal em ambos os tratamentos, sem diferenca estatistica (P>0,05) no tamanho
das gonadas. Quanto ao numero de ovdcitos, o grupo induzido com EHC (G1) apresentou média de 1865 ovoécitos/g,
enquanto o grupo induzido com Ovaprim® (G2) apresentou 1389 ovocitos/g (P>0,05). Entretanto, o G2 apresentou
melhor desempenho reprodutivo, alcancando taxa de fertilizagcdo de 78,36%, superior (P<0,05) a observada no Gl
(32,22%), evidenciando maior eficiéncia do Ovaprim® na qualidade reprodutiva de P. brevis. Assim, conclui-se que a
ultrassonografia ¢ eficiente no acompanhamento do desenvolvimento gonadal, podendo substituir métodos invasivos no
manejo reprodutivo. Além disso, o uso do Ovaprim® proporcionou melhores resultados reprodutivos em P. brevis,
representando uma estratégia promissora para otimizar a reproducdo da espécie em piscicultura.

Fundagao Cearense de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico — Funcap - MC2-0225-00203.01.00/25.

Palavras-chave: Maturagdo ovocitaria, Piscicultura, Reproducao induzida.
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Avaliacdo da morfometria de espermatozoides tratados com colesterol
antes da criopreservacio
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Resumo

A morfometria contribui para a avaliagdo quantitativa de espermatozoides de peixes teledsteos, sendo uma
ferramenta complementar para a avaliagdo morfologica. Alteragdes nas estruturas dos espermatozoides influenciam na
motilidade, potencial de fertilizacdo, sobrevivéncia e protocolos de criopreservagao. Objetivou-se avaliar o efeito da
adi¢@o de colesterol carregado pela ciclodextrina (CCC) no sémen de Curimata sobre a espermatica. Ejaculados de 12
reprodutores, induzidos hormonalmente, subdivididos e tratados com seis diferentes concentracdes de CCC (0; 0,5; 1; 2;
3 e 4mg) ¢ diluidos (300mM glicose € 10% DMSO, em é4gua destilada) para a concentragdo final de 120x10°
espermatozoides/mL. As amostras foram envasadas em palhetas (0,5ml), seladas e colocadas em botijao Dry shipper por
24h e armazenadas em nitrogénio liquido. A descongelagdo foi em banho-maria a 60°C/8s. As amostras frescas e
descongeladas foram fixadas (1:1000) com solu¢do de formaldeido (37%), e 10ul retirado e corado com 2ul de Rosa
Bengala, antes de confeccionar esfregacos para avaliar em microscépio optico (1000x) acoplado com uma camera
Axiocam (105 color; ZEISS). As andlises morfométricas foram realizadas utilizando o moédulo de morfometria do
software da ZEN 2012 SP2. Os dados submetidos 8 ANOVA e teste de Tukey (P<0,05). A média dos dados morfométricos
de células frescas foram cabeca (comprimento 1,35+0,03pum, largura 1,0+0,02um, area 37,22+1,39um?, perimetro
2,134+0,04pum), peca intermediaria 1,25+0,24um e flagelo 13,78+0,54um. As células espermaticas criopreservadas com
CCC tiveram maior comprimento (1,37+0,01um), largura (1,23+0,01um), area (37,58+0,44pm?) e perimetro da cabega
(2,15£0,01um) vs fresco (P<0,05), e menor peca intermediaria (0,54+0,02pum) e flagelo (7,84+0,8um; P<0,05). Adigdo
de colesterol protege a regido da cabeca de espermatozoides e estabelecemos valores morfométricos de espermatozoides
de Prochilodus lineatus fresco e criopreservados.

Agradecimentos: CAPES, CNPq e CODEVAF.
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Resumo

A avaliagdo da integridade da cromatina é imprescindivel para medir os danos causados ao DNA de
espermatozoides criopreservados. A adicdo de colesterol estabiliza a membrana plasmatica ¢ reduz danos aos
espermatozoides durante a criopreservacao. Objetivou-se avaliar o efeito da adicdo de colesterol carreado pela
ciclodextrina (CCC) sobre integridade da cromatina espermatica de peixe Curimatd pés-descongelacdo. Ejaculados de 12
reprodutores, induzidos hormonalmente, foram colhidos, submetidos a seis diferentes concentragdes de CCC (0; 0,5; 1;
2; 3 ¢ 4 mg) e diluidos (300mM glicose ¢ 10% DMSO, em éagua destilada) para a concentragdo final de 120x10°
espermatozoides/mL. As amostras foram envasadas em palhetas (0,5ml), seladas e colocadas em botijao Dry shipper por
24h antes de serem armazenadas em nitrogénio liquido. A descongelacao foi em banho-maria a 60°C/8s. A fragmentagao
do DNA foi avaliada em esfregacos preparados das amostras descongeladas (10puL) e secos a temperatura ambiente.
Depois, fixados em solu¢do de Carnoy’s (3:1 etanol:acido acético) por lmin, imersos em etanol 70% por 3min e
submetidos a hidrdlise acida em HCI 4N por 15min. Apds lavagem e secagem, os esfregagos foram corados com 50uL
de azul de toluidina (0,025% em tampao Mcllvaine, pH 4) e avaliadas 500 células/lamina em microscopio optico (1000x).
Espermatozoides corados em azul claro ndo apresentam fragmentagdo do DNA e as coradas de violeta tem elevada
fragmentagdo. Dados foram submetidos 8 ANOVA e teste Tukey (P<0,05). A fragmentacdo do DNA nao diferiu entre os
tratamentos (P>0,05), exceto quando comparado ao sémen fresco que teve menor taxa (15,3%) versus descongelados
(P<0,05). Dentre os descongelados, os tratados com 1mg de CCC (66,95%) apresentou baixa fragmentacao em relacdo
aos que receberam Omg (82,2%), 0,5mg (84,73%), 2mg (73,73%), 3mg (76,25%) e 4mg (78,8%) de CCC. Adicao de
colesterol nao altera a baixa taxa de fragmentacdo do DNA de espermatozoides de P. Lineatus ap6s a descongelagao.

Agradecimentos: CAPES, CNPq e CODEVAF.
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Resumo

A reprodugdo semi-natural do lambari-do-rabo-amarelo (4styanax lacustris) é uma técnica amplamente utilizada
na piscicultura por possibilitar a producao eficiente de ovos e larvas. O presente trabalho teve como objetivo descrever o
sistema empregado na reprodugdo semi-natural da espécie no Laboratorio de Aquicultura da UNESP, campus de Registro.
O sistema é composto por dois tanques cilindricos com fundo conico, sustentados por estruturas metalicas, sendo cada
tanque conectado individualmente a uma incubadora conica com capacidade para 60 litros. O abastecimento de agua foi
realizado por meio de uma bomba hidraulica conectada a uma caixa d’agua com capacidade para 300 litros, responsavel
pelo fornecimento continuo de agua aos tanques de reprodugdo. No fundo de cada tanque foi instalada uma rede de malha
adequada, permitindo a passagem apenas dos ovos apds a desova, enquanto os reprodutores permaneciam retidos no
tanque. Foram utilizados reprodutores distribuidos entre os tanques, submetidos a indugdo hormonal com o hormonio
Ovopel®, sendo diluido 1 pellet em 1 mL de solug@o. As doses aplicadas foram de 0,02 mL por fémea e 0,01 mL por
macho. Apds a indugdo hormonal, os peixes foram mantidos nos tanques para a realizagdo da desova. A saida inferior
dos tanques permitiu o escoamento da dgua e o transporte dos ovos para as incubadoras correspondentes, onde
permaneceram sob fluxo continuo, favorecendo a incubagdo em ambiente controlado. Como resultado, foi obtido um
volume aproximado de 100 mL de ovos, evidenciando a eficiéncia do protocolo reprodutivo adotado e o adequado
funcionamento do sistema. Conclui-se que o sistema de reprodugdo semi-natural empregado apresentou condicdes
satisfatorias para a reproducdo de Astyanax lacustris, demonstrando potencial para aplicacdo em atividades de ensino,
pesquisa e produgao aquicola.

Palavras-chave: aquicultura, reprodu¢ao induzida, sistema de recirculagao.
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Resumo

A reproducdo nos grandes bagres sul-americanos apresenta grandes desafios durante o momento da coleta
seminal, relacionado principalmente a anatomia e localizagdo dos testiculos, optando-se em algumas espécies pela
eutanasia para obter material genético necessario para a reproduc@o. Diante isso, uma alternativa ¢ a coleta através da
apertura da cavidade celomatica e excisao de um fragmento de testiculo, tomando como modelo experimental o jundia
(Rhamdia quelen) e replicando a técnica em peixes Siluriformes. O presente estudo teve como objetivo desenvolver
diferentes abordagens cirurgicas para a obtengdo de fragmento de testiculo destinados a criopreservacao de
espermatogonias, como avaliar o fechamento da ferida e a viabilidade celular ap6s descongelamento. Os animais foram
distribuidos para comparar a cirurgia com ingresso abdominal, lateral e o grupo controle eutandsia, 2 tipos de fio de sutura
(Vicryl e catgut) e dois tipos de pontos (colchoeiro e simples) para os grupos de cirurgia, anestesiados com Propofol
(10mg/kg) diluido em agua, com dose indutora 2.5mg/L e manutencdo 1.5mg/L, conectado a um sistema de aeragdo para
a recirculagdo da anestesia. O fragmento (2cm) coletado da parte cranial do testiculo posteriormente foi criopreservado,
no descongelamento, foram testadas duas temperaturas (10°C e 25°C). Foram avaliadas a viabilidade, concentragdo, e
atividade mitocondrial das espermatogdnias presente no testiculo. Os resultados mostraram que o método de coleta ndo
comprometeu a qualidade celular das espermatogdnias apo6s a criopreservagdo. A temperatura de descongelamento
influenciou a viabilidade celular, com melhores resultados a 25°C. A Abordagem abdominal associada ao fio Vicryl e
pontos simples apresentou melhor fechamento pos-cirurgia, as informagdes apresentadas com R. quelen como modelo
trazem novas alternativas no uso de protocolo cirtirgico em grandes bagres sul-americanos para a coleta e criopreservagao
de material genético e futura replicacao.
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Resumo

As espécies reativas de oxigénio podem comprometer a integridade dos espermatozoides, bem como a
morfologia celular durante o processo de criopreservagdo. A utilizagdo de antioxidantes, associados a capacidade
crioprotetora do colesterol, podem minimizar os efeitos oxidativos e diminuir os defeitos espermaticos pds congelagdo-
descongelacdo. Objetivou-se verificar se a suplementacdo de 2mM de melatonina (MEL) no diluente de sémen de
Curimata tratado com 0,5mg de colesterol carreado pela ciclodextrina (CCC) previne os danos morfologicos apds
criopreservacdo. Foi utilizado pool dos ejaculados de 3 reprodutores maduros e realizada diluicdo com diluente basico
(DB: 300mM de Glicose + 10% DMSO) para diluigdo de 120x10° espermatozoides/mL. Em seguida, o sémen foi dividido
em tubos e distribuidos nos seguintes tratamentos: TO (DB), T1 (DB + 2mM de MEL), T2 (DB + 0,5mg de CCC + 2mM
de MEL), T3 (DB+ 0,5mg de CCC). As amostras foram envasadas em palhetas (0,5ml), seladas e colocadas em botijao
Dry shipper por 24h antes de serem imersas e armazenadas em nitrogénio liquido. A descongelagdo foi em banho-maria
a 60°C/8s. As amostras foram fixadas (1:1000) com solugdo de formaldeido (37%). Depois, em 10ul da amostra fixada
foi adicionado 2ul de Rosa Bengala ¢ confeccionados esfregagos que apds secagem em temperatura ambiente (~25°C)
foram avaliados em microscopio Optico com contraste de fase (1000x) sob 6leo de imersdo. Em cada ldmina foram
contadas 200 células espermatica e classificadas as altera¢des de cabeca (isolada, macrocefalia, microcefalia) e de cauda
(enrolada, fortemente enrolada, dobrada e curta). Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk, ANOVA e teste
de Tukey (P<0,05). A adicdo de MEL isolada (12,67%) ou associada ao CCC (8,0%) aumentou a taxa de espermatozoides
com morfologia normal (P<0,05). A adi¢ao isolada de MEL ao DB diminuiu a ocorréncia de defeito de cabega isolada
(20,0%) quando comparado ao TO (52,67%), T2 (48,67%) e T3 (60,33%) (P<0,05). Nao houve efeito sobre os pardmetros
(P>0,05). Adicao de 2 mM de melatonina em meio diluente de P. /ineatus aumenta a taxa de preservacao de células
normais e reduz da porcentagem de cabega isolada apds a criopreservagao.
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Resumo

As analises espermaticas vém sendo cada vez mais utilizadas na reproducdo de peixes, destacando caracteristicas
capazes de otimizar recursos na piscicultura. Para a avaliagdo dos espermatozoides, sdo utilizados softwares como o
ImageJ/CASA, que permitem avaliar pardmetros cinéticos espermaticos, tornando necessaria a caracterizagao individual
de cada espécie. Nesse contexto, o objetivo foi avaliar o efeito da quantidade de frames e do tempo de analise pos-ativagao
sobre os parametros espermaticos de Oncorhynchus mykiss utilizando o ImageJ/CASA. Foram utilizados 16 machos
adultos para coleta de sémen. Amostras contendo 1 pL de sémen, ativadas com 400 puL de solugdo ativadora (0,01%
NaHCO:s), foram dispostas em camara de Neubauer, cobertas com laminula e avaliadas em microscépio trinocular (10x)
com camera de 100 fps. Os videos de cada macho, em triplicata, foram convertidos em sequéncias de imagens para
avaliacdo individual das células no CASA. Foram avaliados 25, 50, 75, 100, 150, 200 e 300 frames, correspondentes a
0,255,0,50s,0,755s,1,0s,1,5s,2,0s e 3,0s devideo. O tempo foi avaliado aos 5, 10, 15 e 20 segundos. Foram avaliados
os parametros MOT, VSL, VAP e VCL. A quantidade de frames foi submetida a regressao segmentada para determinagao
do breakpoint (Y=P0+B1X+p2(X—c)I(X>c)). O tempo poés-ativagao foi analisado por ANOVA de efeitos principais a 5%
de significancia e teste de Tukey. A regressao segmentada indicou breakpoint para VSL em 82,32 frames, enquanto para
MOT, VAP e VCL, ndo houve efeito significativo da quantidade de frames, sendo observada estabilizagdo proxima de
75 frames. O tempo de analise pds-ativagdo apresentou efeito significativo sobre todos os parametros avaliados, com
redugdo progressiva dos pardmetros entre os tempos avaliados. Recomenda-se realizar a analise aos 5 s apos a ativagao,
utilizando sequéncias de 100 frames (1 s de video), permitindo maior fidelidade na analise dos parametros de O. mykiss.

Apoio financeiro: CAPES — Processo n° 88887.955797/2024-00.
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Resumo

A escolha do ativador espermatico influencia diretamente a eficiéncia da fertilizacdo artificial em peixes,
afetando a cinética espermatica apos a ativacdo. O objetivo deste estudo foi comparar os efeitos de diferentes ativadores
sobre a cinética espermatica do tambaqui (C. macropomum) e da pirapitinga (P. brachypomus). Foram utilizados oito
machos de tambaqui e cinco de pirapitinga induzidos a espermia¢do com extrato bruto de hipofise (2,5 mg kg™'). O sémen
fresco foi analisado por sistema CASA utilizando dH-0O, glicose 2,5%, NaCl 1,05% e NaHCOs 1,05%, na propor¢ao de
1:1000 (sémen:ativador). Em ambas as espécies, a glicose e a dH.O promoveram as maiores taxas de motilidade inicial,
superiores a 80% aos 10 segundos pos-ativagdo. A velocidade curvilinea também foi superior nesses ativadores, atingindo
cerca de 165 e 142 um s™' no tambaqui e na pirapitinga, respectivamente. No tambaqui, a glicose apresentou o melhor
desempenho, mantendo motilidade superior a 70% até aproximadamente 40 segundos apos a ativagdo. Na pirapitinga,
embora a redugdo da motilidade tenha ocorrido mais rapidamente, a glicose também promoveu melhor sustentagdo da
motilidade, mantendo cerca de 40% de células moveis aos 30 segundos, valor aproximadamente duas vezes superior ao
dos demais ativadores. Os ativadores salinos apresentaram os menores valores de motilidade desde os primeiros instantes
pos-ativagdo. O NaHCOs apresentou osmolaridade proxima a do sémen fresco, enquanto meios mais hipotdnicos
favoreceram ativagdo mais eficiente. Os resultados indicam que a glicose apresenta elevado potencial como ativador
espermatico para ambas as espécies. Em C. macropomum, promoveu maior persisténcia da motilidade ao longo do tempo,
enquanto em P. brachypomus proporcionou melhor sustentacdo da motilidade em comparagdo aos demais ativadores.
Dessa forma, a glicose se destaca como alternativa promissora para otimizagao da fertilizagao artificial de peixes nativos.

Agradecimentos: BNDES - Projeto BRSAqua.
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Resumo

A producdo sustentdvel de peixes requer avancos continuos nas biotecnologias reprodutivas, incluindo
programas de melhoramento genético, criopreservacdo de gametas e estabelecimento de bancos de germoplasma. Este
estudo teve como objetivo desenvolver um protocolo de criopreservacdo de s€émen para Leiarius marmoratus. Machos
sexualmente maduros foram induzidos hormonalmente utilizando uma dose dupla de extrato de hipofise de carpa (EHC),
composta por uma dose preparatoria inicial de 1 mg kg™ de peso corporal, seguida por uma dose resolutiva de 2 mg kg™!
de peso corporal. O sémen foi coletado e diluido na propor¢do 1:5 (sémen:crioprotetor) utilizando duas solugdes
crioprotetoras: tratamento 1, contendo 10% de metanol, 5% de glicose e 10% de gema de ovo; e tratamento 2, contendo
10% de metanol e 100 mM de trealose. As amostras foram acondicionadas em palhetas de 0,5 mL, congeladas em vapor
de nitrogénio e armazenadas em nitrogénio liquido a —196 °C. Apds o descongelamento, foram avaliados a cinética
espermatica, a morfologia e a integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides. A motilidade espermatica total
diferiu significativamente entre os tratamentos (P < 0,05) com o sémen fresco (controle), apresentando maior motilidade
(76,5 = 7,8%) em comparacdo aos espermatozoides criopreservados nos tratamentos 1 (37,8 £7,46%) e 2 (29,4 = 0,71%).
Nao foi observada diferenga significativa entre os dois tratamentos crioprotetores. A morfologia espermdtica normal foi
significativamente afetada pela criopreservacdo (P < 0,05). O sémen fresco apresentou maior porcentagem de
espermatozoides normais (62,4 = 6,86%), quando comparado aos tratamentos 1 (23,0 £2,74%) e 2 (22,2 £ 4,59%), sem
diferenga significativa entre os tratamentos crioprotetores. A integridade da membrana plasmatica também apresentou
diferenga significativa entre os tratamentos (P < 0,05), sendo maior no sémen fresco em comparagdo ao sémen
criopreservado nos dois tratamentos. Nao houve diferenga significativa entre os tratamentos 1 e 2. Esses resultados
indicam que os protocolos criogénicos testados nao foram efetivos para a manutengdo da qualidade dos espermatozoides
criopreservados e que, adigdo de trealose nao melhorou a qualidade espermatica pos-descongelamento em comparagao
ao crioprotetor a base de glicose.
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Resumo

A literatura acerca da fisiologia gestacional em peixes viviparos ¢ limitada, bem como os métodos disponiveis
para diagnoéstico e acompanhamento da gestagdo. Este trabalho descreve o primeiro registro cientifico de reprodugao e
utilizagdo da ultrassonografia para diagndstico e monitoramento gestacional e embrionario, em Anableps anableps
mantida sob cuidados ex situ no Oceanic Aquarium, Bal. Camboria, SC. A fémea, 22cm; 87,5g, apOs apresentar
comportamento reprodutivo, passou por avaliagdes fisicas e ultrassonografias seriadas. Foram realizados 5 exames entre
janeiro e fevereiro de 2025. O recinto possuia volume de 600litros, filtragem mecanica, bioldgica e quimica, circulagao
auxiliar com pardmetros mantidos em temperatura média de 25°C, pH 7,5 e salinidade de 8ppt. No primeiro exame, 09/01,
observou-se vesicula gestacional contendo pelo menos 3 fetos viaveis, com diferenciagio entre cranio e corpo e motilidade
preservadas. Em 28/01, verificou-se evolugdo fetal, com desenvolvimento corporal mais evidente, movimentos branquiais
coordenados e atividade cardiaca preservada. Em 06/02, os fetos apresentavam maior desenvolvimento osteocartilaginoso
e sistema Osseo-articular evidente. Em 13/02, foram identificados pelo menos dois fetos viaveis, sendo um
significativamente maior ¢ mais ativo. No ultimo exame, 20/02, observou-se manutencdo da atividade cardiaca,
desenvolvimento fetal continuo e estruturas osseas preservadas. Apos, a fémea foi transferida para maternidade anexa ao
sistema principal. O parto ocorreu em 06/03/2025, resultando em dois filhotes natimortos € um filhote viavel, com 4,3cm
e 1,8g, sem intercorréncias maternas. A ultrassonografia mostrou-se eficiente para avaliacdo do desenvolvimento fetal e
monitoramento da viabilidade embriondria, permitindo identificar evolugdo anatdmica, atividade cardiaca e diferencas
comportamentais entre os fetos. Além de subsidiar o manejo clinico, possibilitou a adogdo de medidas preventivas antes
do parto.

Palavras-chave: Anablepidae, reproducéo, ultrassonografia

Rev Bras Reprod Anim, v.50, n.2, p.426-456, abr/jun. 2026 453



Criopreservagdo e Biotecnologias

. 2026 o Anais do IV Workshop Brasileiro de Reprodugéo de Peixes
REPRODUCTION Florianopolis, SC, 18 a 21 de agosto de 2026

Criopreservac¢ao seminal por 14 anos preserva a motilidade total, mas altera o padrao cinético
espermatico em tambaqui (Colossoma macropomum)

Alexandre Nizio Maria', Hymerson Costa Azevedo?, Paulo Cesar F. Carneiro®

13 Embrapa Tabuleiros Costeiros
E-mail: alexandre.maria@embrapa.br

Resumo

A criopreservacdo de s€men constitui uma ferramenta estratégica para conservacdo genética, programas de
melhoramento e manutencao de bancos de germoplasma. Entretanto, ainda s3o escassas as informagodes sobre os efeitos
da criopreservagdo de longo prazo na qualidade espermatica de peixes. Objetivou-se avaliar a estabilidade da cinética
espermatica do sémen criopreservado de tambaqui (Colossoma macropomum) apo6s diferentes periodos de
armazenamento em nitrogénio liquido. As amostras foram obtidas dos mesmos machos, congeladas e avaliadas apos
aproximadamente 1, 6 e 14 anos de armazenamento por meio do sistema computadorizado SCA® (Microptic). Foram
analisadas variaveis de motilidade, velocidade e trajetoria espermatica. Os dados foram submetidos a modelos lineares
mistos, considerando o tempo de armazenamento como efeito fixo ¢ o animal como efeito aleatorio, seguido pelo teste de
Tukey (P<0,05). A motilidade total permaneceu estavel durante todo o periodo de armazenamento (66,1; 63,8 ¢ 64,9%
para 1, 6 ¢ 14 anos, respectivamente; P>0,05). Entretanto, a motilidade progressiva aumentou apds 14 anos (43,1%) em
relacdo aos periodos de 1 e 6 anos (~30%; P<0,05). Houve aumento de VCL, VSL, VAP, LIN, STR ¢ WOB, acompanhado
de redugdo da amplitude lateral da cabega (ALH), indicando uma alteracdo coordenada do padrio cinético com maior
linearizagdo da trajetoria espermatica. A frequéncia do batimento flagelar cruzado nao foi alterada. Conclui-se que a
criopreservagao seminal por até 14 anos mantém a motilidade total dos espermatozoides de tambaqui, mas esta associada
a modificagdes no padrao cinético dessas células, caracterizadas pelo aumento da progressividade e da linearidade,
associado a redugdo da amplitude lateral da cabeca, sugerindo uma reorganizacao da dinamica de movimento durante o
armazenamento prolongado.

Palavras-chave: banco de germoplasma, criobiologia, reproducéo de peixes.
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Resumo

A produgdo de peixe requer de um desenvolvimento mais sustentavel. Motivo pelo qual, o cultivo de peixes
precisa da implementacdo de novas alternativas para a coleta de material genético, mediante a cirurgia exploramos uma
nova ferramenta minimamente invasiva para a coleta de sémen conservando o reprodutor ¢ a capacidade de fecundagao
dos espermatozoides. O presente estudo tem como objetivo analisar a cinética e concentracdo espermatica dos
espermatozoides de Jundia coletados através de gonadectomia parcial. Foram selecionados aleatoriamente 7 machos,
posteriormente anestesiados com Propofol (Propovan® - 10mg/kg) diluido em agua do tanque, com uma dose de indugéo
2.5mg/L e outra dose de manutencdo 1.5mg/L. Conectado a um sistema de aeracdo 220L/h, para a recirculagdo da
anestesia. A operacdo foi realizada com o auxilio de uma esponja para suporte, juntamente com uma caixa de tampo
furado contendo 1,5L de dgua e anestésico. A incisao foi desenvolvida na linha alba do abdémen do animal com extensao
variando de 1 a 1.5cm, o fragmento foi coletado do 4pice do testiculo direito, seguido de uma sutura com pontos simples
para fechamento da ferida cirtrgica. O fragmento do testiculo foi armazenado e diluido em uma solugdo de Glicose 5%
(1g:1uL) baseando-se no peso. Para a andlise espermatica através do sistema computadorizado CASA, a concentracao
espermatica foi calculada fixando-se em Formol Salino Tamponado 4,6% diluido nas proporg¢des (1:1000) obtendo uma
concentracao (3,04E+10+2,83E+09) de células. A analise dos pardmetros cinéticos resultou em (MOT) 57,8549,64,
(VAP) 96,2943,23, (VSL) 66,31+2,55, (VCL) 62,56+2,37, (PROG) 94,36+0,25, (STR) 68,87+0,88, (WOB)
987,17+£37,88 ¢ (BCF) 37,04+0,49. O procedimento foi eficiente para a obtencdo de células espermaticas com qualidades
de reprodugdo satisfatorias para procedimento de reprodugio artificial.
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Resumo

O sucesso da criopreservagao espermatica depende da manutencao da qualidade e da capacidade fecundante dos
espermatozoides ap6s o congelamento. Portanto, neste estudo objetivou-se avaliar a eficacia da criopreservagio
espermatica de Rhamdia spp. em palhetas de 0,25 mL e criotubos de 2 ¢ 5 mL, sob delincamento inteiramente casualizado
(cinco machos como repeti¢do; trés machos como controle (sémen fresco), para fecundagéo de odcitos de trés fémeas). O
sémen foi diluido (1:3) em meio com 5% frutose, 5% leite em po e 10% metanol, envasado e armazenado em dry shipper
(2 h) e nitrogénio liquido (72 h). Apds descongelado (25 °C) o sémen foi diluido (1:20) em solugdo extensora de NaCl
(1%) e analisado quanto a concentragdo, morfologia, integridade de membrana e pardmetros cinéticos (CASA/Imagel]) e
em seguida aplicado para a fecundagdo (70.000 espermatozoides/odcito) para aferigdo da capacidade fecundante
(fertilizagdo e eclosdo). Verificou-se seguintes resultados: MOT foi maior no controle (57,75%) e na palheta
(30,99+15,83%) em relagdo a 5 mL (22,81+14,67%); VCL, VAP, VSL, STR, WOB, PROG e BCF nio diferiram entre
os tratamentos (p>0,05). Na morfologia, cabeca solta, gota distal, cauda enrolada e cauda quebrada diferiram entre
tratamentos (p<0,05), com piores indices na palheta e no 2 mL frente ao controle. A integridade de membrana foi menor
em todos os grupos criopreservados que no controle (56,8+13,3%; p<0,05), sem diferenga entre palheta, 2 mL e 5 mL.
As taxas de fertilizagdo e eclosdo (p>0,05) ndo diferiram entre controle, palheta, 2 mL e 5 mL. Conclui-se que a
criopreservagdo espermdtica em palhetas e criotubos de 2 ¢ 5 mL ¢ viavel, mantendo capacidade fecundante, fertilizagdo
e eclosdo semelhantes as observadas com sémen fresco, apesar das alteragdes observadas em alguns pardmetros
espermaticos.
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