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RESUMO 
 
 
O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do tempo e temperaturas de 
armazenamento sobre a qualidade espermática no sêmen do Leiarius marmoratus in 
natura. Um peixe de couro proveniente da bacia dos rios Amazonas, Orinoco e 
Eussebio, de grande importância na piscicultura nacional por conta da sua utilização 
na hibridização intergenérica. O sêmen proveniente de cinco reprodutores foi 
distribuído em um delineamento experimental em esquema fatorial (2×4). Os fatores 
foram constituídos pela temperatura ambiente e resfriado, e os tempos de exposição: 
0 (controle), 12, 20 e 28 horas pós-coleta. Avaliaram-se os seguintes parâmetros 
espermáticos do sêmen: Taxa de motilidade (MOT), velocidade curvilínear (VCL), 
velocidade média de deslocamento (VMD), velocidade em linha reta (VLR), 
retilinearidade (RET), oscilação (OSC), progressão (PROG), frequência de batimento 
cruzado (FBC), taxa de espermatozoides normais (NOR) e taxa de sobrevivência 
(SOB). Os parâmetros VCL, VMD e VLR foram agrupados para formação da 
velocidade espermática (VE) através da análise de componentes principais. A MOT, 
RET, NOR e SOB tiveram efeito do tipo de armazenamento e do tempo (P<0,05), a 
FBC teve efeito do tempo (P<0,05). A melhor qualidade espermática foi observada 
imediatamente após a coleta. O sêmen refrigerado se manteve com boa viabilidade, 
58,58% de motilidade apesar de estar armazenado por 28 horas. No armazenamento 
em temperatura ambiente foi observada uma viabilidade espermática até as primeiras 
12 horas com motilidade satisfatória  de 64,20%. Sugere-se, caso haja a necessidade 
de estocagem de sêmen por um curto-período, que seja realizado em ambiente 
refrigerado ou em temperatura ambiente por no máximo 12 horas.  
 
Palavras-chave: análise espermática computadorizada; reprodução; peixe nativo; 
siluriforme; qualidade espermática. 
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ABSTRACT 
 
 
The objective of this study was to evaluate the effect of different times and 
temperatures on the sperm quality in the semen of the Leiarius marmoratus in natura. 
A leather fish from the Amazon, Orinoco and Eussebio rivers basin, of great importance 
in national fish farming due to its use in intergeneric hybridization. The semen from five 
breeders was distributed in a factorial design (2×4). The factors were constituted by 
the ambient temperature and the cold, and the exposure times: 0 (control), 12, 20 and 
28 hours after collection. The following spermatic parameters of semen were 
evaluated: motility rate (MOT), curvilinear velocity (VCL), average path velocity (VAP) 
straight line velocity (VSL), straightness (STR), progression (PROG), cross-beat 
frequency (BCF) the proportion of normal spermatozoa (NOR) and survival (SOB). The 
VCL, VAP and VSL were grouped to formation of sperm velocity (SV) by principal 
components analysis. The MOT, STR, NOR and SOB had the effect of storage type 
and time (P<0.05), the BCF had the effect of time (P<0.05). The refrigerated semen 
remained with good viability, 58.58% of motility despite being stored for 28 hours. In 
storage at room temperature, sperm viability was observed up to the first 12 hours with 
satisfactory motility of 64.20%. It is suggested, in case there is a need to store semen 
for a short period, that it be carried out in a refrigerated environment or at room 
temperature for a maximum of 12 hours. 
 
Key-words: computerized sperm analysis; reproduction; native fish; siluriform; sperm 
quality. 
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1 INTRODUÇÃO 

Segundo a estimativa da FAO a produção global de peixes atingiu 

cerca de 179 milhões de toneladas em 2018. O consumo mundial de peixes per capita 

atingiu um novo recorde de 20,5 kg por ano e deve aumentar ainda mais na próxima 

década, principalmente em razão da expansão da oferta de produtos aquícolas (FAO, 

2020). No cenário nacional a piscicultura brasileira está avançando, sendo que nos 

últimos seis anos a produção cresceu 31%. Dentro deste crescimento os peixes 

nativos vêm ganhando destaque, participando com 38% da produção, apesar de sua 

produção enfrentar dificuldades em 2019 deixando sua produção estável (PEIXE BR, 

2020).  

Leiarius marmoratus (Siluriformes: Pimelodidae) é um bagre nativo 

das bacias dos rios Amazonas, Orinoco e Essequibo (LASSO et al. 2011). Tem grande 

importância para a piscicultura brasileira, principalmente por sua exploração comercial 

no cruzamento interespecífico com Pseudoplatystoma sp. (NARRARO; PIVATO, 

2016). Seu comportamento reofílico, torna a reprodução em cativeiro mais vulnerável, 

apresentando disfunções reprodutivas, com pequena quantidade de sêmen obtida 

(CREPALDI et al. 2006; MIRA-LOPEZ et al.., 2010). Sem os estímulos naturais, não 

ocorre a completa maturação gonadal, necessitando de um estímulo exógeno com 

uso de indutores hormonais (DALMMAS et al., 2016; RIZZO; BAZZOLI, 2014). 

Para a indução hormonal ocorrer, necessita-se de uma pré-seleção 

dos reprodutores, de acordo com suas características de maturidade sexual. O indutor 

mais utilizado é o extrato bruto de hipófise de carpa. De forma geral, em fêmeas são 

utilizadas duas dosagens, 1ª de 0,5 mg/kg 12h antes da 2ª com 5 mg/kg. Nos machos 

aplica-se uma dose única de 2-3 mg/kg na ocasião da 2ª dose da fêmea. A reprodução 

artificial dos peixes nativos ainda é realizada no método a “seco”, onde se extrai os 

gametas, misturando-os e homogeneizando-os na ausência de água, sendo 

acrescentada em seguida para a ativação dos espermatozoides e fecundação dos 

ovócitos (SANCHES, 2012, apud IHERING; AZEVEDO, 1936).  

A ativação espermática ocorre quando o espermatozoide entra em 

contato com o meio aquático, ativando a motilidade (MARQUES, 2001), durante a 

reprodução natural ou com soluções específicas na reprodução artificial (COSSON, 

2016; FIGUEROA et al. 2014). Inicialmente as velocidades espermáticas são mais 

altas, e vão reduzindo gradativamente (COSSON, 2010; COSSON, 2016). 
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A qualidade espermática é uma característica essencial para um bom 

processo reprodutivo (GALO et al. 2014). Sua avaliação consiste em analisar 

características físicas do sêmen (motilidade, volume, concentração e vigor) além da 

velocidade, a motilidade está relacionada com a energia armazenada nos 

espermatozoides (COSSON, 2010; DZYUBA et al. 2017). Baseado na hipótese que o 

espermatozoide perde qualidade ao longo do tempo após a coleta, são aplicados 

métodos de estocagem que garantam a longevidade, proporcionando a otimização do 

uso dos reprodutores e aumentando a eficiência dos procedimentos empregados na 

propagação artificial (SANCHES, 2012).  

A técnica de resfriamento seminal em curto prazo para a conservação 

de sémen de peixes é uma prática bastante antiga. Promove a conservação das 

características seminais por horas ou até dias, permitindo a utilização do sêmen no 

momento mais adequado da reprodução. Uma vez que tem menor custo em relação 

às técnicas de congelamento e não necessita do uso do crioprotetor (BARBOSA, et 

al. 2017). 

O CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) é um software utilizado 

na análise espermática, com finalidade de visualizar, digitalizar e analisar imagens 

sucessivas. Dentro das vantagens desse sistema está a quantificação de um grande 

volume de células com padrão heterogêneo em um pequeno espaço de tempo 

(KRAEMER et al., 1998). O software indica a quantidade de espermatozoides que 

apresentam movimentos progressivos, ou não progressivos, velocidade espermática, 

linearidade, retilinearidade, oscilação, progressão, frequência de batimentos e número 

de espermatozoides (RAVINDER et al. 1997; RURANGWA et al. 2001; WILSON-

LEEDY; INGERMANN 2007; SANCHES, 2011b). 

 Com base nessas informações, objetivou-se neste trabalho analisar 

a qualidade espermática computadorizada do L. marmoratus no armazenamento 

refrigerado e na temperatura ambiente em quatro tempos diferentes no decorrer de 

28 horas. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 LEIARIUS MARMORATUS (GILL, 1870)  

Leiarius marmoratus, conhecido com o nome popular Jundiá amazônico, peixe 

tigre ou Yaque, é um bagre (peixe de couro) de água doce de grande importância para 

a piscicultura brasileira, principalmente por sua exploração comercial na produção de 

linhagens híbridas (NARRARO; PIVATO, 2016). Sua coloração varia nos tons de 

marrom com manchas pretas circulares, nadadeira caudal bifurcada, peso médio de 

cinco quilos, podendo chegar até 60 cm de comprimento (Figura 1) (LASSO et al. 

2011). 

 

Reino - Animalia 

Filo - Chordata 

Classe - Actinopterygii 

Ordem - Siluriformes 

Família – Pimelodidae 

Género - Leiarius Bleeker, 1862  

 

 

 

 

 

 

Fonte: Lester 

Figura 1. Ilustração Jundiá Amazônico - Leiarius marmoratus (Gill, 1870). 

 

Da ordem Siluriformes e família Pimelodidae, foi classificado por Sciades 

Marmoratus Gill 1870 (REIS et al. 2003). Com ampla distribuição nas bacias dos rios 

Amazonas, Orinoco e Essequibo (Figura 2), adaptado à temperatura média de 25° C, 

apresenta comportamento reofílico. São animais onívoros, com tendência carnívora, 

alimentando-se de insetos, material vegetal e peixes. Possui maior atividade nos 

primeiros horários da manhã, ao anoitecer e á noite, durante o dia tem hábito de se 
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ocultar sob troncos, pedras e galhos. (LASSO et al. 2011). 

             Sua carne é muito apreciada, possuindo a característica dos 

siluriformes de não apresentar espinhos intermusculares em forma de “y” (OLIVEIRA, 

2013). Está espécie tem um papel importante na piscicultura, pois é amplamente 

utilizada para hibridização nas regiões Norte, Nordeste e Centro-Oeste do Brasil na 

obtenção do híbrido Pintado amazônico, resultado do cruzamento com a fêmea do 

Pseudoplatystoma sp. (NAVARRO; PIVATO, 2016). 

 Seu comportamento reofílico, torna a reprodução em cativeiro mais vulnerável, 

apresentando disfunções reprodutivas. Nos reprodutores é caracterizada pelo baixo 

volume e qualidade do sêmen. Nas fêmeas essas falhas são caracterizadas por 

problemas na maturação final dos ovócitos, ovulação e na ovoposição (CREPALDI et 

al.., 2006).  

Pesquisas relacionadas com aspectos reprodutivos, tais como; teste de 

crioprotetores de sêmen vem sendo estudado. Greller et al. (2019) avaliou diferentes 

concentrações de trealose, e encontrou resultado satisfatório na concentração de 100-

200mM. Borges (2020) e Borges (2018) avaliou a estruturada dos espermatozoides e 

a sua criopreservação com três agentes crioprotetores (metanol 10%, DMSO 10% e 

etilenoglicol 10%) e duas soluções ativadoras (NaCl 0,29% e NaHCO3 1%), não 

encontrando resultado satisfatório para estabelecer um protocolo. 

Também estudos da qualidade espermática vêm sendo realizados. Navarro e 

Pivato (2016) avaliaram características qualitativas e quantitativas do sêmen de jundiá 

amazônico onde mostrou-se adequado para uso em procedimentos de reprodução 

artificial. Galo et al. (2014) avaliaram a qualidade espermática após resfriamento (13 

± 2°C.) sem diluidor, observando um aumento na duração da motilidade, atingindo seu 

pico após três horas de armazenamento, já o sêmen fresco mostrou uma diminuição 

significativa na motilidade. 

Outros assuntos como características e análise genética do L. marmoratus 

foram realizadas. Coelho et al. (2019) analisou e descreveu dados da ontogenia inicial 

de larvas e juvenis.  Pandolfi et al. (2020) avaliou a transferibilidade de marcadores 

microssatélites heterólogos L. marmoratus.  

Pesquisas diversas vem sendo realizadas por pesquisadores sobre o híbrido 

da espécie (pintado amazônico, cachandiá, jundiará). Oliveira e Almeida et al. (2014) 

avaliando o desempenho dos juvenis alimentados com dietas contendo diferentes 

níveis de proteína bruta, observaram o melhor desempenho no uso de proteína bruta 
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com 45,75%. Lanzarin et al. (2016) objetivando desenvolver um método de índice de 

qualidade no híbrido eviscerado armazenado em gelo, observaram uma vida útil de 

12 dias em gelo. Tavares et al. (2018) descreveu surtos de Streptococcus spp. no 

cultivo dos híbridos. Moura et al. (2017) realizou estudo investigativo sobre os efeitos 

do Roundup Original ®, um herbicida à base de glifosato no estresse oxidativo do 

híbrido, mostrando que pode ser uma potencial ameaça à saúde e sobrevivência dos 

peixes no meio ambiente. Yabu et al. (2018) realizou um estudo para relatar a 

presença do híbrido na bacia do alto rio Paraná.  Winters et al. (2016) descreveu o 

primeiro relato de infecção por Pleistophora hyphessobryconis um microsporídeo 

infectando o músculo esquelético do híbrido. Fortes-silva et al. (2017) estudou o 

comportamento alimentar: auto-seleção da fonte de proteína e ritmos de alimentação 

por demanda do hibrido em cativeiro. Lemos et al. (2018) testou os efeitos de 

diferentes níveis de pH sobre o desempenho de crescimento e variáveis bioquímicas 

no hibrido, onde o pH da água 4,56 é recomendado para um sistema de produção. 

2.2  REPRODUÇÃO DE PEIXES NATIVOS   

Os peixes nativos estão presentes em quase todo o território nacional, 

representando 38% da produção total de peixes no país no ano de 2019 (PEIXE BR, 

2020). Problemas estruturais e sanitários, como a ocorrência de Salmonella spp. em 

peixes nativos (SANTOS et al. 2019) foram responsáveis pela instabilidade da 

produção que se mantém em expansão. Nesse contexto, são necessárias pesquisas 

para o aprimoramento da criação de algumas espécies, principalmente na reprodução 

em cativeiro (PEIXE BR, 2020).  

Os peixes reofílicos são peixes que realizam a rota migratória para poderem se 

reproduzir, sendo que durante a migração o estímulo ambiental e o percurso viabilizam 

a maturação final das gônadas (DALMMAS et al. 2016). Dentre esses estímulos, os 

ambientais, principalmente a chuva, a temperatura e o fotoperíodo, atuam no 

hipotálamo induzindo a produção de fatores liberadores de gonadotrofinas, 

estimulando a liberação de hormônios gonadotróficos e a produção de esteroides 

sexuais, que são responsáveis pela maturação sexual (RIZZO; BAZZOLI, 2014). 

Espécies migratórias quando mantidas em viveiro tem dificuldades de se 

reproduzem naturalmente. Sem os estímulos ambientais, não ocorre a desova e a 

espermiação, necessitando de um estímulo exógeno, a indução hormonal, para que 
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as fêmeas atinjam a maturação final ovocitária e desova e os reprodutores a 

maturação final dos espermatozoides (DALMMAS et al. 2016; RIZZO; BAZZOLI, 

2014). 

Para a indução hormonal ocorrer, necessita-se de uma pré-seleção dos 

reprodutores, de acordo com suas características de maturidade sexual. As fêmeas 

devem apresentar ventre abaulado, papila genital intumescida e avermelhada. Por 

outro lado, nos machos deve se observar, através de uma pequena compressão 

abdominal, a liberação de pequenas quantias de sêmen (LIMA et al. 2013). O indutor 

mais utilizado é o extrato bruto de hipófise de carpa. De forma geral, em fêmeas são 

utilizadas duas dosagens, 1ª de 0,5 mg kg-1 12h antes da 2ª com 5,0mg kg-1. Nos 

reprodutores por sua vez, se usa uma dose única 2-3mg/kg na ocasião da 2ª dose da 

fêmea. 

2.3 CARACTERÍSTICAS DE SÊMEN DE PEIXES  

O testículo dos peixes é geralmente um órgão duplo, alongado envolto por uma 

cápsula de tecido conjuntivo fibroso, a túnica albugínea. Devido a várias estratégias 

reprodutivas entre as espécies, o testículo pode apresentar alterações no tamanho, 

cor, forma e peso (BALDISSEROTTO et al. 2014). Os peixes da ordem Siluriformes 

normalmente apresentam testículo franjado com padrão tubular anastomosado e 

espermatogonial irrestrito (possui espermatogônia em toda extensão do túbulo 

seminífero) com número variado de estruturas visíveis ao olho nu. No L. marmoratus 

os testículos são pareados, digitiformes e estão localizados na cavidade celômica 

dorsalmente ao tubo digestivo e ventralmente ao rim e bexiga natatória, sendo do tipo 

espermatogonial irrestrito e tubular. Devido ao acúmulo de gordura e localização do 

testículo a extração do sêmen por extrusão manual é muito difícil (BALDISSEROTTO 

et al. 2014, MIRA; LÓPEZ et al. 2010; RAMÍREZ-GIL; AJIACO-MARTÍNEZ, 1997). 

Os peixes teleósteos apresentam alterações morfológicas em sua gônada no 

decorrer do ciclo reprodutivo, cujas características são usadas para classificar os 

estádios de maturação gonadal, como: cor, peso, aspecto e presença de esperma 

(BALDISSEROTTO et al. 2014). Os espermatozoides são pequenos (25 a 100 μm de 

comprimento e 2 μm de largura da cabeça) e de estrutura bem simples subdivididos 

em: cabeça, que contém o núcleo de cromatina compactada; peça intermediária, com 

mitocôndrias que atuam na produção de energia; e flagelo cujo número varia de 
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acordo da espécie, que atua na motilidade. A ausência do acrossomo nos peixes é 

compensada pela presença da micrópila, um orifício no córion do ovócito, que facilita 

a penetração dos espermatozoides (COSSON et al. 1999, LAHNSTEINER; 

PATZNER, 2008, BOBE; LABBÉ, 2010; MELO et al. 2017). 

Nos peixes siluriformes os espermatozoides são semelhantes, com cabeça 

pequena de formato esférico, com ausência de acrossoma, peça intermediária de 

formato variável, podendo apresentar vesículas ou não, e a cauda uniflagelada 

(QUAGIO-GRASSIOTTO; OLIVEIRA, 2008). Este formato de cabeça está relacionado 

com a estratégia reprodutiva de fecundação externa em ambientes demersais ou 

pelágicos, como no L. mamoratus (MELO et al. 2011).  

Os espermatozoides de peixe de água doce são ativados quando entram em 

contato com a água ou com soluções específicas, sendo assim a fertilização dos 

ovócitos ocorrerá após a ativação da motilidade (MARQUES, 2001), durante a 

reprodução natural ou na reprodução artificial (COSSON, 2016; FIGUEROA et al. 

2016). A ativação é realizada através da troca de íons entre a solução e o 

espermatozoide por meio de diferença osmótica, ocorrendo um influxo de água para 

dentro da célula, que posteriormente utilizam os íons de K+, Na+ e Ca²+ como gatilhos 

para liberação de energia conforme a espécie (BALDISSEROTTO et al. 2014). 

Inicialmente as velocidades espermáticas são mais altas, e vão reduzindo 

gradativamente, situação essa decorrente do gasto de trifosfato de adenosina (ATP), 

fonte de energia para a manutenção do movimento flagelar (COSSON, 2010; 

COSSON, 2016). 

Entre as espécies de peixes existem variedades dentro das características 

seminais, e sua avaliação é importante para uma reprodução bem-sucedida (TREIN, 

2018). A avaliação espermática consiste em analisar características físicas do sêmen 

(motilidade, volume, concentração e vigor).  Além da velocidade, a duração da 

motilidade também está relacionada com a energia armazenada nos 

espermatozoides, sendo que o consumo inicial de energia não consegue ser suprido 

pela produção de ATP na mitocôndria (COSSON, 2010; DZYUBA et al. 2017). O 

número de mitocôndrias e o comprimento do flagelo poderiam explicar a causa das 

diferenças na duração da motilidade entre as espécies (ALAVI; COSSON, 2006; 

BOBE; LABBÉ, 2010). O conhecimento sobre estes valores é necessário para que 

seja possível a avaliação da qualidade do sêmen coletado, e com isso, aperfeiçoar os 

processos reprodutivos (ROUTRAY et al. 2007). 
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2.4 CONSERVAÇÃO DE SÊMEN DE PEIXES  

A conservação seminal de peixes tem como função preservar os gametas 

masculinos para a utilização em fertilização assistida. Por meio dela, procura-se 

resolver problemas tanto de ordem econômica, como atender ao mercado 

consumidor, quanto de ordem ecológica, visando a preservação de espécies de 

peixes super exploradas (SALMITO-VANDERLEY, 2016). Dessa forma, a 

conservação de sêmen torna-se importante não apenas para a conservação da 

diversidade genética em si, mas também pela necessidade de manutenção da 

variabilidade genética para os programas de melhoramento genético de espécies para 

cultivo (REZENDE; MARQUES 2009). 

Dentre as técnicas de conservação seminal destacam-se o resfriamento e a 

criopreservação de gametas, sendo essas biotécnicas reprodutivas importantes 

ferramentas. Para o resfriamento seminal, o diluente irá diminuir a concorrência dos 

espermatozoides por oxigênio e espaço, e controle do crescimento bacteriano 

(CAROLSFELD; HARVEY, 1999), a não diluição pode afetar a duração da motilidade, 

o envelhecimento celular (Viveiros et al.., 2014).  Os diluidores mais utilizados são: a 

glicose 5%, o BTS – Beltsville Thawing Solution®, a água de coco in natura e água de 

coco em pó – ACP-104 (SALMITO-VANDERLEY et al. 2016).  

Na criopreservação, o uso da solução diluidora e do crioprotetor é 

imprescindível, pois muitos danos são ocasionados pela ação do frio durante esse 

processo. Sua função é proteger as células espermáticas dos efeitos deletérios 

provocados pela criopreservação. Devem possuir baixa toxicidade para as células e 

alta solubilidade em água (BATISTA et al. 2006). São classificados como 

intracelulares ou de ação interna (dimetilsulfóxido (DMSO), glicerol, metanol, 

etilenoglicol e metilglicol) e extracelulares ou de ação externa (gema de ovo e a 

sacarose) (SALMITO-VANDERLEY et al. 2016). 

A técnica de resfriamento seminal em curto prazo para a conservação de 

sémen de peixes é uma prática bastante antiga. Promove a conservação das 

características seminais por horas ou até dias, permitindo a utilização do sêmen no 

momento mais adequado da reprodução. Uma vez que tem menor custo em relação 

as técnicas de congelamento e não necessita do uso do crioprotetores, possibilita o 

resfriamento em temperaturas de 1-15ºC (BARBOSA et al. 2017). Os fatores que 

determinam o sucesso dessa técnica é a redução da temperatura, o fornecimento e a 
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troca de gases com o meio, e a prevenção do desenvolvimento bacteriano e da 

dessecação (SALMITO-VANDERLEY et al. 2016). 

A criopreservação é uma técnica que utiliza temperaturas extremamente baixas 

para manter a estrutura e funcionalidade do sêmen, conservando-os estrutural e 

geneticamente viáveis e temporariamente inativos do ponto de vista metabólico e 

funcional (REZENDE; MARQUES, 2009). 

2.5  COMPUTER-ASSISTED SPERM ANALYSIS (CASA) NA AVALIAÇÃO DE SÊMEN DE PEIXE 

A análise dos parâmetros de qualidade do sêmen, entre eles, a motilidade 

espermática progressiva e o vigor espermático, tem sido realizada de forma subjetiva 

há anos (GALLEGO; ASTURIANO, 2018; VIVEIROS et al. 2010; SANCHES et al. 

2009; MATOS et al. 2008). Entretanto, com o avanço da tecnologia, está técnica está 

sendo substituída por outras mais precisas e objetivas (NEUMANN, 2019), como o 

CASA, que foi desenvolvido em meados da década de 80 (MORTIMER, HORST; 

MORTIMER, 2015; AMANN; WABERSKI, 2014). O CASA (Computer Assisted Sperm 

Analysis) é um software utilizado na análise espermática, com finalidade de visualizar, 

digitalizar e analisar imagens sucessivas. Os sistemas utilizam computadores para 

capturar digitalmente uma sequência de imagens de vídeo através de uma câmera 

acoplada a um microscópio fornecendo informações acuradas, precisas e 

significativas do movimento individual de cada célula bem como de subpopulações de 

células espermáticas (AMANN; WABERSKI, 2014; MATOS et al. 2008). O CASA 

oferece confiabilidade e velocidade na obtenção dos dados, calculando a trajetórias e 

características de movimento dos espermatozoides (FIGUEROA, VALDEBENITO; 

FARIAS, 2016, MATOS et al. 2008). 

Dentro das vantagens desse sistema está a quantificação de um grande volume 

de células com padrão heterogêneo em um pequeno espaço de tempo, motilidade e 

velocidade, detectando pequenas mudanças nos parâmetros sob várias condições 

experimentais (KRAEMER et al. 1998). Entretanto, para estes métodos serem 

eficientes são necessários conhecimentos básicos sobre configurações e os 

parâmetros utilizados nas análises (taxa de frames, tempo de vídeo e instante da 

avaliação) e padronização especial para cada espécie de peixe, com a utilização do 

software livre ImageJ/plugin CASA e VirtualDub.1.10.4 (SANCHES et al. 2010a; 

SANCHES, 2012). 
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Os softwares indicam a quantidade de espermatozoides que apresentam 

movimentos progressivos, ou não progressivos, velocidade espermática, linearidade, 

retilinearidade, oscilação, progressão, frequência de batimentos e número de 

espermatozoides (RAVINDER et al. 1997; RURANGWA et al. 2001; WILSON-LEEDY; 

INGERMANN 2007; SANCHES, 2011b). 

Em relação aos procedimentos analíticos específicos, a motilidade, a 

velocidade curvilínea, a velocidade média de deslocamento e a velocidade em linha 

são os principais parâmetros do CASA usados para descrever os movimentos 

espermáticos. O uso desta ferramenta vem aumentando ao longo dos anos, sendo 

uma alternativa confiável e versátil (NEUMANN et al. 2017; SANCHES, 2011b). 
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4 HIPÓTESE 

 

A temperatura do armazenamento promove alterações na qualidade 

espermática no decorrer do tempo de exposição no semêm do Leiarius 

marmoratus. 
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5 OBJETIVOS  

5.1 OBJETIVO GERAL 

- Analisar a qualidade espermática computadorizada do L. marmoratus no 

armazenamento refrigerado e na temperatura ambiente em quatro tempos no decorrer 

de 28 horas. 

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Avaliar o armazenamento refrigerado sobre a qualidade espermática do Leiarius 

marmoratus no decorrer de 28 horas avaliado em quatro tempos diferentes. 

 

 - Avaliar o armazenamento em temperatura ambiente sobre a qualidade espermática 

do Leiarius marmoratus no decorrer de 28 horas avaliado em quatro tempos 

diferentes. 

 

- Avaliar quatro tempos sobre a qualidade espermática do Leiarius marmoratus no 

decorrer de 28 horas. 

 

- Avaliar a qualidade espermática computadorizada do Leiarius marmoratus. 

 

- Configurar caixa diálogo do plugin CASA/ImageJ para avaliação dos parâmetros 

espermáticos em Leiarius marmoratus. 
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6  ARTIGO – QUALIDADE ESPERMÁTICA DO JUNDIÁ AMAZÔNICO (LEIARIUS 

MARMORATUS GILL, 1870) SUBMETIDO A DIFERENTES TEMPOS E 

TEMPERATURAS. 

SPERMATIC QUALITY OF THE AMAZON JUNDIÁ (Leiarius marmoratus GILL, 

1870) SUBJECT TO DIFFERENT TIMES AND TEMPERATURES. 

 

RESUMO 
 
 
O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes tempos e temperaturas 

(refrigerado e o em temperatura ambiente) sobre a qualidade espermática no sêmen 

do Leiarius marmoratus in natura. O sêmen proveniente de cinco reprodutores foi 

distribuído em um delineamento experimental em esquema fatorial (2×4). Os fatores 

foram constituídos pelo tipo de armazenamento, ambiente e resfriado, e os tempos de 

exposição: 0 (controle), 12, 20 e 28 horas pós-coleta. Foi utilizando sistema 

computadorizado de código aberto – CASA. Avaliaram-se os seguintes parâmetros 

espermáticos do sêmen: Taxa de motilidade (MOT), velocidade curvilínear (VCL), 

velocidade média de deslocamento (VMD), velocidade em linha reta (VLR), 

retilinearidade (RET), oscilação (OSC), progressão (PROG), frequência de batimento 

cruzado (FBC), taxa de espermatozoides normais (NOR) e taxa de sobrevivência 

(SOB). Os parâmetros VCL, VMD e VLR foram agrupados para formação da 

velocidade espermática (VE) através da análise de componentes principais. A MOT, 

RET, NOR e SOB tiveram efeito do tipo de armazenamento e do tempo (P<0,05). A 

FBC teve efeito do tempo (P<0,05). A melhor qualidade espermática foi observada no 

sêmen fresco, porém, apesar de estar armazenado por 28 horas o refrigerado 

apresentou motilidade satisfatória de 58,58%. Por outro lado, no armazenamento em 

temperatura ambiente foi observada uma boa qualidade espermática até as primeiras 

12 horas de armazenamento, com motilidade satisfatória de 64,20%. Sugere-se, caso 

haja a necessidade de estocagem de sêmen por curto-período, que seja realizado em 

um ambiente refrigerado ou em temperatura ambiente por no máximo 12 horas.  

Palavras-chave: Análise espermática computadorizada. Reprodução. Peixe Nativo. 

Siluriforme. Qualidade espermática. 
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ABSTRACT 

 

The objective of this study was to evaluate the effect of different storage times and 

temperatures (refrigerated and at room temperature) on sperm quality in the semen of 

Leiarius marmoratus in natura. Semen from five breeders was distributed in a factorial 

design (2 × 4). The factors were categorized by the type of storage, environment and 

cold, and exposure time (0 (control), 12, 20, and 28 h after collection). An open-source 

computerized system (CASA) was used for analysis. The following spermatic 

parameters of semen were evaluated: motility rate (MOT), curvilinear velocity (VCL), 

average path velocity (VAP), straight line velocity (VSL), straightness (STR), wobble 

(WOB), progression (PROG), cross-beat frequency (BFC), normal sperm rate (NOR), 

and survival rate (SOB). The VCL, VAP, and VSL were grouped into the sperm velocity 

(VS) by analyzing the main components. The MOT, STR, NOR, and SOB were 

influenced by the storage type and time (P < 0.05), whereas the BFC was only affected 

by the time (P < 0.05). Fresh semen exhibited the best sperm quality; however, despite 

being stored for 28 h, refrigerated semen had a satisfactory motility of 58.58%. On the 

other hand, when stored at room temperature, the sperm quality was good only up to 

the first 12 h of storage, with a satisfactory motility of 64.20%. These results suggest 

that when semen is to be stored for a short period, it should be placed either in a 

refrigerated environment or at room temperature for a maximum of 12 h. 

 

Keywords: Computerized sperm analysis. Reproduction. Native fish. Siluriform. Sperm 

quality. 

 

1. Introduction 

 

Leiarius marmoratus (Siluriformes: Pimelodidae; GILL, 1870) is a catfish native 

to the Amazon, Orinoco, and Essequibo River basins [1]. It is of great importance for 

Brazilian fish farming, mainly for its commercial exploitation in interspecific crossing 

with other catfish (Pseudoplatystoma sp.) [2]. Its rheophilic behavior makes it more 

vulnerable during reproduction in captivity, which causes reproductive dysfunctions, 

with the production of a small amount of semen [3, 4]. Therefore, exogenous 

stimulation using hormonal inducers is needed [5, 6]. 
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Sperm quality is an essential characteristic of a good reproductive process [7]. 

Based on the hypothesis that sperm lose quality over time after collection, storage 

methods are applied to guarantee longevity, optimize the use of reproducers, and 

increase the efficiency of the procedures used in artificial propagation [8]. 

The short-term seminal cooling technique for fish semen conservation is a very 

old practice that promotes the conservation of seminal characteristics for hours or even 

days, and allows the use of semen at the most appropriate time of reproduction. It is 

less expensive than freezing techniques and does not require the use of 

cryoprotectants, thus enabling cooling at low temperatures [9]. 

The objective of this study was to evaluate the effect of different storage times 

and temperatures (refrigerated and at room temperature) on the sperm quality of the 

semen of L. marmoratus in natura. 

 

2. Materials and Methods 

 

2.1. Location of study and animals 

 

The study took place at the Fish Culture Experimental Station of the Federal 

University of Mato Grosso do Sul, located in the University City in Campo Grande, 

Mato Grosso do Sul (MS) (20° 29' 59'' S and 54° 36' 53'' W), and in a commercial fish 

farm located in the municipality of Terenos (MS) (20° 26' 18'' S and 54° 51' 24'' W), 

Midwest of Brazil, during the beginning of the breeding season (October 2019). 

During the phase that preceded the collection of the biological material used in 

the experiment, the animals used were kept in two different excavated ponds, 

measuring approximately 1200 m², with a depth of 1.5 m. They were fed once a day in 

the afternoon based on biomass, with extruded feed having the following composition 

for carnivorous fish: moisture (12%), crude protein (40%), ethereal extract (8%), fibrous 

matter (3%), mineral matter (13%), calcium (2.2%), phosphorus (1%), digestible 

energy 3400 kcal/kg, vitamin A 16000 UI/kg, vitamin C 350 mg/kg, vitamin D3 4000 

UI/kg, vitamin E 128 UI/kg, vitamin K3 8 mg/kg, vitamin B1 16 mg/kg, vitamin B2 20 

mg/kg, vitamin B6 13.5 mg/kg, vitamin B12 105 mcg/kg, folic acid 7 mg/kg, pantothenic 

acid 80 mg/kg, biotin 0.7 mg/kg, choline 1800 mg/kg, niacin 130 mg/kg, copper 6 

mg/kg, iron 50 mg/kg, iodine 1.3 mg/kg, manganese 15 mg/kg, selenium 0.3 mg/kg, 

zinc 100 mg/kg, and inositol 100 mg/kg. 
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Ten broodstocks of L. marmoratus that were in the gonadal maturation stage, 

identified by a soft abdomen and semen release after light pressure in the craniocaudal 

direction, were selected. The selected animals were kept in aquariums with constant 

aeration within the fish culture laboratory, weighed, and identified through 

transponders located in the dorsal muscular region of each fish. 

 

2.2. Hormonal induction 

 

Seven males were induced with a single dose of carp pituitary extract (EHC) of 

2.5 mg EHC/kg body weight; the un-induced males formed the control group. Semen 

collection was carried out after 180 h through a specific abdominal massage in the 

craniocaudal direction. The breeders were wrapped individually with clean, moist 

towels, and the urogenital papillae were cleaned and dried before collection to avoid 

contamination (stool, urine, and water). Owing to the location of the testicle, extraction 

presented great difficulty, with low volumes of semen release. 

Of the ten males, only five released semen; one was from the control group. 

The semen was collected with sterile 5 mL syringes and transferred to a 1.5 mL 

microtube with 5% Beltsville Thawing Solution (BTS) at a 1:1 ratio. The volume 

released and sperm concentration were measured. 

 

2.3. Sperm analysis 

 

Semen from the five males was distributed in a completely randomized design 

in a factorial scheme (2 × 4). The factors were categorized by the type of storage, 

environment (29.38 ± 2.99 °C) and cold (16.11 ± 2.20 °C), and exposure time (0 

(control), 12, 20, and 28 h after collection). Since L. marmoratus generally lives in an 

area with a tropical climate, the choice of cold storage temperature was based on the 

natural temperature that these animals live in, with an average of 25 °C [10]. 

The semen of each male was considered a replica, and the sperm parameters 

were evaluated in triplicate. After starting the procedure for storing the semen of a 

single male, the seminal collection of the next male was carried out, sequentially 

interspersing the times of analysis. For semen exposure, 1.5 mL microtubes containing 

0.1 mL of diluted semen were used for each temperature and time period, constituting 

an experimental unit. 
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For the cooled environment, a refrigerator containing a thermostat for 

temperature control was used. The ambient temperature was considered the 

temperature of the medium (29.38 ± 2.99 °C) in which the samples were stored and 

read; a mercury thermometer was inserted in the medium for constant temperature 

measurement. 

The seminal volume released was measured using a 100 µL precision pipette. 

To measure the sperm concentration, one sample was used for each male; 1 μL of 

semen was diluted in 2,000 μL of buffered saline [11]. A Neubauer hematimetric 

chamber was used for sperm cell count. 

Sperm survival rate (TSOB) was evaluated using the eosin-nigrosin staining 

method adapted from Blom [12], with 30 μL of semen, 90 μL of yellow eosin (3%), and 

90 μL of nigrosin (5%). After processing the slides, 200 sperms per slide [13] were 

analyzed under a photomicroscope (magnification ×400) [14], with colorless sperm 

considered alive and stained sperm dead [15]. 

To evaluate the possible morphological alterations of spermatozoa (MORF), the 

methodology employed by Streit Jr. et al. and Bombardelli et al. [16, 17] was used for 

making slides. Then, 500 μL of sperm + buffered saline formalin (1:1,000 semen: fixer 

dilution) was transferred to a microtube (1.5 mL), and 10 μL of rose bengal dye was 

added. After homogenization, 10 μL of fixative + sperm + dye was added to one end 

of the glass slide. The slide was tilted at a 45° angle to slide the droplet to the other 

end. The slides were then dried in open air and analyzed under a photomicroscope 

(magnification ×400) [18]; 200 sperm were evaluated [13] and classified as normal or 

abnormal. 

Sperm motility parameters were evaluated using the computer-assisted sperm 

analysis (CASA) method. To this end, the methodology adopted by Wilson-Leedy & 

Ingermann [19] was used for analysis using open-source software. For sperm 

activation, distilled water at room temperature (29.38 ± 2.99 °C) was used. For the 

activation process, 10 μL of semen and 500 μL of water (1:50) were used in microtubes 

(1.5 mL). After activation, 10 μL of semen and water were added to a mirrored 

Neubauer chamber (100 μm depth), covered with a glass coverslip (24 × 24 mm), and 

placed under a previously focused (obj. 40×) Nikon trinocular light microscope (model 

e200) to capture images. A Basler 602fc camera (Basler Vision Technologies) coupled 

to a computer (Intel Core i7© CPU 2.3 GHz, 4 GB of RAM, Microsoft Windows XP© 

(Microsoft Corporation) operating system) was used.  
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Captures and video editing of sperm parameters were performed according to 

the methodology described by Sanches et al. [11] with settings adapted for L. 

marmoratus. The videos were captured using AMCAP software (http://noeld.com), at 

a rate of 100 frames per second (656 × 490 pixels), and processed using VirtualDub 

software (http://virtualdub.org). The videos were edited, converted into an image 

sequence, with 100 images corresponding to each second of video, and saved in a 

specific directory. After this procedure, the images were analyzed using ImageJ 

software (National Institutes of Health, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/) with the CASA 

application (University of California and Howard Hughes Medical Institute, 

HTTP://://rsbweb.nih.gov/ij/plugins/casa.htmL). The settings used in the CASA plugin 

dialog (Table 1) were efficient in defining mobile and static spermatozoa for the 

species. All analyses were performed 10 s after sperm activation. 

The sperm parameters calculated using the free CASA plugin were: motility rate 

(MOT), straightness (STR), curvilinear velocity (VCL - velocity between each evaluated 

frame), average displacement velocity (VAP - velocity between each frame using the 

average displacement at the rate of 1/6 of the frame rate used), straight line speed 

(VSL - speed between the first and last frame analyzed), wobble (WOB - obtained by 

dividing VAP by VCL), cross-beat frequency (FBC), and progression (PROG - obtained 

by dividing VSL by VAP). 

 
Table 1 - Settings used in CASA/ImageJ plugin dialog box to evaluate sperm 
parameters for Leiarius marmoratus with video recorded on a 40× objective at 100 fps 
(656 × 490 pixels). Settings for evaluating 10 s of video or 1000 frames. 
 

Input parameters Input values 

A. Minimum sperm size (pixels): 1 

B. Maximum sperm size (pixels): 45 

C. Minimum track length (frame): 100 

D. Maximum sperm velocity between frames (pixels): 80 

E. Minimum VSL for motile (μm/s): 1 

F. Minimum VAP for motile (μm/s): 3 

G. Minimum VCL for motile (μm/s): 12 

H. Low VAP speed (μm/s): 50 

I. Maximum percentage of path with zero VAP: 1.0 

J. Maximum percentage of path with low VAP: 3 

K. Low VAP speed 2 (μm/s): 12 

L. Low VCL speed (μm/s): 35 

M. High WOB (percent VAP/VCL): 80 

N. High LIN (percent VSL/VAP): 80 
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O. High WOB two (percent (VAP/VCL): 80 

P. High LIN two (percent VSL/VAP): 60 

Q. Frame rate (frames per second): 100 

R. Microns per 1000 pixels: 561.79 

S. Print xy co-ordinates for all tracked sperm?: 0 

T. Print motion characteristics for all motile sperm?: 0 

U. Print median values for motion characteristics?: 0 
Fonte: Próprio autor  
 

Outline values were identified and excluded from the analysis. The VCL, VAP, 

and VSL results were subjected to principal component analysis (PCA) using 

Statistica© software (StatSoft 2005) and grouped to form a new variable called sperm 

velocity (VS) (VS = a × VCL + b × VAP + c × VSL), in accordance with the method of 

Adames, Tessaro et al. and Sanches et al. [20, 21,8], where a, b, and c represent the 

contributions of the correlations of the variables VCL, VAP, and VSL, respectively. 

 

2.4. Statistical analysis 

 

 Statistical analyses were performed using the statistical software R (R Core 

Team, 2017), with a significance level of 5%. Analysis of variance (ANOVA) was 

performed, followed by Tukey’s test. Analyses that did not meet the assumptions of 

residual normality or homogeneity of variance were re-performed as non-parametric 

multiple comparison analyses using Dunn’s test. A correlation test between treatments 

and one between the VS × MOT variables were performed. 

 

3. Results 

 

3.1. Seminal data immediately after collection 

 

The seminal collection data are presented in Table 2. The sperm parameters 

observed immediately after collection are described in Appendix A. The seminal 

volume released was low, as expected for the species, with a maximum volume of 1 

mL. The sire that did not receive hormonal induction released the lowest volume but 

presented the highest sperm concentration. 

 
Table 2 - Data on sires used for collection, seminal volume released, and sperm 
concentration. 
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Breeder Weight (Kg) Induction Vol. seminal (mL) Concentration 

          

1 3.4 Yes 1.00 1.7 X 10^9/mL 

2 3.9 Yes 0.82 1.9 X 10^9/mL 

3 3.4 Yes 0.70 1.7 X 10^9/mL 

4 2.6 Yes 0.60 1.9 X 10^9/mL 

5 3.3 No 0.33 2.0 X 10^9/mL 
Fonte: Próprio autor  
 

3.2. Assessment of TSOB and MORF  

 

The sperm survival rate (Graphic 1) showed an interactive effect of time and 

storage, linear decreasing behavior, and higher values in the refrigerated environment 

and after collection, similar to that observed for the normal sperm rate. The survival 

rate in the first 12 h was similar for both storage types. Semen stored in the 

environment showed poorer rates of survival and sperm normality. 

 

Graphic 1. Survival sperm rate (A) and normal semen rate (B) of Leiarius 

marmoratus subjected to two types of storage and evaluated in four stages. 

A 

B 

Fonte: Próprio autor  
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3.3. Sperm parameters generated in CASA  

 

The seminal parameters observed in CASA are presented in Table 3. The MOT 

was affected by the type of storage and time (Graphic 2), and decreased over time; it 

was better under refrigerated storage, at 58.58% after  

28 h of storage. Motility was viable up to the first 12 h of storage in the 

environment, with a decreasing linear effect over time. 

 
Table 3 - Seminal parameters observed in CASA for Leiarius marmoratus subjected 
to two types of storage and evaluated in four stages. 
  

  Times     

  0   12   20   28   P value 

                    

  MOT (%)   

Environment 89.09 Aa 64.2 Bab 35.25 Bb 34.36 Bb 0.01 

Cool Down 89.09 Aa 76.87 Aab 59.62 Ab 58.58 Ab 0.001 

Envi*Time -   -   -   -   0.103 

                    

  STR (%)   

Environment 95.46 Aa 94.91 Aa 97.11 Aa 97.37 Aa 0.001 

Cool Down 95.46 Aa 94.29 Aa 95.88 Aa 94.83 Aa 0.048 

Envi*Time -   -   -   -   0.028 

                    

  WOB (%)   

Environment 71.78 Aa 72.54 Aa 70.51 Aa 77.05 Aa 0.162 

Cool Down 71.78 Aa 71.83 Aa 70.23 Aab 67.11 Ab 0.902 

Envi*Time -   -   -   -   0.066 

                    

  PROG (μm)   

Environment 1698.3 Aa 1576.9 Aa 1671.5 Aa 1876.3 Aa 0.571 

Cool Down 1698.3 Aa 1592.8 Aab 1800.9 Aa 1505.5 Ab 0.771 

Envi*Time -   -   -   -   0.265 

                    

  FBC (Hz)   

Environment 47.9 Aa 50.9 Aa 53.25 Aa 53.26 Aa 0.355 

Cool Down 47.9 Aa 50.82 Aa 49.57 Aa 51.29 Aa 0.054 

Envi*Time -   -   -   -   0.492 
Different lowercase letters in the lines indicate statistical difference by the Tukey test (P<0.05); same 
letters do not differ significantly from each other. Different capital letters in the columns indicate statistical 
difference by the Tukey test (P<0.05); same letters do not differ significantly from each other. 
Fonte: Próprio autor  
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Graphic 2. Effect of four time periods on mean motility rate for two types of storage 
of semen of Leiarius marmoratus. 

Fonte: Próprio autor 

 
The observed STR of the spermatozoa path was similar in the different 

treatments, and there was a relationship between the type of storage and evaluation 

time. Under ambient storage, the effect was a linear increase as a function of the 

evaluation time; however, under cold storage, there was a cubic effect as a function of 

the evaluation time (Graphic 3). Refrigerated sperm had a lower percentage of STR at 

all times. 

 
Graphic 3. Effect of storage type and time on sperm straightness in Leiarius 
marmoratus subjected to two types of storage and evaluated in four stages. 

Fonte: Próprio autor 
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The WOB and PROG did not differ statistically, showing similar values in both 

environments over time. PROG decreased in the first 12 h of storage, and its 

progression oscillated during the other evaluation times. 

The evaluation time influenced the BFC, showing an increasing linear effect 

(graphic 4), with a similar but higher value under ambient storage during the evaluation 

periods; however, this was not statistically different. 

 
Graphic 4. Effect of time on cross-beat frequency in semen of Leiarius marmoratus 

subjected to two types of storage and evaluated in four stages. 

Fonte: Próprio autor 

 
3.5. Principal Component Analysis (PCA)  

 

There was a linear correlation (P < 0.05) between sperm velocities VCL × VAP, 

VCL × VSL, and VAP × VSL, with correlation coefficients (r) of 96.93%, 96.60%, and 

99.83%, respectively. The grouping of these variables generated an equation that 

described the sperm velocity parameter: VS = 0.328671 × VCL + 0.336032 × VAP + 

0.335297 × VSL. 

The VS values are presented in Table 4; the VS in the two types of storage over 

time was similar. Refrigerated storage was superior only at the time point of 20 h. The 

correlation between VS and MOT was not significant (P < 0.05). 

 
Table 4 - Sperm velocity of Leiarius marmoratus after exposure of in natura semen to 
two storage environments for different time periods. 
 
 

Storage Time 
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 0 12 20 28 

     

Environment 48.51 A 47.14 A 47.14 A 51.57 A 

Cool Down 48.51 A 44.95 B 51.36 B 43.79 B 
Different letters in the columns indicate statistical difference by the Tukey test (P<0.05); same letters do 
not differ significantly from each other. 
Fonte: Próprio autor 
 

4. Discussion 

 

The relative seminal volume observed in fresh semen after hormonal induction 

of 0.69 ± 0.25 mL was close to that found by Borges et al. (0.66 ± 0.28 mL) [22]. This 

value is lower than those observed by Gheller et al. (4.1 mL) [23], Riveros-Pinilla et al. 

(3 mL) [24], and Araújo et al. (1.53 mL) [25]. 

Owing to the location of the testicle and the accumulation of fat, semen 

extraction by manual extrusion is very difficult, resulting in low-volume extraction. Other 

external factors, such as the late rainy season and induction at the beginning of the 

reproductive season may have influenced this result. It is known that the stage of the 

reproductive season can influence the sperm quality [25, 26]. These variations are 

common in South American native fish, which may be influenced by season, genetics, 

induction protocol, collection methodology [27], and environmental conditions during 

sperm activation [28]. 

The highest survival rates of treated sperm and normal sperm were observed 

during refrigerated storage, and this was possibly related to reduced metabolism of 

sperm cells at low temperatures, and low degradation  [29, 30]. Sanches [11] observed 

a similar behavior with Steindachneridion parahybae. Morphological alterations in 

spermatozoa can directly influence the fertility of the sire [31, 32]. For fish, there is no 

morphological index that can indicate the extent to which the bloodstocks are viable 

[8]. 

The sperm motility and observed sperm concentration of 89.09% and 1.82 × 10⁹ 

mL, respectively, were close to the values observed by Navarro and Pivato (83.3% and 

1.79 × 10⁹ mL) [2], and Borges et al. (84.22% and 2.51 × 10⁹ mL) [ 22]. They were 

lower than the values observed by Gheller et al. (95.7% and 8.7 ± 0.2 × 10⁹) [23] and 

Galo et al. (87%) [7] for the same species. The proximity of the values found by different 

authors and those observed in this experiment indicates that the semen used 

presented satisfactory quality. 
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The MOT regressed, showing the effects of the type of storage and time. Cooled 

semen showed the highest percentage of motility during all the storage periods, 

indicating a better storage condition for the semen of this species, with 58.58% motility 

in 28 h. Galo et al. [7] observed a motility of 40% after 7 h for cooled semen (13 ± 2 

°C) for the same species. Research on other native fish species also showed a 

reduction in MOT upon cooling for Piaractus mesopotamicus and Prochilodus lineatus 

(40% at 8 pm), Leporinus friderici and Leporinus elongatus (30% at 8 am) [33], and 

Colossoma macropomum (33.72% at 25 h) [34]. 

Semen stored at room temperature had a low MOT and high VS, STR, and FBC 

when compared with that under cold storage. Cosson [35] reported that some physical 

factors, such as temperature, can affect the duration and vigor of sperm motility. 

According to Mehlis and Bakker [36], high temperatures are detrimental to sperm 

performance, as they increase sperm velocity and straightness, and decrease the 

percentage of motile sperm, thus reducing sperm quality. 

The STR under cold storage showed a cubic effect as a function of the 

evaluation time, reducing the metabolism of cells, making them slower, decreasing the 

VS, and making the path increasingly straight with the loss of circular movement. 

Despite this effect, the STR was lower in the refrigerated samples. Other authors 

observed a similar relationship between time and temperature for other species such 

as S. parahybae over 112 h of storage at four temperatures [11] and C. macropomum 

over 35 h at two temperatures [34]. They emphasized that a reduction in storage 

temperature as a function of time can promote better conditions for obtaining this type 

of sperm behavior. 

The WOB is a parameter that indicates the efficiency of the spermatic forward 

movement, lower values of which represent greater oscillation [37]. Similar 

percentages were observed under both storages up to 20 h; the WOB under cold 

conditions was statistically lower, with less oscillation, consistent with motility [38]. 

Compared with that of cooled sperm, the PROG of sperm stored at room 

temperature decreased earlier in the first 12 h, indicating that this characteristic was 

maintained at satisfactory levels when the semen was cooled. 

Cooling decreased the FBC, suggesting a worsening of this characteristic upon 

temperature reduction. Pires et al. [34] observed an opposite behavior in cooled semen 

of C. macropomum, wherein the frequency of beats increased in 15 h. The FBC at time 

zero was 47.9 Hz lower than that for the other storage times, and higher than that 
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reported in the literature immediately after collection for C. macropomum: 23.82 Hz 

[34], 20.0 Hz [39], and 34.0 Hz [40]. 

The VS is widely used to assess the effects of semen tracking on sperm cell 

viability and fertility [41]. The grouping of VCL, VAP, and VSL helped optimize the 

analysis and evaluation of the results. Similar grouping of these variables was 

successfully performed for three other South American catfish, Rhamdia quelen [20, 

42], S. parahybae [8], and Steindachneridion melanodermatum [42]. 

The reduction in sperm quality at room temperature may be associated with 

increased metabolic rates of sperm cells when subjected to high temperatures [43]. 

The values of sperm velocity were initially high and then gradually reduced; high 

temperatures accelerated this process, resulting in a speed explosion in the first 

seconds of activation [29, 30]. The VS and FBC increased, and the MOT decreased, 

making the movement straight. Other factors that may be associated with this result 

are colonization by bacteria and the enzymatic activity of malate dehydrogenase and 

aspartate aminotransferase, which are directly related to sperm quality and whose 

activity is directly related to temperature [44], leaving the medium in an anoxic condition 

[43, 45, 46]. 

The viability of fish semen can be extended for several days; however, several 

factors such as breeder variability, multiple biological interactions, technical and 

physical factors, spermiation procedures, and storage conditions are crucial to 

maintaining viability [47]. 

The effects of enzymes, bacteria, metabolic rates, and biochemical parameters 

on sperm quality in several fish species have been clarified [8]; however, the effects of 

these parameters on sperm quality in L. marmoratus are unknown. Nevertheless, such 

studies provide new perspectives on the possible influences of these parameters on 

sperm quality in the Amazon silver catfish and can be tested in future studies of semen 

storage for this species. 

 

5. Conclusion 

 

In conclusion, the best sperm quality was observed immediately after collection. 

If there is a need for storage for a short period of time, it is recommended to carry out 

refrigerated storage (16.11 ± 2.20 °C), which showed good sperm viability over time, 

with 58.58% motility in 28 h of storage in this study. Sperm quality significantly reduced 
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over time during storage at room temperature (29.38 ± 2.99 °C), from a significant 

value up to the first 12 h of storage with 64.20% motility. If a refrigerated environment 

is not available to store the semen of L. marmoratus, it is advisable to store it at room 

temperature for a maximum of 12 h. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O semêm refrigerado teve uma maior viabilidade no decorrer dos 

tempos de armazenamento quando comparado ao semêm armazenado em 

temperatura ambiente, a qualidade espermática neste ambiente foi decaindo no 

passar dos tempos, apresentando uma boa viabilidade espermática até as primeiras 

12 horas.  

A temperatura no armazenamento promoveu alterações na qualidade 

espermática. A temperatura alta acelerou a perda da viabilidade espermática, 

aumentando o metabolismo dos espermatozoides, diferente da temperatura baixa que 

reduziu o metabolismo dos espermatozoides e a sua degradação, prorrogando a 

viabilidade espermática por mais tempo. 

Outros fatores que influenciam a qualidade espermática como a 

colonização por bactérias, ativação de algumas enzimas decorrente da alta da 

temperatura, efeito da temperatura nas taxas metabólicas e os parâmetros 

bioquímicos ainda são desconhecidos no semêm do Leiarius marmoratus, 

necessitando de mais pesquisa. 

 

 

 

 

 

 

 

 
  



52 

8 ANEXO 

 
 

Tabela 1. Parâmetros espermáticos observados em Leiarius marmoratus 

imediatamente após coleta do sêmen. 

 

Parâmetros  N Méd DP 

Volume seminal relativo (mL kg-1) 5 0,21 0,07 

Motilidade espermática (%) 5 89,09 5,39 

Velocidade curvilínear (μm s-1) 5 61,08 7,71 

Velocidade média de deslocamento (μm s-1) 5 43,31 9,04 

Velocidade em linha reta (μm s-1) 5 41,41 9,04 

Velocidade espermática (μm s-1) 5 48,51 9,88 

Retilinearidade (%) 5 95,46 1,32 

Oscilação (%) 5 71,78 6,77 

Progressão  5 1698,27 364,32 

Frequência de batimento cruzado  5 47,90 4,64 

Sobrevivência espermática (%) 5 88,10 3,44 

Espermatozóides normais (%) 5 78,20 6,72 
n=número de amostras; Méd=médias; DP=desvio padrão 

Fonte: Próprio autor  
 

 


