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Tu que habitas sob a protecdo do Altissimo, que moras & sombra do Onipotente,
2dize ao Senhor: Sois meu reftigio e minha cidadela, meu Deus, em que eu confio.
3E ele quem te livrara do laco do cacador, e da peste perniciosa.
*Ele te cobrira com suas plumas, sob suas asas encontraras refagio. Sua fidelidade te sera
um escudo de protecao.
>Tu ndo temeras os terrores noturnos, nem a flecha que voa & luz do dia,
®nem a peste que se propaga nas trevas, nem o mal que grassa ao meio-dia.
Caiam mil homens & tua esquerda e dez mil & tua direita, tu néo seras atingido.
Porém veras com teus préprios olhos, contemplaras o castigo dos pecadores,
*porque o Senhor é teu refigio. Escolheste, por asilo, o Altissimo.
%Nenhum mal te atingira, nenhum flagelo chegara a tua tenda,
norque aos seus anjos ele mandou que te guardem em todos os teus caminhos.
'2Eles te sustentardo em suas maos, para que no tropeces em alguma pedra.
33obre serpente e vibora andaras, calcaras aos pés o ledo e o dragao.
“Pois quem se uniu a mim, eu o livrarei; e o protegerei, pois conhece o meu nome.
>Quando me invocar, eu o atenderei; na tribulaco estarei com ele. Hei de livra-lo e o
cobrirei de gloria.

18Sera favorecido de longos dias, e mostrar-lhe-ei a minha salvagéo.

Salmo 90 (Salmo de Confianga)
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I. RESUMO

O trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar o efeito da temperatura de estocagem a
curto prazo e da temperatura da agua sobre os ovocitos e sémen de jundia, Rhamdia quelen. O
experimento foi realizado em trés etapas: (1) avaliar a qualidade dos ovdcitos apos estocagem
e ativacdo em diferentes temperaturas; (2) padronizar a utilizagdo de analise espermatica
computadorizada por meio de softwares livres; (3) avaliar os pardmetros espermaticos
computadorizados apds estocagem e ativacdo em diferentes temperaturas. Para a primeira,
utilizou-se um delineamento experimental fatorial no tempo (5x3x3x3), com os tratamentos
realizados em triplicata a cada 48h, na exposi¢do de ovocitos nas temperaturas de 15; 25 e
35°C e, ativados com agua a 15; 25 e 35°C cada, nos periodos de: 0; 45; 90; 135 ¢ 180
minutos pos-coleta. A segunda etapa foi realizada através da captura de videos da
movimentagdo espermatica pelo software AMCAP, a uma taxa de 60 frames por segundo,
processados no software VIRTUALDUB e analisados no software IMAGEJ por meio do
aplicativo CASA. Os seguintes parametros foram analisados: taxa de motilidade espermatica
(MOT), velocidade curvilinear (VCL), velocidade média do deslocamento (VMD),
velocidade em linha reta (VLR), linearidade (LIN), balango (BAL) e freqiiéncia de batimentos
(FBAT). Os parametros espermaticos foram avaliados em um segundo de imagem nos tempos
de 15, 25 e 35 segundos apds a ativacdo espermatica. Para a terceira etapa foi utilizado um
delineamento experimental fatorial no tempo semelhante a primeira ,com 13 tempos de
avalia¢do pds-coleta: 0; 2; 4; 6; 8; 10; 12; 16; 20; 24; 32; 40 e 48 horas. Os tratamentos foram
realizados em triplicata e em protocolos sequenciais a cada 50 horas avaliando-se os
parametros obtidos na segunda etapa. Estes foram submetidos as analises de correlagio
(Pearson). Os parametros significativos (P<0,05) foram sumarizados pela analise de

componentes principais. Para a primeira etapa obsevou interagdo (P<0,05) entre o tempo ¢ a



temperatura de exposi¢ao com maiores valores das taxas de fertilizagdo, eclosao e percentual
de larvas normais verificados no momento imediato a coleta dos ovoécitos (70,2+8,4% de
ovocitos fertilizados, 66,7+29,4% de ovos eclodidos e 30,3+25,0% de larvas normais). A
temperatura da dgua obtida pelo modelo estatistico que proporcionou maiores (P<0,05) taxas
de fertilizacao foi 25,6°C. As taxas de fertilizacdo eclosdo e percentual de larvas normais
apresentaram (P<0,05) correlagdo positiva mostrando que estes parametros podem ser
utilizados na mensurag¢do da qualidade dos ovocitos. Para a segunda etapa nao foi observado
efeito (P>0,05) dos tempos para a LIN, entretanto, o tempo apds a ativacdo influenciou
(P<0,05) os outros parametros avaliados ocorrendo diminui¢do da qualidade espermatica.
Para a terceira etapa foi observada a formacdo de dois grupos de correlagdo, o grupo 1 por
VCL, BAL e LIN e o grupo 2 por VMD, VLR, FBAT e MOT. Observou-se efeito (P<0,05)
dos tratamentos somente para o grupo 2, com interagdo entre tempo e temperatura de
exposicdo ¢ entre tempo de exposi¢do e temperatura da agua. Resultados superiores dos
parametros espermaticos do grupo 2 foram observados imediatamente apds a coleta. A
exposicdo e a ativagdo espermatica a 15°C permitiu maiores resultados dos parametros de
motilidade espermatica do grupo 2 ao longo das 48 horas pds-coleta quando comparados a 25
e 35°C. Recomenda-se primeiro a coleta do s€émen antes da dos ovdcitos e, imediatamente

apos a coleta deve ser realizada a fertilizacao artificial dos ovocitos.



II. ABSTRACT

The study was conducted to evaluate the effect of temperature of storage in the short-term and
the temperature of the water on the oocytes and sperm of jundia, Rhamdia quelen. The
experiment was conducted in three stages: (1) assess the quality of oocytes after storage and
activation at different temperatures; (2) standardize the use of computerized sperm analysis by
software free, (3) evaluate the computerized sperm parameters after storage and activation at
different temperatures. For the first, was used a factorial experimental design in time
(5%3x3x3), with treatments performed in triplicate every 48 hours, the exposure of oocytes at
temperatures of 15, 25 and 35 C, and activated with water to 15, 25 and 35 C each, in the
periods of: 0; 45; 90; 135 and 180 minutes post-collection. The second stage was performed
by video capture of the movement of sperm through AMCAP software at a rate of 60 frames
per second, processed and analyzed in VirtualDub software and Image] software using the
CASA application. The following parameters were analyzed: rate of sperm motility (MOT),
velocity curvilinear (VCL), velocity average path (VAP), velocity straight line (VSL),
linearity (LIN), wobble (WOB), beating cross frequency (BCF). The sperm parameters were
evaluated in a second image in the times of 15, 25 and 35 seconds after sperm activation. For
the third step we used a factorial experimental design similar to the first in time, with 13 times
of evaluation post-collection: 0; 2; 4; 6; 8; 10; 12; 16; 20; 24; 32; 40 and 48 hours. The
treatments were performed in triplicate and sequencing protocols to be evaluated every 50
hours if the parameters obtained in the second stage. These were submitted to analysis of
correlation (Pearson). The significant parameters (P<0.05) were summarized by the principals
components analysis. For the first stage interaction (P<0.05) between time and temperature of
exposure was observed with the highest rates of fertilization, hatching and normal larvae
occurred at the immediate collection of the oocytes (70.2 + 8.4% of fertilized oocytes, 66.7 £

29.4% of hatched eggs and 30.3 + 25.0% of normal larvae). The water temperature obtained



by the statistical model that provided greater (P<0.05) fertilization rate was 25.6°C. The rates
of fertilization and hatching of larvae normal showed (P<0.05) positive correlation indicating
that these parameters can be used in measuring the quality of oocytes. For the second stage
effect was not observed (P>0.05) of time for LIN, but the time after the activation influenced
(P<0.05) the other parameters evaluated, with reduction of sperm quality. For the third stage
was observed formation of two groups of correlation, the group 1 for VCL, LIN and WOB,
and group 2 for VAP, VSL, BCF and MOT. Effect was observed (P<0.05) of treatments only
for group 2, with interaction between time and temperature of exposure and time between
exposure and water temperature. Higher results of sperm parameters were observed in group 2
immediately after collection. The exposure and sperm activation at 15°C allowed the best
results of sperm motility parameters of group 2 over the 48 hours after collection compared to
25 and 35°C. It is recommended first to collect semen before than oocytes and artificial

fertilization of the oocytes immediately after collection.



III. INTRODUCAO GERAL

Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824) pertence a familia Heptapteridae a ordem dos
Siluriformes (Bockmann & Guazzelli, 2003). E amplamente distribuida nas bacias
hidrograficas das Américas Central e Sul, desde o sudoeste do México ao centro da Argentina
(Froese & Pauly, 2009). Trata-se de uma espécie nativa bem adaptada a criagdo e de boa
aceitacdo no mercado consumidor (Marchioro & Baldisserotto, 1999). Em sistemas de cultivo
intensivo no Sul do Brasil apresenta conversdo alimentar aparente em torno de 1,8, aceita bem
0 manejo periddico e ndo cessa o crescimento no inverno (Fracalossi et al., 2004), além disso,
responde positivamente ao processo de indugdo hormonal (Sampaio & Sato, 2006; Carneiro
& Mikos, 2008).

O controle do processo reprodutivo ¢ fundamental para a atividade aquicola que se
encontra em plena expansdo (Scorvo, 2008). Um dos principais aspectos para a intensificagao da
produgdo piscicola, acompanhada da sustentabilidade tanto econdmica como ambiental, ¢ a
utilizagdo da propagacdo artificial ou reprodugdo induzida (Romagosa, 2006). Para tal, devem-se
utilizar gametas masculinos e femininos de qualidade promovendo maxima fertilizagdo e,
subseqiientemente, desenvolvimento normal do embrido (Bobe & Labbé, 2009).

A qualidade dos ovdcitos pode ser determinada por meio do tamanho, homogeneidade,
estimativas das taxas de fertilizacdo, eclosdao e percentual de larvas normais ou, por medidas
indiretas tais como, parametros fisico-quimicos do fluido ovariano (Brooks et al., 1997; Bobe
& Labbé, 2009). Entretanto, acentuadas variagdes destas estimativas podem ser observadas
por diversos fatores, tais como, organizagdo estrutural dos ovos e constituicdo do fluido
perivitelinico (Laale, 1980), poluicdo das aguas (Jones & Reynolds, 1997) e, principalmente,
a manutencao dos reprodutores (matrizes) em relagdao ao estado nutricional (Izquierdo et al.,

2001; Romagosa, 2006), periodo reprodutivo, idade (Coward et al., 2002), estadios de



desenvolvimento gonadal (Romagosa, 2006), fatores genéticos e endocrinologicos (Brooks et
al., 1997). A estimativa da taxa de fertilizagdo parece ser o parametro que melhor indica a
qualidade dos ovocitos, entretanto, o processo de fertilizagdo (artificial ou semi-natural) e a
incubagdo dos ovos devem ser controladas a fim de propiciar a condigdo ideal de
desenvolvimento dos ovos e, futuras larvas (Brooks et al., 1997; Coward et al., 2002; Bobe &
Labbé, 2009).

Os espermatozoides podem ser avaliados por meio de caracteristicas que podem estar
relacionadas as taxas de fertilizacdo (Fogli da Silveira et al., 1988; Billard et al., 1995), sendo
os parametros de motilidade espermatica comumente utilizados na determinacdo da
viabilidade espermatica (Billard & Cosson, 1992; Rurangwa et al., 2004).

De um modo geral, encontram-se poucas informagdes na literatura mencionando o tempo de
viabilidade dos gametas de espécies de peixes tropicais, entretanto, recomenda-se a rapida
homogeneizagdo dos gametas (fertilizacdo artificial a seco) (Zaniboni Filho & Weingartner,
2007), pois os ovocitos € o sémen perdem gradativamente sua viabilidade, (Rizzo et al., 2003;
Marques & Godinho, 2004) sendo necessario utilizagdo de métodos que garantam a
longevidade dos gametas, visando também, a otimizac¢ao do uso dos reprodutores e, técnicas que
permitam a maxima eficiéncia deste processo (Rana, 1995).

Segundo Rana, (1995), Suquet et al., (1999) e Rizzo et al., (2003) a conservagdo dos
gametas tem sido realizada, a curto prazo (temperaturas proximas a zero), utilizando-se ou
ndo diluentes, garantindo assim, sua viabilidade por horas ou dias. Uma das vantagens na
utilizagdo dessa técnica ¢ manipular o s€men e/ou os ovécitos durante a coleta por um periodo
de tempo, principalmente quando h4a uma falta de sincronismo dos reprodutores durante a
liberagdo dos gametas (Rana, 1995; Marques & Godinho, 2004). Além disso, apresenta
vantagem na utilizagdo, por ser barata, ndo haver a necessidade da utilizagdo de solugdes

crioprotetoras, possibilitar o resfriamento em temperaturas de refrigeragao (1-15°C), facilitar



o manejo reprodutivo e aumentar a eficiéncia da reproducdo artificial com relagdo a
otimizacdo tanto de reprodutores quanto de estruturas utilizadas na incubagdo dos ovos.
(Marques & Godinho, 2004; Carneiro et al., 2006).

De um modo geral, a reproducdo de peixes nativos brasileiros se baseia na fertilizacao
artificial pelo método a “seco”, que consiste na extrusao e mistura dos gametas na auséncia de
agua e, apds a homogeneizacdo completa, adiciona-se agua para ocorrer a ativagdo dos
espermatozodides e fertilizagdo dos ovocitos (Woynardvich & Horvath, 1983). Durante este
procedimento, os gametas estdo vulneraveis aos efeitos da temperatura, tanto do ambiente
quanto da agua, entretanto, o conhecimento destes efeitos ainda ¢ limitado.

Alguns trabalhos com exposicdo de ovdcitos a curto prazo revelam que ovocitos a
temperaturas mais baixas sdo mais vulneraveis do que em temperaturas mais elevadas, como
por exemplo, ovécitos de Phochilodus marggravi, que, quando expostos 18°C apresentam-se
mais sensiveis do que 26°C (Rizzo et al., 2003). Ovocitos de Cyprinus carpio, apresentaram-
se mais vulneraveis a temperaturas de 29-31°C e 6-9°C quando comparadas a 22-24°C
(Rothbard et al., 1996). Para o sémen, trabalhos enfatizam a utilizacdo em temperaturas de
1,7-4,9°C (Marques & Godinho, 2004), 5,7°C (Carneiro et al., 2006), 4°C (Murgas et al.,
2004; Murgas et al., 2002), 4-6°C (Oliveira et al., 2007; Isau, 2006). Ravinder et al (1997)
observaram melhores caracteristicas espermaticas em sémen estocado a 5°C ao invés de 2 e
22°C. Apesar de varios trabalhos nesta area, pouco se sabe sobre o comportamento dos
ovocitos e dos espermatozoides em diferentes temperaturas em relagdo ao tempo.

Diante disso, o conhecimento do efeito das temperaturas de exposi¢do ¢ da agua sobre
os gametas torna-se de fundamental importancia em estagdes de reproducdo de peixes,
principalmente em amplitudes térmicas facilmente controladas em laboratérios de producao.

Além disso, o conhecimento do efeito das variaveis que interferem no manejo reprodutivo



sobre 0s gametas torna-se importante no sentido de possibilitar seu uso racional e

conseqiientemente maior lucro por unidade de produgao.



IV. REVISAO DA LITERATURA

1. Caracteristicas da espécie
1.1. Classificacio taxonémica e distribuicdo geografica

Os peixes pertencentes ao género Rhamdia popularmente denominados de jundia,
foram classificados como pertencentes a familia Pimelodidae por Nakatani et al., (2001) e
Sands (1984). No entanto, recentemente, apds revisdo taxondmica realizada por Bockmann &
Guazzelli (2003) passaram a pertencer a familia Heptapteridae da ordem dos Siluriformes.
Desta forma, a espécie em estudo ¢ a Rhamdia quelen, descrita por Quoy & Gaimard (1824),
sendo espécies sinonimias mais comuns a R. branneri, R. sapo, R. hilarii ¢ R. sebae. Tais
espécies apresentam distribuicdo desde o sudoeste do México ao centro da Argentina (Froese
e Pauly, 2009), e por serem sinonimias, as espécies supra-citadas, as quais possuem o0 nome

vulgar de jundid, serdo abordadas nesta revisao.

1.2. Producao

Em termos historicos, dados da produgdo nacional evidenciam que na década de 90, o
jundid apresentava posicdo de destaque principalmente no sul do Brasil (Piaia &
Baldisserotto, 2000), entretanto, a partir de 2001 ocorreram mudangas no perfil de sua
produgdo passando a representar em 2005 somente 0,32% (577,5 t) do total da produgdo
aquicola nacional (IBAMA, 2007). De acordo com Boscardin (2008), o jundia assim como
outras espécies nativas, necessita de um grande aporte cientifico e tecnologico que garanta
sustentabilidade zootécnica e econdomica semelhante as espécies exoticas. Além disso, cabe
ainda abordar a falta de organizacdo por parte dos piscicultores, bem como, licenciamento da
atividade, assisténcia técnica eficaz e, o controle sanitidrio fundamental para uma cria¢ao

rentavel (Baldisserotto, 2009).
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O jundid ¢ uma espécie nativa bem adaptada (Esquivel, 2005) e de boa aceitagdo no
mercado consumidor (Marchioro & Baldisserotto, 1999). Além disso, apresenta carne com
sabor e textura agraddveis e com alto rendimento de carcaga (Ferreira et al., 2001; Reidel,
2007). Em sistemas semi-intensivo e intensivo o jundid tolera baixas temperaturas (Lermen et
al., 2004) apresentando rapido crescimento (Fracalossi et al., 2004) e, quando mantidos em
densidades de estocagem de dois a quatro peixes por metro quadrado podem alcangar 600 a
800g, em 8 meses (Barcellos et al., 2003), tamanho este, considerado como o comercial
(Carneiro, 2004). Além disso, altas densidades de estocagem (454 alevinos/m?) proporcionam
0s peixes a atingirem maiores indices de sobrevivéncia e ganho em peso quando comparados
a densidades inferiores (114 e 227 alevinos/m?) (Piaia & Baldisserotto, 2000). Segundo estes
autores, a partir de uma certa densidade de estocagem os individuos diminuem a sua
agressividade pelo fato do alto custo energético gasto para a defesa territorial, passando a
partir deste ponto a se agrupar com os demais. Na pratica seu cultivo vem sendo realizado em
viveiros de terra ou acudes (2.000 a 5.000 m?) associados ao policultivo com carpas ou
tilapias (Carneiro, 2004), e aceitam ragdes comerciais nas primeiras fases de desenvolvimento
(Baldisserotto & Radiinz Neto, 2005). O jundia tem habito alimentar generalista, com
tendéncia a predar peixes e crustaceos (Kiitter et al., 2009), no entanto, sua alimentagdo assim
como, em outras espécies de peixes tropicais (Abelha et al., 2001) se baseia na
disponibilidade de alimento presente no ambiente natural (Gomiero et al., 2007).

Como foi dito anteriormente, na regido Sul do Brasil frequentemente, ¢ realizada sua
criacdo em policultivo (jundia,carpa ou tilapia) (Baldisserotto, 2009). Entretanto, Amaral Jr.
et al. (2008) recomendam o monocultivo utilizando-se a densidade de 1,5 peixes.m? em
viveiros escavados de 300 m?. Nestas condigdes o jundid apresenta crescimento satisfatorio e
bons indices de sobrevivéncia (54%). De acordo com Carneiro & Mikos (2005), a

alimentacdo pode ser efetuada uma vez ao dia, sem efeitos no ganho de peso, reduzindo
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assim, os custos de producao. A exigéncia protéica e energética de alevinos de jundia ¢ de
34% de PB e 3.500kcal de energia metabolizavel (Meyer & Fracalossi, 2004) e quando
recebem ragoes formuladas a base de farinha de carne/ossos ou farinha de peixe combinadas
com farelo de soja, apresentam melhores desempenhos (Lazzari et al., 2006; 2007). Além
disso recomenda-se que a agua mantenha niveis de oxigénio dissolvido entre 5,2 mg.L
(Braun et al., 2006) ¢ 5,4 mg.L"' (Maffezzolli & Nuiier, 2006) ¢ médias da temperatura da

agua de 23,7°C (Piedras et al., 2004).

1.3. Biologia reprodutiva

A espécie atinge sua maturacdo gonadal com aproximadamente um ano de idade em
ambos o0s sexos, sendo que em ambientes naturais, os machos iniciam o processo de
maturacdo testicular acom 13,4cm e, as fémeas com 16,5cm (Narahara et al., 1985a). Quando
se encontram maduros, os machos apresentam papila protraida e liberam com facilidade o
sémen quando o abdome ¢ pressionado e, as fémeas com o orificio urogenital
hepirénicoavermelhado, dilatagcdo ventral e, sob leve massagem abdominal liberam ovdcitos
(Silva et al., 2004).

O periodo reprodutivo do jundia pode variar conforme a regido geografica como, por
exemplo, em locais que apresentam sazonalidade bem diferenciada, a reprodu¢do ocorre na
primavera ¢ verdo (Narahara et al., 1985b; Gomes et al., 2000; Ferreira et al., 2001;
Baldisserotto & Radiinz Neto, 2005; Borges et al., 2005). Em ambientes relativamente
estaveis (recursos alimentares e precipitacdo constantes), o periodo reprodutivo € longo, com
uma parcela da populacdo pronta a desova ao longo do ano (Gomiero et al., 2007).
Exemplares de jundid capturados no rio Jaguari, em Jaguariuna/SP apresentavam periodo
reprodutivo de setembro a fevereiro, onde o processo de maturacao ocorreu simultaneamente

com o aumento dos valores médios de temperatura da agua e precipitacdo pluviométrica
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(Naharara et al., 1989). Entretanto, a maturacao gonadal inicia-se quando a agua atinge
temperaturas superiores a 17°C (Ferreira et al., 2001). De acordo com Barcellos et al. (2001;
2002), a temperatura da agua associada as horas de luz, sdo caracteristicas ambientais
primarias que regulam a fase maturacional dos jundias.

O comportamento reprodutivo desta espécie assemelha-se ao de muitas outras espécies
de peixes tropicais de dgua doce (Silva et al., 2004). As fémeas sdo ovuliparas e, quando aptas
a desova, procuram lugares de aguas rasas e limpas, pouca corrente e fundo pedregoso
(Gomes et al., 2000). Ocorre sincronismo na liberacdo dos gametas no momento da desova,
que geralmente ocorre ao amanhecer (Baldisserotto & Radiinz Neto, 2005). Em geral, as
populacdes de jundia preferem locais com abrigos nas proximidades das barrancas, com
profundidades de até dois metros, onde geralmente, ocorrem temperaturas (17-20°C) e niveis
de oxigénio dissolvido (4-7 mg.L™") da 4gua mais elevados (Schulz & Leuchtenberger, 2006).

A espécie apresenta desova parcelada, com desenvolvimento ovocitario assincronico,
sem cuidado parental, com pequeno nimero de ovdcitos liberados (fecundidade) que parece
estar diretamente relacionada ao comprimento total, peso total e das gonadas (Narahara et al.,
1989). No periodo reprodutivo as fémeas adultas apresentam cinco estddios de
desenvolvimento dos ovocitos (Cussac & Maggese,1986; Gomiero et al. 2007). Entretanto,
Nabharara et al. (1989) classificaram o desenvolvimento gonadal de machos e fémeas de R.
hilarii em seis estadios: jovem, repouso, matura¢do, maduro, semi-esgotado e esgotado. Em
tanques-rede o R. quelen apresentou os estadios de desenvolvimento testicular e ovariano de
jovem, repouso, maturagdo, maduro e regressao, além disso, ocorreu a antecipacao do periodo
de maturacional com a manipulacao da dieta (Reidel, 2007).

Os ovocitos recém-liberados de jundia s3o esféricos, demersais e nao adesivos com
coloracdo amarela clara e didmetro de 1,0 mm, pos-fertilizagdo tornam-se transparentes,

envoltos por uma camada gelatinosa e o didmetro médio aumenta devido a hidratacao (Pereira
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et al., 2006). O embrido em desenvolvimento ¢ envolto por um espago perivitelinico bem
definido e por um resistente coérion (Gomes et al., 2000; Pereira et al., 2006).Agua a 24°C
ocorre a eclosdo em aproximadamente 30 h e 5 min apos a fertilizagdo (Pereira, et al., 2006).
Godinho et al. (1978) descreveram o desenvolvimento embrionéario € o momento da eclosdo
quando as médias de temperaturas da dgua atingem 23°C, 27 h pos-fertilizagdao. Entretanto,
Amorim et al. (2009) observaram eclosao em 25 h e 30 min em agua a 24 °C. Estas diferencas
nos tempos de eclosdo observadas em individuos da mesma espécie ocorrem pelo fato dos
ovos serem incubados em condigdes ambientais diferenciadas (Pereira et al., 2006; Amorim et

al., 2009).

1.4. Reproducio artificial

A reprodugdo artificial do jundia € realizada por meio da inducdo hormonal
(Baldisserotto & Radiinz Neto, 2005), podendo ser empregada a fertilizacdo semi-natural
(Silva et al., 2004;) ou a seco (Bombardelli et al., 2006a; Sampaio & Sato, 2006). Os machos
liberam fluido seminal a partir de leve pressdo abdominal, sem a necessidade de indugao
hormonal (Ferreira et al., 2001), entretanto, respondem bem ao processo de hipofisacao
(Guilherme et al., 2007), aumentando o fluido seminal ap6s uma dose tnica de 0,5 a 3,0 mg
de extrato de hipofise de carpa por kg de reprodutor (EHC.kg") (Baldisserotto & Radiinz
Neto, 2005; Carneiro & Mikos, 2008). Deve-se destacar que, a realizacdo da indugdo
hormonal ¢ praticada com intuito de garantir um maior volume de sémen, facilitando sua
manipula¢do em procedimentos de reprodugao artificial (Carneiro & Mikos, 2008).

Fémeas de jundid podem apresentar repostas satisfatorias quando submetidas a
aplicacio de 4,0 mg de EHCkg', sendo esta realizada em duas dosagens, a primeira
correspondendo a 10% do total e a segunda a 90% deste, entre intervalos de aplicagdo de 10 a

12 horas (Baldisserotto ¢ Radiinz Neto, 2005). Podem ser submetidas também, a dosagem
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tinica de 6,0 mg de EHC.kg™', podendo ovular apos 300 horas-grau (somatéria da temperatura
da agua em fun¢ao do tempo apos inducdo hormonal) (Sampaio & Sato, 2006).

Tipos de hormonios, dosagens aplicadas, periodos de laténcia podem variar conforme
as condi¢des em que os reprodutores (matrizes) foram mantidos durante o periodo que
antecede a desova e o estadio de desenvolvimento que se encontram no momento da aplicagao
hormonal (Zaniboni Filho & Nuiier, 2004; Zaniboni Filho & Weingartner, 2007).

Outro indutor utilizado ¢ o horménio gonadotrépico (HCG) (Baldisserotto & Radiinz
Neto, 2005). Andreatta (1979), utilizou este horménio em trés dosagens de 400 ULkg”, em
fémeas reprodutoras, em intervalos de 24h, obtendo respostas positivas. Quando associado o
HCG e horménio liberador do hormdénio gonadotropico (GnRHa) mais inibidores de
dopamina Carneiro & Mikos (2008) observaram respostas negativas.

Apos a realizagdo da coleta dos gametas por meio da extrusao (massagem abdominal no
sentido céfalo-caudal), varias andlises sdo realizadas com intuito de verificar a qualidade e a
quantidade dos gametas produzidos.

As caracteristicas quanti-qualitativas do s€émen de jundid comumente avaliadas sdo:
volume seminal liberado, concentragdo espermatica, motilidade, tempo de duragdo da
motilidade, indice de sobrevivéncia e morfologia espermatica. Alguns resultados destes
parametros para o jundia foram: volume seminal de 2,2 a 21,4 mL ou 4,0 a 38,8 mL de
semen.kg'l de reprodutor (Carneiro & Mikos, 2008), e de 5,9+0,5 mL ou 36,0+8,0 mL de
semen.kg’ de reprodutor (Bombardelli et al., 2006a); concentragio espermatica entre
5,0£1,2x10"° a 6,643,6x10" espermatozc’)ides.mL'l de sémen (Borges et al.,, 2005), e
5,58+0,569x10'° esperrnatozc’)ides.mL'l de sémen (Fogli da Silveira et al., 1985); taxa de
motilidade espermatica subjetiva de 88,3+2,9% (Ferreira et al., 2001) e 81,904+9,67%
(Kavamoto & Fogli da Silveira, 1986); tempos de duragdo quando 50% dos espermatozoides

perderam sua motilidade de 23,94+2,7 a 26,2+3,4 segundos (Hilbig et al., 2008) e 23,71 a
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28,96 segundos (Sanches et al., 2006); indices de sobrevivéncia espermatica de 95,24+5,7 a
99,1+0,4 % (Hilbig et al., 2008) e 96% (Bombardelli et al., 2006a); indices de
espermatozdides normais de 66,9% (Bombardelli et al., 2006a).

Segundo Sampaio & Sato (2006) as principais variaveis bioldgicas mensuradas em
fémeas de jundia sdo indice gonadossomadtico em estadio maduro (IGS = 15,2 a 20,7%),
fecundidade (absoluta, FA = 16.750 a 79.886 ovocitos.fémea e relativa, FR = 180 a 233
ovocitos.g” de fémea), didmetro do ovo (hidratado, DH = 2.456 a 2.832 pm e nio-hidratado,
DNH = 1.353 a 1.579 um) e taxa de fertilizacao (TF = 68,3 a 86,2%).

A fertilizacdo artificial do jundia é comumente realizada a “seco”, em que apos a coleta
dos gametas, ocorre a mistura do sémen com os ovocitos na auséncia de agua, apds a
homogeneizagdo completa adiciona-se agua, ocorrendo a ativagdo dos espermatozoides e
posteriormente fertilizagdo dos ovodcitos (Woynarovich & Horvath, 1983). Para que ocorra o
maximo aproveitamento dos gametas de jundia Bombardelli et al. (2006a) recomendam uma
dose inseminante acima de 89.472 espermatozéides.ovocito™.

A seguir, os ovos sdo transferidos para incubadoras, de formato conico, que garantam
a movimenta¢do ¢ oxigenagdo constante dos mesmos (Woynarovich & Horvath, 1983). A
agua empregada na fertilizacdo e incubacdo dos ovos de jundia devem apresentar valores de

potencial hidrogénionico entre 7,5 a 8,0 e dureza de 40 mg.L" de CaCOs (Graeff et al., 2007).

2. Qualidade dos gametas
Apesar da viabilidade dos gametas ter recebido atencdo especial, a preocupagdo em
selecionar reprodutores que apresentam gametas de boa qualidade ainda ¢ limitada (Rurangwa
et al., 2004) e, sdo fundamentais no controle do processo reprodutivo (Bobe & Labbé, 2009).
A qualidade dos gametas ¢ determinada através da habilidade em promover maximas

taxas de fertilizagdo e desenvolvimento embrionario normal (Bobe & Labbé, 2009). O
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potencial de desenvolvimento pode ser estimado por meio de medidas/estimativas diretas
(tamanho, fertilizagdo, eclosao, percentual de larvas normais) ou indiretas, pela avaliagao de
parametros fisicos e quimicos do fluido ovariano (Brooks et al., 1997; Bobe & Labbé¢, 2009),
como por exemplo, o pH, quando baixo, pode indicar a ma qualidade dos ovdcitos em
Oncorhynchus mykiss (Lahnsteiner, 2000). Estas caracteristicas podem também, variar em
funcao de fatores como, organizagao estrutural dos ovos e constituicdo do fluido perivitelinico
(Laale, 1980), poluigdo das dguas (Jones & Reynolds, 1997) e, principalmente, a condi¢ao das
matrizes em relagao ao estado nutricional (Izquierdo et al., 2001), periodo reprodutivo (Brown
et al., 20006), idade (Coward et al., 2002), processo de maturagdo (Lessman, 2009), estadio de
desenvolvimento gonadal (West, 1990), fatores genéticos, fisioldgicos e endocrinologicos
(Brooks et al., 1997) e sanidade (Coward et al., 2002).

Dentre os parametros citados a taxa de fertilizacdo ¢ o mais utilizado para indicar a
qualidade dos ovocitos, entretanto, algumas variaveis (parametros fisicos e quimicos da agua,
estruturas utilizadas) no processo de fertilizagdo e incubacdao dos ovos devem ser controladas
a fim de propiciar condicdo ideal de desenvolvimento dos mesmos (Brooks et al., 1997;
Chereguini et al., 1999; Coward et al., 2002; Bobe & Labbé, 2009).

Para se determinar a viabilidade espermatica parametros como, taxas de motilidade
progressiva, indices de sobrevivéncia e anormalidades morfologicas podem ser
correlacionadas as taxas de fertilizagdo (Fogli da Silveira et al., 1988; Billard & Cosson,
1992; Billard et al., 1995; Rurangwa et al., 2004).

A motilidade espermatica ¢ determinada pela diminui¢do ou aumento da osmolaridade
do meio externo (Marques, 2001), onde o espermatozdide ¢ ativado pela diminui¢do da
osmolaridade em relagdo ao fluido seminal em espécies de peixes de dgua doce (Billard et al.,
1995; Coward et al., 2002). Nestes teledsteos, os espermatozoides sdo imodveis no plasma

seminal contendo em torno de 300 mOsm.kg™' (Marques, 2001; Alavi & Cosson, 2006). Para
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o jundid, Borges et al. (2005), observaram que o fluido seminal apresenta osmolaridade de
274,8+11,2 mOsm.kg™".

A perda da capacidade de natacdo dos espermatozoides ¢ originada pela insuficiéncia
de ATP endogeno provocada pela fosforilagdo oxidativa mitocondrial, altamente requerida
para a produgdo de energia durante a locomocdao dos espermatozdides (Marques, 2001;
Cosson, 2004).

A estimativa da taxa de motilidade vem sendo avaliada observando-se a
movimentagdo dos espermatozdides logo apos a introdugdo da solugdo ativadora (Billard &
Cosson, 1992), por meio de métodos subjetivos (Billard et al., 1993). Entretanto, estas
mensuragdes t€m levantando duvidas quanto a sua validagdo, pois, dependem basicamente da
experiéncia do observador. Recentemente, por meio de softwares especificos, vem-se
utilizando programas computacionais tais como, computer assisted sperm analysis (CASA),
aplicado em avaliagdes espermaticas de peixes (Kime et al., 1996; Ravinder et al., 1997;
Rurangwa et al., 2001; Wilson-Leedy & Ingermann, 2007).

A motilidade espermadtica assistida pode otimizar as condigdes de preservacao
(Rurangwa et al., 2001), diluicdo (Ravinder et al., 1997), fertilizagdo (Rurangwa et al., 1998),
podendo também indicar os niveis de poluicdo aquatica (Kime & Nash, 1999; Hilbig et al,
2008). Permite também, obter-se a velocidade espermatica, linearidade, balanco e freqiiéncia
de batimentos (Ravinder et al., 1997; Rurangwa et al., 2001; Wilson-Leedy & Ingermann,
2007), estabelecendo um padrdo do comportamento espermatico normal em peixes. Além
disso, estes parametros podem identificar quais reprodutores do plantel sdo realmente
eficazes, possibilitando assim, a reducdo dos custos na piscicultura.

Outro parametro, tempo de dura¢dao da natacdo dos espermatozoides pode representar a
qualidade espermatica. (Murgas et al., 2004; Streit Jr. et al., 2006a; Hilbig et al., 2008). Tais

mensuragdes podem ser realizadas em relagdo ao percentual de espermatozodides que pararam
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de se movimentar: 100% (Streit Jr. et al., 2006b); 50% (Hilbig et al., 2008; Sanches et al.,
prelo); 90% (Murgas et al., 2004; Borges et al., 2005). O tempo de duragdo e a estimativa das
taxas de motilidade espermatica podem ser afetados pelas caracteristicas das solugdes
ativadoras aplicadas (Carosfeld et al., 2003) como, dilui¢gdes (Lahnsteiner et al., 2003),
concentragdes osmoticas e idnicas (Alavi & Cosson, 2006), temperatura ¢ pH (Alavi &
Cosson, 2005).

A qualidade espermatica também pode ser avaliada por meio do indice de
espermatozodides vivos, apresentando relagdo direta com a taxa de motilidade espermatica
(Kavamoto & Fogli da Silveira, 1986), podendo ser observada pelo método de coloragdo dos
espermatozodides como, eosina-nigrosina (Blom, 1950; Kavamoto & Fogli da Silveira, 1986;
Murgas et al., 2003). Neste método, quando o sémen ¢ misturado ao corante os
espermatozdides mortos coram-se em rosa, devido a permeabilidade ao corante, enquanto que
as células vivas permanecem brancas (Hilbig et al., 2008). Bastardo et al. (2004) definiram
como espermatozdides de boa qualidade, aqueles com indices superiores a 50% de
sobrevivéncia. O conhecimento do percentual de espermatozodides vivos também pode ser
determinante para a manutencao de reprodutores viaveis.

Alteragdes morfologicas da estrutura dos espermatozdides podem também ter
influéncia direta na fertilidade do reprodutor (Toniolli, 1999; Rurangwa et al., 2004), podendo
levar o animal a esterilidade absoluta (Mies Filho, 1987; Hafez & Hafez, 2004). Tais
alteracdes podem atingir estruturas, tais como, o nucleo ¢ a cauda (Mies Filho, 1987). Para
peixes ndo ha indices morfolégicos que possam indicar até que ponto os reprodutores sdo
viaveis, contudo, podem contribuir para a manutengdo de estoques de reprodutores
geneticamente vidveis.

A qualidade seminal de peixes teledsteos pode variar conforme o tamanho do

individuo (Luz et al., 2001); idade dos reprodutores (Bastardo et al., 2004); realizagdo de
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coletas seminais sucessivas (Kavamoto et al., 1997); aplicacdo hormonal ou ndo (Kavamoto
& Fogli da Silveira, 1986; Godinho, 2007); tipo de hormdnio (Streit Jr. et al., 2003; Streit Jr.
et al., 2004; Bombardelli et al., 2006b); alimentacao dos reprodutores (Sanches et al., 2006);
época de coleta (Rakitin et al., 1999; Borges et al., 2005) e, a forma de como o sémen ¢

coletado (Ferreira et al., 2001).

3. Conservac¢io dos gametas

De um modo geral, apds a coleta por extrusdo, os gametas perdem gradativamente sua
viabilidade por certo periodo de tempo, assim, medidas que prolongam sua viabilidade sdo
imprescindiveis (Rana, 1995). De acordo com este mesmo autor, as técnicas de preservagao
dos gametas apresentam o objetivo de aumentar sua longetividade por meio de estocagem a
baixas temperaturas, permitindo assim, a manutencao de biodiversidade genética dos peixes.

A pratica aplicada na conservagdo de gametas se baseia na criopreservagdao de sémen
(Carolsfeld et al., 2003), conservagdo a curto prazo de sémen e/ou ovoécitos (Rizzo et al.,
2003) e, resfriamento de embrides (El-Battawy & Linhart, 2009).

A criopreservagdo consiste no congelamento do sémen, em nitrogénio liquido,
mantendo-se a qualidade por periodo indeterminado (Billard, 1990) apresentando vantagens
na conservagao a longo prazo. No entanto, ¢ um método com elevados custos de manutengao
(Rana, 1995).

A conservagao de gametas a curto prazo consiste na exposi¢do de sémen e/ou ovocitos a
temperaturas proximas a zero, utilizando-se ou ndo de diluentes, durante horas ou dias
(Billard, 1990; Rana, 1995). Ela pode ser realizada em condi¢cdes de assincronismo dos
reprodutores durante o processo de ovulacdo quando realizada a desova induzida (Rana, 1995;
Marques, 2001). Outra vantagem ¢é que por se tratar de um procedimento barato, ndo necessita

de solugdes crioprotetoras, possibilitando o resfriamento em temperaturas de refrigeracao (1-



20

15°C), facilitando o manejo reprodutivo e aumentando a eficiéncia da reprodugdo artificial
(Marques, 2001).

Protocolos de resfriamento de embrides a temperaturas abaixo de zero sdo efetuados, no
entanto, com sucesso restrito (Streit Jr. et al., 2007). De acordo com Rana (1995), o sucesso
da estocagem de gametas depende de fatores intrinsecos devendo receber atencao especial, a
técnica de coleta, procedimento de estocagem, temperatura, composi¢ao e dilui¢do do meio

diluente, e a contaminagao pos-coleta.

3.1. Ovécitos

A conservacdo dos ovocitos ¢ realizada somente a curto prazo (Ranna, 1995), devido
apresentar dificuldades inerentes a preparagao de solu¢do semelhante a composi¢do do fluido
ovariano, além da solu¢do crioprotetora ndo toxica para a criopreservagao (Billard, 1990).

A temperatura € o principal fator que parece afetar a qualidade dos ovdcitos estocados in
vitro, sendo a estocagem realizada em temperaturas proximas a zero para reduzir sua carga
metabolica (Rana, 1995). Além disso, a estocagem em ambientes contendo certos niveis de
oxigénio, antibidticos e solugdes semelhantes ao fluido ovariano também vem sendo
estudada, no entanto, os resultados variam entre as espécies de peixes e protocolos
empregados (Rana, 1995).

Suquet et al. (1999) estocaram ovos de “turbot” Psetta maxima, em temperaturas de 3, 9
e 13°C, ndo observando o efeito entre as temperaturas de exposi¢ao, oxigénio atmosférico, ar
¢ uso ou nao de antibiodtico sobre as taxas de fertiliza¢do e eclosdo. Entretanto, a utilizacdo ou
ndo de diluentes com composicdo semelhante ao fluido ovariano, com ou sem inibidor de
proteina, reduziu as taxas de fertilizagdo somente apds 9 h de exposicdo. A utilizacdo de
fluidos especiais semelhantes ao fluido ovariano foi testado por Goetz & Coffman (2000),

estudando ovocitos de truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss apés 2 dias de estocagem, em 12-
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13°C, em solugdo de “Cortland” contendo “Hepes” (20 mM; 4-2-hidroxietil-1-
acidopiperazinoetanosulfonico) sem perda de fertilidade. Niksirat et al. (2007) observaram
que ovocitos desta mesma espécie quando conservados a 2-3°C na solugdo de “Cortland”
contento “Hepes” e “Tris”, diminuiram sua viabilidade comparando-se aos estocados em
fluido ovariano, que mantiveram-se viaveis por 9 dias. Holcomb et al. (2005) observaram que
ovos de O. mykiss durante 10 dias estocados em temperaturas de 0°C associados a introdugéo
de antibioticos, mantiveram-se viaveis, inibindo assim, o crescimento de bactérias e
prolongando sua viabilidade.

Ovos de carpa comum, Cyprinus carpio (koi) podem ser estocados em temperaturas de
22-24°C, por até 6 h, apresentando sobrevivéncias superiores a 50%, entretanto, quando
mantidos a temperaturas de 29-31°C e a 6-9°C houve diminui¢do das taxas de fertilizacao
(Rothbard et al., 1996). Sohrabnezhad et al. (2006), observaram melhores resultados das taxas
de fertilizagdo, eclosdo e de larvas normais em ovoécitos de esturjdo da Pérsia, Acipenser
persicus expostos a 18°C ao invés de 4°C, indicando possivel interagdo entre a temperatura e
o tempo de exposi¢do. Além disso, os autores notaram também que, os melhores resultados
foram nos ovdcitos diluido em fluido ovariano artificial (PSACF-“Persian Sturgeon Artificial
Coelomic Fluid”).

Souza et al. (2007), ao exporem ovocitos de curimbata, Prochilodus lineatus em
temperaturas de 31°C observaram redugdo das taxas de fertilizacdo apo6s 33,04 minutos da
liberagdo dos ovocitos por extrusdo, apds este periodo houve um efeito linear inversamente
proporcional entre as taxas de fertilizagdo e o tempo pos-extrusdo. Entretanto, para o dourado,
Salminus brasiliensis em 25,3°C a estocagem foi realizada durante 25 min, ap6s este tempo
ocorreu diminuicao das taxas de fertilizacdo (Weingartner & Zaniboni Filho, 2007). Rizzo et
al. (2003), ao estocarem ovocitos de curimata-pacu, Prochilodus marggravii a temperatura de

26°C ex situ durante 1 h, ndo observaram perda de viabilidade, entretanto, apos este periodo
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ocorreu redugdo significativa dos valores das taxas de fertilizagdo. Além disso, ovocitos
expostos a 18°C perdem a viabilidade mais rapidamente do que a 26°C, assim como, a
estocagem in situ em relacdo a ex situ. A queda dos valores nas taxas de fertilizagdo parece
estar associada as mudangas da organizacdo espacial dos filamentos do citoesqueleto dos
ovocitos, entretanto, o fechamento da micrépila ndo foi observado simultaneamente com as
quedas destes valores. Estas diferencas no tempo de estocagem dos ovdcitos pode ser devido a
fatores como, composi¢do citoquimica dos ovos por meio das vesiculas corticais, zona
pelicida ou células foliculares, todavia hé necessidade de mais estudos devido a ampla
variagdo de espécies de peixes tropicais (Bazzoli & Rizzo, 1990).

Apesar dos estudos serem mais relacionados com a preservacdo a curto prazo em
espécies de peixes de regides temperadas do que as tropicais, informagdes em relagdo a
temperatura ideal, utilizacdo ou ndo do meio diluidor (natural ou artificial), de antibioticos e
inibidores de proteinas, sdo contraditorias. Isso revela a necessidade de mais estudos para que

se possa padronizar metodologias eficientes para as espécies de peixes nativas.

3.2. Sémen

A estocagem de sémen se baseia na criopreservagdo e na preservagdo a curto prazo
(Rana, 1995). Para a criopreservagdo, o sémen deve ser previamente diluido em solugdes que
garantam a protecdo intra e extracelular das células espermaticas (Rana, 1995). Protocolos
especificos para cada espécie de peixe encontram-se na literatura, entretanto, devido as
peculiaridades existentes nas caracteristicas seminais principalmente, nas inumeras espécies
de peixes nativos (Viveiros & Godinho, 2009). Pesquisas de criopreservagdao com espécies de
peixes sul-americanas apresentam altas taxas de motilidade espermatica pos-
descongelamento. Geralmente, o método aplicado é a exposi¢ao de palhetas contendo s€émen

diluido, em nitrogénio a vapor, por um periodo de 12-24 horas, transferidas novamente ao
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nitrogénio liquido porém, a temperaturas proximas a -200°C, podendo nestas condigdes
permanecerem por periodos indeterminados (Carolsfeld et al., 2003). Os autores afirmam que
o descongelamento ¢ realizado por meio de banho-maria, em agua em diferentes temperaturas
(30-65°C), durante alguns segundos (5-15s).

Carolsfeld et al. (2003) descreveram protocolos de criopreservacao de sémen aplicados a
cinco espécies de peixes brasileiros, utilizando normalmente a diluicdo de 1:3
(sémen:diluidor), sendo os diluidores mais comumente utilizados, dimetilsulfoxido (DMSO),
metanol, gema de ovo, leite em po, glicose, sacarose, cloretos, bicarbonatos e agua destilada.
Além disso, protocolos utilizados em mamiferos também sao aplicados em peixes, entretanto,
com viabilidade restrita (Streit Jr. et al., 2006b).

A conservagdo do sémen a curto prazo pode ser realizada em refrigeradores domésticos
(1-15°C) sem a necessidade de um diluidor especial e, com custos reduzidos (Marques &
Godinho, 2004; Carneiro, 2007).

Poucas pesquisas sobre conservacdo a curto prazo de sémen de espécies de peixes
nativos tém sido realizadas. Marques & Godinho (2004) estudando o comportamento do
sémen de seis espécies de peixes tropicais em relagdo a exposi¢do em dois recipientes (sacos e
tubos plasticos), com presenga de oxigé€nio ou ar, em temperaturas de 1,7-4,9°C, observaram
o efeito do oxigénio, apenas para o curimata-pacu, Prochilodus marggravii, com maiores
motilidades apds 6 h de estocagem em sacos de plastico. Entretanto, para o s€émen de piau-
trés-pintas, Leporinus friderici e piapara, Leporinus elongatus verificou-se que a motilidade
foi ao redor de 30% com 7-8 h, matrinxa, Brycon lindii com motilidade proéxima de 30% apods
14 h, pacu-caranha, Piaractus mesopotamicus e curimbata, Prochilodus lineatus entre 19-20 h
ao redor de 40%. Os autores confirmam também, a aplicabilidade do resfriamento do s€émen
obtendo-se taxas de fertilizacdo de ovos de 88-90% com a utilizacdo do sémen de P.

marggravii apés 8 h de estocagem.
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Carneiro et al. (2006) ao exporem sémen de jundid em refrigerador doméstico (T =
5,7°C), observaram que a motilidade espermatica permaneceu por 12 dias, entretanto, ocorreu
redugdo apos o 8° dia de exposicdo. Os autores verificaram também, reducao do indice de
sobrevivéncia espermatica a partir do 5° dia de exposi¢do reduzindo de 74,5 % (inicial) para
15,5% no mesmo periodo de exposi¢do. Além disso, revelaram a aplicabilidade da
conservagao de sémen de jundid a curto prazo, constataram que o sémen ap6s o 12° dia de
exposicdo pode ser aplicado na fertilizagdo dos ovocitos, apresentando taxas de fertilizagao
acima de 50%. Borges et al. (2005) descreveram que em ambientes a 24°C, o s€émen de jundia
apresentou a mesma viabilidade durante 2 h. Luz et al. (2001) observaram que o sémen de
suruvi, Steindachneridion scripta pode ser exposto durante 6 h a 25°C sem perda de
viabilidade.

A utilizagdo de diluidores especificos também aumenta o sucesso no resfriamento do
sémen de peixes a curto prazo. Murgas et al. (2004) testaram trés diferentes diluidores
contendo “Beltsville Thawing Solution” (BTS"), ressaltam que apds 144 horas de
resfriamento a 4°C, apresentou 62% de motilidade espermatica de piracanjuba Brycon
orbignyanus.

Para a piapara, Leporinus obtusidens, Murgas et al. (2002) observaram que a utilizagdo
do diluidor BTS®, juntamente com o DMSO a 10% promove um bom meio para a
conservagdo do sémen, verificando que a motilidade de 58% quando ativados com
bicarbonato de sodio 1%, ap6s 120 h de exposicao a 4°C. Franciscatto et al. (2002) mostraram
que a motilidade foi de 58% para o sémen de curimbata, Prochilodus lineatus utilizando-se
diluidores BTS® 5% + KI 0,16% ap6s 168 h a 4°C.

Oliveira et al. (2007) observaram que sémen de pirapitinga, Brycon nattereri apresentou

redu¢do da motilidade somente apds o segundo dia de exposi¢do in natura a 4-6°C, mas
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quando diluido em BTS®, proporcionou reducio somente apos o quinto dia, com motilidade
de 48% apos sete dias de exposicao.

Isat (2006) advertiu que o sémen de piracajuba, Brycon orbignyanus resfriado entre 4-
6°C, durante 6 dias, apresentou alta motilidade com a utilizagdo do diluidor Saad (NaCl 200
mM, Tris 30mM,) com o antibidtico getamicina.

Os resultados oriundos de investigagdes revelam a possibilidade da realizacdo da
conservagao do sémen de espécies de peixes nativos a curto prazo, como uma alternativa
simples, barata e, tecnicamente de facil aplicagdo em sistemas comerciais de cultivo. No
entanto, a utilizacdo de diluentes especificos pode aumentar a durabilidade dos
espermatozodides (Billard & Cosson, 1992). Além disso, o fator temperatura deve receber
aten¢do especial, sendo um dos principais responsaveis pela viabilidade dos espermatozoéides

(Billard, 1990).
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V. OBJETIVO

1. Objetivo geral

O trabalho foi conduzido_no sentido de com o objetivo de avaliar o efeito de trés

temperaturas de estocagem a curto prazo e¢ da agua sobre os ovocitos e sémen de jundia,

Rhamdia quelen.

2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito de trés temperaturas de estocagem a curto prazo e da 4gua sobre as taxas
de fertilizagdo artificial de ovdcitos, eclosdo de ovos e percentual de larvas normais de
jundia, Rhamdia quelen.

e Padronizar a utilizacdo de softwares livres para a avaliagdo da motilidade espermatica

computadorizada do sémen de jundia, Rhamdia quelen.

e Avaliar o efeito de trés temperaturas de estocagem a curto prazo e da dgua sobre a taxa de
motilidade espermadtica, velocidade curvilinear, velocidade média do deslocamento,
velocidade em linha reta, linearidade, agitagdo e freqiiéncia de batimentos dos

espermatozodides de jundia, Rhamdia quelen.



VI. Tempo e temperatura na estocagem de ovécitos de jundia, Rhamdia quelen '

Resumo

O objetivo foi avaliar o efeito de trés temperaturas de estocagem e da agua e sobre os ovocitos
de jundia, Rhamdia quelen. Utilizou-se um delineamento experimental fatorial no tempo
(5%3x3x3), com os tratamentos realizados em triplicata a cada 48h, na exposi¢do de ovocitos
nas temperaturas de 15; 25 e 35°C e, ativados com agua a 15; 25 e 35°C cada, nos periodos de,
0, 45, 90, 135 e 180 minutos pos-coleta. A andlise de regressdo linear pelo modelo de
superficie de resposta indicou interagdo (P<0,05) entre o tempo ¢ a temperatura de exposi¢ao
com maiores valores das taxas de fertilizagdo, eclosdo e de larvas normais verificados no
momento imediato a coleta dos ovdcitos (70,2+8,4% de ovocitos fertilizados, 66,7+29,4% de
ovos eclodidos e 30,3+25,0% de larvas normais). A temperatura da agua obtida pelo modelo
estatistico que proporcionou maiores (P<0,05) taxas de fertilizacao foi 25,6°C. As taxas de
fertilizagdo eclosdo e de larvas normais apresentaram (P<0,05) correlagdeso positivas
mostrando que estes parametros podem ser utilizados na mensuragdo da qualidade dos
ovocitos. Recomenda-se a realizagdo da fertilizacdo artificial dos ovocitos imediatamente

apos a coleta e, caso haja necessidade de estocagem, deve-se expor os ovocitos al5°C.

Palavras-chave: estocagem de gametas, fertilizacdo artificial, larva, ovos de peixe,

reproducao

1, . .
Artigo apresentado nas normas da Revista Aquaculture Research
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Effect of time and temperature in the storage of jundia, Rhamdia quelen oocytes

Abstract

The aim was to evaluate the effect of three storage and water temperatures on oocytes of
jundia, Rhamdia quelen. We used a factorial experimental design in time (5x3x3x3), with
treatments performed in triplicate every 48 h, in 15, 25 and 35°C oocytes expositions
temperature, and activated with water at 15, 25 and 35°C each in the following periods after
collection: 0, 45, 90, 135 and 180 minutes. The linear regression analysis by the model of
response surface regression showed interaction (P<0.05) between time and temperature of
exposure with higher values of fertilization, hatching and larval normality rates observed in
immediate moment after oocytes collection (70.2+8.4% of fertilized oocytes, 66.7+29.4% of
hatched eggs and 30.3+25.0% of normal larvae). The water temperature obtained by statistic
model that showed higher (P<0.05) fertilization rate was 25.6°C. The fertilization, hatching
and larvae normality rates showed (P<0.05) positive correlation, indicating that these
parameters can be used to measure the oocytes quality. The artificial fertilization of oocytes is
recommended immediately after collection, and if there is a need for oocytes storage,to apply

expose the oocytes at 15°C.

Keywords: artificial fertilization, fish eggs, gametes storage, larvae, reproduction
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Introduciao

O jundia, Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824) é representante da familia
Heptapteridae e da ordem Siluriformes (Bockmann & Guazzelli, 2003), originario das bacias
hidrograficas das Américas Central e Sul, estendendo-se do sudoeste do México ao centro da
Argentina (Froese & Pauly, 2009). Trata-se de uma espécie de peixe, bem adaptada a criagao
e de boa aceitacdo no mercado consumidor (Marchioro & Baldisserotto, 1999). Em sistemas
de cultivo intensivo apresenta conversdao alimentar em torno de 1,8, aceita bem o manejo
periddico e ndo cessa o crescimento no inverno no sul do Brasil (Fracalossi et al., 2004), além
disso, responde positivamente ao processo de indu¢do hormonal (Sampaio & Sato, 2006;
Carneiro & Mikos, 2008).

O controle do processo reprodutivo ¢ fundamental para a atividade aquicola que se
encontra em plena expansdo (Scorvo, 2008). Um dos principais aspectos para a intensificagao da
produgdo piscicola, acompanhada da sustentabilidade tanto econdmica como ambiental, ¢ a
utilizagdo da propagacdo artificial ou reproducdo induzida (Romagosa, 2006). Para tal, deve-se
utilizar gametas masculinos e femininos de qualidade promovendo maxima fertilizagdo e,
subseqiientemente, desenvolvimento normal do embrido (Bobe & Labbé, 2009).

De um modo geral, encontram-se poucas informagdes na literatura mencionando o tempo de
viabilidade ex situ dos gametas da ictiofauna nativa do continente sul-americano. O procedimento
recomendado ¢ a rapida homogeneizacdo dos gametas (fertilizagdo artificial, por extrusdo),
baseado na hipdtese de que os ovocitos e o sémen podem perder a viabilidade ao longo do
tempo. Neste sentido, ¢ importante o conhecimento sobre os mecanismos de perda de
viabilidade e desenvolvimento de métodos que garantam a longevidade dos gametas, visando
a otimizac@o do uso dos reprodutores e das técnicas de propagacao artificial de peixes (Rana, 1995;

Babin et al., 2007).
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Segundo Suquet et al. (1999), Rizzo et al. (2003) e Babin et al. (2007) a conservagao dos
gametas tem sido realizada, a curto prazo (temperaturas proximas a zero), utilizando-se ou
nao diluentes, garantindo assim, sua viabilidade por horas ou dias. Uma das vantagens no
emprego dessa técnica ¢ aproveitar os gametas a0 maximo em ocasides em que ocorre
assincronismo dos reprodutores quando se utiliza a terapia hormonal (Rana, 1995; Marques &
Godinho, 2004). Outra vantagem, por se tratar de um procedimento barato, ndo necessita de
solugdes crioprotetoras, possibilitando o resfriamento em temperaturas de refrigeragdo (1-
15°C), facilitando o manejo reprodutivo e aumentando a eficiéncia da reprodugdo artificial
(Marques, 2001).

A reproducdo do jundid se baseia na fertilizacdo artificial pelo método a “seco”, que
consiste na extrusdo e mistura dos gametas na auséncia de agua e, apoés a homogeneizagao
completa, adiciona-se agua para ocorrer a ativagdo dos espermatozoides e fertilizagdo dos
ovocitos (Sampaio & Sato, 2006). Durante este procedimento, os gametas estdo vulneraveis
aos efeitos da temperatura, tanto do ambiente quanto da agua, entretanto, o conhecimento
destes efeitos ainda ¢ limitado, bem como a viabilidade dos ovdcitos em amplitudes térmicas
que podem ser controladas em laboratérios de reproducao de peixes.

Diante disso, o presente trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar o efeito da
amplitude térmica de 15 a 35°C que podem ocorrem em laboratérios de reproducdo sobre a
viabilidade dos ovdcitos durante 180 minutos pos-coleta, por meio das estimativas das taxas
de fertilizagdo de ovocitos, eclosao de ovos e percentual de larvas normais de jundid,

Rhamdia quelen.

Material e Métodos
O experimento foi conduzido no Laboratério de Tecnologia da Reproducdo dos Animais

Aquaticos Cultivaveis (LATRAC), da Universidade Estadual do Oeste do Parana
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(UNIOESTE), instalado no Centro de Pesquisas em Agqiicultura Ambiental (CPAA), em
Toledo, Parana, Brasil.

Trinta e dois (32) reprodutores F1 de jundia (Rhamdia quelen) (Apéndice A, Fig.1), com
2 anos de idade provenientes na Estacdo de pesquisa foram utilizados, destes, 17 fémeas
(292,35+£59,22g e 24,384+2,18cm) e 15 machos (212,67£32,61g e 22,83+1,30cm). Em
fevereiro de 2008, foram selecionados jundids com as seguintes caracteristicas externas —
fémeas: ventre abaulado, papila genital saliente e avermelhada e, machos: fluindo s€émen sob
leve compressao abdominal conforme Bombardelli et al. (2006).

Os reprodutores selecionadosforam separados por sexo e mantidos em caixas circulares
(1.500 L), dotadas de renovagio constante (750 L.h™"), por meio de bombeamento de 4gua,
com entrada e saida de dgua independentes, até o momento da coleta dos gametas.

Os peixes foram induzidos, hormonalmente, através da aplicagcdo de extrato bruto de
hipofise de carpa (EBHC) conforme Woynarévich & Horvath (1983) e Bombardelli et al.
(2006). As fémeas receberam um total de 5,5 mg EBHC kg™, sendo aplicada em duas doses,
uma prévia de 10% do total realizada 12 horas antes da segunda aplicacdo. Os machos
receberam uma dose Gnica de 2,5 mg EBHC kg™. As inje¢des foram aplicadas no musculo da
regido dorsal préximo da nadadeira dorsal (Apéndice A, Fig.2).

A coleta dos gametas foi realizada apés o periodo de 240 horas-grau (somatoria da
temperatura da agua em fun¢do do tempo), sendo monitoradas a partir da 2* aplicacao
hormonal (Bombardelli et al., 2006). Para facilitar o manejo foi obedecido o seguinte critério
para as coletas dos gametas: (1) masculinos e, (2) femininos.

Os machos foram contidos e secos (panos e papel toalha), individualmente,
massageados na regido abdominal no sentido céfalo-caudal (Apéndice A, Fig.3). A primeira
gota de sémen foi desprezada para evitar possivel contaminagdo com urina e, o restante do

sémen coletado (tubo de ensaio graduado, £ 0,1 mL) para mensuragdo do volume total de
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sémen liberado, e, em seguida conservado sob resfriamento (13°C) conforme Souza (2007).
Caso ocorresse sangramento no momento da coleta do sémen, a mesma era interrompida
evitando-se assim qualquer possivel influéncia na avaliacao da qualidade espermatica.

O sémen foi homogeneizado, originando um “pool” de s€émen proveniente do total de
cinco machos utilizados em cada protocolo experimental e, realizadas as analises de
concentragdo espermatica, indice de sobrevivéncia espermatica, ¢ o tempo de duragdo da
motilidade espermatica.

Para mensuragdo da concentragdo espermatica foi utilizada uma amostra 5 pLL do sémen,
diluida em 5000 pL. de formol salina tamponado (Streit Jr. et al., 2004), resultando em uma
dilui¢do de 1:1000. Para a contagem das células espermaticas foi utilizada uma camara
hematimétrica de Neubauer (espermatozéides.mL™") conforme Wirtz & Steinmann (2006).

A avaliacdo do indice de sobrevivéncia espermatica foi realizada pelo método de
coloragdo eosina-nigrosina (Blom, 1950), utilizando-se 30 pL de sémen ¢ 90 pL de cada
corante. As laminas foram analisadas em microscopio de luz (objetiva de 40x%), sendo
contados no total 400 espermatozoéides.

O tempo de duragdo da motilidade espermatica foi mensurado segundo Sanches et al.
(prelo), com 5 puL de sémen, diluidos em 200 puL de solucdo ativadora (agua), resultando em
uma diluicdo sémen:agua de 0,025:1. Apoés a diluigdo, 5 pL foram retirados para a
mensuracdo do periodo de tempo de exposicdo até que aproximadamente 50% dos
espermatozodides perdessem sua movimentagdo. Para tanto, o acompanhamento foi realizado
em um microscopio de luz (objetiva de 40x). O tempo foi mensurado por meio de um
crondmetro digital, iniciado simultaneamente com o inicio da ativa¢ao espermatica (Hilbig et
al., 2008).

As fémeas que liberavam ovocitos, a partir de uma leve pressdo do abdémen no sentido

céfalo-caudal (Apéndice A, Fig.3), os ovdcitos foram transferidas para um local seco, e,
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posteriormente, submetidas ao processo de fertilizagao artificial. Um “pool” de ovdcitos que
apresentavam homogeneidade de tamanho e cor foi destinado aos protocolos de fertilizagdao
(Apéndice B, Fig.1). Para a estimativa do nimero de ovocitos utilizados em cada unidade
experimetal, foram coletadas trés amostras de ovdcitos nao hidratados (0,1 mL), contados e,
determinado o numero total de ovdcitos. Para a estimativa do numero total de ovocitos
retirados de todas as fémeas, o restante dos ovdcitos ndo utilizados nos protocolos
experimentais foram hidratados e, posteriormente estimados através de trés amostragens de
3,0 mL.

Foi utilizado um delincamento experimental fatorial no tempo de 5%3x3x3. Os
tratamentos foram constituidos pela exposi¢ao dos ovocitos apos a coleta nas temperaturas de,
15; 25 e 35 °C e, ativados com agua na temperatura de, 15; 25 ¢ 35°C, nos periodos de tempo
de 0 (controle); 45; 90; 135 e¢ 180 minutos poés-extrusdo. Para tanto, os ovocitos foram
colocados em placas de petri (Apéndice B, Fig.2) e, expostos em ambientes aquecidos ou
resfriados dotados de termostato (+1°C) (Apéndice B, Fig.3). Os tratamentos foram
distribuidos em 39 unidades experimentais e, realizados em triplicatas. Cada réplica foi
conduzida em protocolos seqilienciais a cada 48 horas. Cada protocolo foi composto pela
fertilizagdo de ovdcitos, provenientes de um “pool’de ovocitos de no minimo trés fémeas,
submetidos as diferentes temperaturas de estocagem versus temperaturas da solucao ativadora
(agua) versus tempo pods-coleta (Tabela 1). Foi considerada como unidade experimental uma
incubadora, de formato conico, confeccionada em PVC (2,5L), contendo 2,0 mL de ovdcitos
(2.589) (Apéndice C, Fig.2). A dose inseminante aplicada foi de 1.000.000
espermatozoides.ovocito™ (adaptado de Bombardelli et al., 2006).

O sémen utilizado em cada réplica nos diferentes tratamentos foi o mesmo, proveniente

de um “pool” de sémen de cinco manchos conservado sob resfriamento a 13°C (Souza, 2007).
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A ativacao dos gametas foi realizada em recipientes plasticos (150 mL) (Apéndice C,
Fig.1), com 25 mL de agua proveniente de pogo artesiano da Estacdo, contendo 6,8 de pH;
4,26 mg L' de oxigénio dissolvido; 0,29 mg L' de nitrato; 0,0038 mg L' de nitrito; 0,126 mg
L' de amonia; dureza de 43,96 mg L' e alcalinidade de 996,30 mEq L

O efeito dos tratamentos foi observado com base nas estimativas das taxas de
fertilizagao dos ovocitos, eclosdo dos ovos e percentual de larvas normais.

As taxas de fertilizagdo foram mensuradas apds o fechamento do blastdporo,
aproximadamente oito horas pos-fertilizagdo (Amorim et al., 2009), por meio de trés amostras
de 275 ovos de cada unidade experimental. Para tanto, foram considerados ovos fertilizados
aqueles que se apresentavam translicidos e ndo fertilizados, opacos (Woynardvich &

Horvéth, 1983).

Tabela 1 Ilustracdo da disposi¢do das unidades experimentais de uma réplica, em fungdo da
combina¢do dos fatores experimentais (temperatura de exposicdo dos ovocitos Versus
temperatura da agua versus tempo pos-coleta para fertilizagdo artificial dos ovocitos de
jundia, Rhamdia quelen).

Protocolo de Fertilizacdo

TEO (°C) 15 25 35

MEO(min.)/TSACC) 15 25 35 15 25 35 15 25 35

TEO — Temperatura de exposi¢do dos ovocitos (°C); MEO — Minutos de exposigdo dos ovocitos; TSA — Temperatura da solugdo
ativadora (°C); x - combinagao dos fatores experimentais utilizado em cada unidade experimental.

Apoés a eclosdao dos ovos, (25 horas pos-fertilizacdo) (Pereira et al., 2006), foram

estimadas as taxas de eclosdo. Esta foi obtida pela contagem de todas as larvas contidas em
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cada unidade experimental, divididas pela quantidade inicial de ovocitos estimados. Para
tanto, apos a eclosdo, as larvas foram fixadas em solucao de formaldeido a 4%.

Das larvas conservadas em formaldeido 4%, 200 foram utilizadas para estimar o
percentual de larvas normais, utilizando-se um microscopio estereoscopio (objetiva 4Xx),
considerando como padrao morfologico larvas descritas por Nakatani et al. (2001) (Apéndice
C, Fig.3).

Uma vez que o sémen utilizado para fertilizar os ovécitos foi 0 mesmo durante os 180
minutos de exposi¢ao, foi mensurado o indice de sobrevivéncia espermatica ¢ o tempo de
duracdo da motilidade espermatica (0, 45, 90, 135 e 180 minutos pos-coleta), a fim de
verificar possiveis interferéncias sobre os resultados em fung¢do da perda de viabilidade
espermatica ao longo do tempo.

Utilizou-se a analise de varidncia para verificar o comportamento do indice de
sobrevivéncia ¢ do tempo de duragdo da motilidade espermatica durante 180 minutos de
exposicdo. As possiveis influéncias do tempo de exposicdo dos ovocitos (T), temperatura de
exposicdo dos ovocitos (TE) e temperatura da solucdo ativadora (TA) sobre as varidveis
respostas (VR) foram avaliadas através do protocolo de regressdo linear do modelo de
superficie de resposta do software Statistica© (Statsoft, 2005).

O modelo de superficie de resposta utilizado foi:

VR=0y+0, T+0; TE+0; TA+d4(T*TE)+s(T*TA)+d5(TE*TA)+8:(T)*+5( TE)*+d9(TA)+8,0B+E
Onde: di = constantes; B = efeito do bloco; € = erro com ~N(O0, 82); VR = taxas de
fertilizacdo, eclosdo e percentual de larvas normais.

Os parametros nao significativos (P>0,05) foram removidos progressivamente nos
termos de ordens superiores pelo método backward stepwise. Os pressupostos foram checados

nos residuos conforme sugerido por Myers (1990).
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Em caso de efeito significativo do modelo de superficie de resposta, realizou-se a
plotagem do grafico em 3D. Acima deste grafico e em grafico em 2D, realizou-se a plotagem
da linha de maximo, obtida através das derivadas parciais (Quinn & Keough, 2002) do
modelo estatistico em relagdo as variaveis significativas. A linha de maxima consiste na
representacao grafica esperada para os maximos valores das variaveis respostas.

As taxas de fertilizacdo, eclosdo e percentual de larvas normais foram submetidas a

analise de correlacdo, ao nivel de 5% de significancia.

Resultados e Discussiao

As fémeas apresentaram em média a liberagio de 51.002+5.890 ovécitos.fémea™,
correspondendo a 177+48 OV(')citos.g'l de fémea desovante, valores estes, semelhantes aos
encontrados por Sampaio & Sato (2006) para o R. quelen apés terapia hormonal, com 16.750
a 79.886 ovocitos.fémea™ ¢ 180 a 233 ovocitos.g™ de fémea, respectivamente.

Dos 15 machos, apenas um nao liberou sémen, ¢ em média liberaram 7,97+3,45 mL de
sémen, correspondendo a 36,69+12,12 mL de sémen.kg’ de reprodutor. A concentragio
média dos trés “pools” utilizados nas trés repeticdes foi de 4,38+0,57x10"
espermatozoides.mL™. As caracteristicas quantitativas de volume e concentragdo espermatica
do sémen de jundid foram semelhantes as encontradas por Bombardelli et al. (2006) com
5,9+0,54 mL e 36,0+8,0 mL de sémen.kg'l de reprodutor, e por Borges et al., (2005) entre
5,0+£1,2x10' a 6,643,6x10™° esperrn.’:l‘[ozc')ides.mL'l de sémen.

Os indices de sobrevivéncia ¢ os tempos de duracdo da motilidade espermatica nao
apresentaram diferenca significativa (P>0,05) durante os 180 minutos expostos a 13°C. No
entanto, logo apos a coleta, o s€émen apresentou 99,83+0,14 % de espermatozoides vivos e
com o tempo de ativagdo de 25,99+1,01 s. Apds 180 minutos apresentou 99,26+0,85 % de

espermatozodides vivos e 22,1943,09 s de ativagdo espermatica. Estas caracteristicas
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qualitativas de indice de sobrevivéncia e tempo de duracdo de motilidade espermatica do
jundia também foram semelhantes aos encontrados por Hilbig et al. (2008), com 23,9+2,7 a
26,2+3,4 segundos e por Bombardelli et al. (2006), com 96% de espermatozdides vivos.

Os gametas utilizados no presente experimento apresentaram valores semelhantes aos
encontrados pela literatura e, portanto, com qualidades satisfatorias.

As taxas de fertilizagdo (Fig. 1), eclosdo (Fig. 2) e percentual de larvas normais (Fig. 3)
apresentaram reducao dos valores ao longo do tempo pos-coleta, apresentando efeito (P<0,05)
interativo entre as duas variaveis: tempo e temperatura de exposi¢ao dos ovocitos (Figs. 4, 5 e
6). Essas figuras estdo representadas graficamente por meio da superficie de resposta onde
utilizou-se médias de temperatura da dgua de 25°C. O formato da superficie ndo foi alterado
nas diferentes temperaturas da agua, entretanto, temperaturas da agua inferiores ou superiores
a usada na plotagem dos graficos de 25°C influenciam na altura da superficie, o que
representa as taxas de fertilizagdo (Fig. 7A) e eclosdo (Fig. 7B).

A linha de méximo desempenho tedrico para as taxas de fertilizacdo, eclosdo e larvas
normais foram obtidas em func¢do das variaveis independentes de tempo e temperatura de
exposicao (Figs 4; 5; 6).

No presente experimento as taxas de fertilizacdo dos ovocitos de jundid apresentaram
maiores valores quando a fertilizacdo artificial foi realizada imediatamente apoés a extrusao
(Fig. 1). Os resultados desta varidvel diminuiram em fung¢do dos tempos e das temperaturas
em que foram expostos, teéricamente recomenda-se, caso haja a necessidade de conservagao
dos ovdcitos dessa espécie, que seja realizada respeitando-se a linha em que ocorre a maxima
fertilizagao tedrica (Fig. 4B), utilizando-se inicialmente, a temperatura tedrica de 9,4°C e,
gradativamente, elevando-se a uma taxa de 0,076°C.min.” correspondente ao coeficiente de

inclinagdo da linha de maxima fertilizagdo (Fig. 4B).
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O mesmo comportamento ocorreu em relacao as taxas de eclosdo (Fig. 2) e percentual
de larvas normais (Fig. 3). Para estas varidveis a linha de maxima inicia-se nas temperaturas
teoricas de 3,3°C (Fig. 5B) e 16,0°C (Fig. 6B), e aumentam em taxas de 0,110 °C.min.” (Fig.
5B) ¢ 0,021 °C.min.” (Fig. 6B), respectivamente.

Com relacao aos trés modelos estatisticos das taxas de: fertilizacdo, eclosdo e percentual
de larvas normais, pode-se obter sucesso quando, pods-coleta, submeter os ovdcitos a
temperatura teérica inicial de 9,5°C, aumentando-se gradativamente a uma taxa tedrica de

0,07 °C.min."".
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Suquet et al. (1999) estocaram ovos de turbot, Psetta maxima e ndo observaram o efeito

entre as temperaturas de exposi¢do, oxigénio atmosférico, ar e uso ou ndo de antibidticos

sobre as taxas de fertilizagdo e eclosdo. Para a truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss

experimentos mostraram que a eficiéncia da conservacao a curto prazo pode ser obtida pela

utilizagdo de fluido ovariano (Niksirat et al., 2007), fluidos artificiais de composicao

semelhante ao fluido ovariano (Goetz & Coffman, 2000), e pela introdugdo de antibidticos,

que inibem o crescimento de bactérias (Holcomb et al., 2005).
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O efeito da temperatura foi verificado também em ovos de carpa comum, Cyprinus
carpio (koi), apresentando melhores resultados na exposigdo em 22-24°C (Rothbard et al.,
1996). Sohrabnezhad et al. (2006), observaram melhores taxas de fertilizagdo, eclosdo e de
larvas normais em ovocitos de esturjao da Pérsia, Acipenser persicus expostos a 18°C ao
invés de 4°C.

Pesquisas que envolvem a conservagdo a curto prazo de ovocitos de espécies nativas
tropicais foram realizadas por Souza et al. (2007), para o curimbata, Prochilodus lineatus,
onde ao exporem os ovocitos in natura e ex situ a 31°C notaram redugdo das taxas de
fertilizacdo apds 33,04 minutos poOs-extrusdo. ApoOs este periodo, os mesmos autores
verificaram efeito linear inversamente proporcional entre as taxas de fertilizacdo e o tempo
pos-extrusdo. Ovocitos de dourado, Salminus brasiliensis estocados a temperatura de 25,3°C,
apresentaram redu¢do das taxas de fertilizacdo apos 25 min. (Weingartner & Zaniboni Filho,
2007). De forma semelhante, Rizzo et al. (2003), verificaram prejuizos as taxas de
fertilizagdo, quando ovocitos de curimata-pacu, Prochilodus marggravii foram conservados
ex situ a temperatura de 26°C por mais de 1 hora. Além disso, os mesmos autores verificaram
que ovocitos expostos a 18°C perdem a viabilidade mais rapidamente do que a 26°C, assim

como, a estocagem in Situ em relagdo a ex situ.
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As perdas relacionadas as taxas de fertilizacdo de P. marggravii, quando os ovocitos sao
submetidos a conservagdo por curtos periodos, parecem estar associada as mudancas da
organizagdo espacial dos filamentos do citoesqueleto dos ovoécitos, ja que o fechamento da
micropila ndo foi observado simultaneamente com as quedas destes valores (Rizzo et al.,
2003). Diferengas na durabilidade dos ovoécitos expostos a curto prazo de espécies de peixes
tropicais podem estar associadas a composi¢ao citoquimica dos ovos por meio das vesiculas
corticais, da camada da zona pelucida e células foliculares (Bazzoli & Rizzo, 1990).

Durante a execucgdo do presente experimento, foi observado que ovocitos expostos a
35°C ficavam envoltos por um denso fluido, e quando submetidos a 15°C, caso
permanecessem em contato com o ar adquiriam o aspecto de desidratacdo. Considerando-se
que a micrépila do jundid tem formato conico e € envolta por uma fina camada gelatinosa
(Amorim et al., 2009), durante o processo de exposi¢ao em 35°C, esta fina camada pode ter se
degenerado, fechando a micropila e, impedindo a entrada dos espermatozoides. O
ressecamento dos ovdcitos provavelmente interferiu na fertilizagdo somente apds 90 minutos
de exposi¢do, em que a temperatura 6tima de conservagdo passou a atingir 16°C (Fig. 4B). No
entanto, mais estudos s3o necessarios para comprovar estes efeitos sobre os ovdcitos de
jundia.

A temperatura da 4gua utilizada no processo de ativacdo dos gametas ndo apresentou
efeito interativo com o tempo e a temperatura de exposi¢cdo dos ovocitos (P>0,05), entretanto,
influenciou as taxas de fertilizagdo e eclosdo (P<0,05), apresentando um comportamento
quadratico (Fig. 7A) e linear (Fig. 7B) para estas taxas, respectivamente.

Melhores taxas de fertilizagdo podem ser alcangadas quando, no momento da
fertilizagdo, a adgua estiver na temperatura tedrica de 25,6°C (Fig. 7A), sendo temperaturas
superiores e inferiores prejudiciais aos ovécitos de jundia. As taxas de eclosdo apresentaram

um comportamento linear diretamente proporcional com a temperatura da 4gua empregada na
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fertilizagdo artificial. Entretanto, apesar de nao influenciar estes resultados (P>0,05), o
modelo quadratico (P=0,068) foi o que apresentou melhor representacdo grafica dos valores
observados (Fig. 7B). Diante destes resultados, sugere-se mais estudos para comprovar o
efeito desta variavel sobre estas taxas.

Os valores das taxas de fertilizacdo, eclosao e de larvas normais foram significativos
(P<0,05) para os coeficientes de correlacao, com valores de: 0,89 entre fertilizagao e eclosao;
0,60 entre eclosdo e percentual de larvas normais; 0,69 entre fertilizacdo e pecentual de
larvasnormais. Indicando que a taxa de fertilizacdo pode ser utilizada como parametro de
estimativa da eclosdo e do percentual de larvas normais e, que estes parametros podem ser
utilizados para mensuracdo da qualidade dos ovdcitos.

Considerando que os ovocitos perdem a qualidade imediatamente apds a retirada das
fémeas por extrusdo (Fig. 1), e que o sémen ndo apresentou reducdo da qualidade em 180 min
de estocagem a 13°C, recomenda-se em estagdes de piscicultura em que praticam a
reproducao artificial do jundia, a realizagdo da coleta do sémen antes que os ovocitos. Nestas

condi¢des, pode-se obter maior sucesso na fertilizagao artificial desta espécie.

Conclusoes

Melhores taxas de fertilizagdo, eclosdo e de larvas normais de jundia, Rhamdia quelen,
podem ser obtidas na fertilizagdo dos ovoécitos imediatamente pos-coleta. Caso haja a
necessidade de conservagdao de ovocitos, maiores taxas de fertilizacdo, eclosdo e de larvas
normais podem ser obtidas quando os ovocitos sdo estocados a 15°C ao invés de 25 e 35°C..
As taxas de fertilizagdo, eclosdo e de larvas normais podem ser parametros utilizadas na
determinagdo da qualidade dos ovoécitos de jundid. Para a pratica de fertilizagdo artificial do

jundia recomenda-se a coleta do sémen antes que 0s ovocitos.
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VII. Motilidade espermatica de Rhamdia quelen estudada por
meio de analise computacional assistida *

RESUMO

O objetivo deste estudo foi padronizar o método de analise esperméatica computacional assistida em
14 machos de jundid, Rhamdia quelen através de softwares livres. Os videos da movimentacao
espermatica foram capturados no software AMCAP, a uma taxa de 60 frames por segundo,
processados no software VIRTUALDUB e analisados no software IMAGEJ por meio do aplicativo
CASA. Os seguintes parémetros foram analisados: taxa de motilidade espermatica, velocidade
curvilinear, velocidade média do deslocamento, velocidade em linha reta, linearidade, balanco e
freqiiéncia de batimentos. Os parametros espermaticos foram avaliados em um segundo de imagem
nos tempos de 15, 25 e 35 segundos apds a ativacao espermatica. Nao foi observado efeito (P>0,05)
dos tempos apds a ativagédo espermatica para a linearidade, contudo, os demais parametros avaliados
foram influenciados negativamente (P<0,05). O aplicativo CASA pode ser empregado para analise
espermatica em jundia, atendendo as configuracdes estabelecidas para a espécie.

Key Words: CASA, espermatozoide, peixe, reproducdo, sémen, velocidade
espermatica

Sperm motility of Rhamdia quelen studied by means of
computer-assisted analysis

ABSTRACT

The objective of this study was to standardize the method of computer-assisted sperm analysis of 14
jundia, Rhamdia quelen males through open-source software. The videos of sperm motility were
captured in the software AMCAP, at a rate of 60 frames per second, processed in the software
VIRTUALDUB and analysed in the software IMAGEJ by means of the application CASA. The
following parameters were analysed: sperm motility rate, velocity curvilinear, velocity average path,
velocity straight line, linearity, wobble and beat cross frequency. The sperm parameters were
evaluated in one second of image, 15, 25 and 35 seconds after sperm activation. No effect (P>0.05) of
the time elapsed after sperm activation on linearity was observed. However, the other parameters
studied were influenced negatively (P<0.05). The application CASA may be employed for sperm
analysis in jundid, following the configurations established for the species.

Key Words: CASA, fish, reproduction, semen, spermatic velocity, spermatozoa
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INTRODUCAO

A determinagdo da qualidade espermatca de
peixes ¢ frequentemente realizada por métodos
subjetivos, dentre eles, a motilidade
espermatica progressiva e o vigor espermatico
sdo os mais observados, entretanto, estas
mensuragdes  t€ém  levantando  duvidas
referentes a sua validagdo, pois, apresentam
grandes variagdes dos valores obtidos e
dependem basicamente da experiéncia de um
unico observador (Rurangwa et al., 2004).
Recentemente, por meio de softwares
especificos, as avaliacdes espermaticas de
peixes vem sendo realizadas por meio de
programas  computacionais  tais  como,
computer assisted sperm analysis (CASA)
(Ravinder et al.,, 1997, Wilson-Leedy &
Ingermann, 2007).

A motilidade espermatica assistida apresenta
importantes implicacdes, pois,  pode
desempenhar papel extremamente 1til na
aqiiicultura, através da otimizagdo de
condigdes para andlises espermaticas, de
preservacdo (Rurangwa et al., 2001), diluigdo
(Ravinder et al., 1997), fertilizagdo (Rurangwa
et al., 2004) e indicacdo de poluicdo aquatica
(Kime et al., 2001).

Dificuldades na avaliagdio da motilidade
espermatica pelo CASA foram observadas,
dentre elas, o curto tempo de motilidade dos
espermatozoides apos a ativagdo, alto custo de
implantagdo do sistema e o processo de
padronizacdo para as diferentes espécies de
peixes teledsteos (Wilson-Leedy & Ingermann,
2007). Assim, o presente trabalho foi
conduzido com o objetivo de padronizar o
método de andlise espermatica computacional
assistida em jundia (Rhamdia quelen) por meio
de software livre.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio
de Tecnologia da Reproducdo de Animais
Aquaticos  Cultivaveis (LATRAAC) da
Universidade Estadual do Oeste do Parana
(UNIOESTE), instalado no Centro de Pesquisa
em Agqiiicultura Ambiental (CPAA), Toledo,
Parana, Brasil (24°46°48.31"°S;
53°43°25.77°0).

Foram utilizados 14 machos de jundid
(Rhamdia quelen), com médias de peso total
de 324,00+73,85 g que, sob leve pressdo
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abdominal, liberavam sémen. Individualmente,
0os machos foram induzidos hormonalmente,
com extrato bruto de hipofise de carpa
(EBHC), com uma dose tnica de 2,5 mg de
EBHC kg (Bombardelli et al., 2006).

A coleta do sémen foi realizada apos 240
horas-grau (somatdria da temperatura da agua
em funcdo do tempo) apds inducdo hormonal.
De cada macho foi coletado 4,9+1,4 mL de
sémen, destinados a mensuracdo da
concentracdo espermatica, da motilidade
espermatica por meio de visualizagdo em
microscopio Optico em objetiva de 40X
(subjetiva) e a realizada a captura dos videos
para analise de motilidade pelo método
computacional assistido (objetivo).

Para a mensuracdo da  concentragdo
espermatica do sémen foi utilizado o método
da contagem de células espermaticas, em
camara hematimétrica de Neubauer,
utilizando-se a  diluicio de  1:1000
(sémen:formol salino tamponado) (Hilbig et
al., 2008).

Para obter a diluicdo seminal adequada para a
captura dos videos, o s€émen foi previamente
diluido em solugdo inativadora LATRAAC-N6
(em processo de patente), na propor¢do de
1:500 (IpL de sémen:500uL de solugdo
diluidora). O sémen previamente diluido em
LATRAAC-N6 foi diluido em solugdo
ativadora (4gua) na propor¢ao de 1:3 (100uL
de sémen diluido em LATRAAC-N6:300uL
de agua doce). A seguir, 10 uL da mistura foi
colocada em cémara de Neubauer espelhada
(100 pm de profundidade), que foi transferida
ao microscopio de luz para a captura dos
videos.

Para a captura dos videos foi utilizada camera
Basler 602fc acoplada a um microscopio
triocular Nikon, modelo eclipse (E200) e
utilizado um computador com processador
intel celerom CPU 2,53 GHz, 1Gb de Ram,
80Gb de HD, sistema operacional Microsoft
Windows XP, 2002. Os videos foram
capturados pelo software AMCAP (Basler
Vision Technologies) a uma taxa de 60 frames
por segundo. Os videos foram capturados em
formato  *.avi, editados no  software
VIRTUALDUB-1.9.0  (virtualdub.org), e
exportados como seqiiéncia de imagens em
formato *.jpg, para um diretorio especifico. As
imagens correspondentes a um segundo (1seg.)
de video foram abertas, editadas no software
IMAGEJ (National Institutes of Health, USA,
http://rsb.info.nih.gov/ij/) e compiladas por



meio do aplicativo CASA (University of
California and Howard Hughes Medical
Institute, USA).

O processamento dos videos foi realizado
baseado na descrigdo dos componentes
necessarios para a utilizagdo do aplicativo
CASA por meio de software livre:
<http://wilson-leedy.com/CASA/CASA.html>.
A configuracdo da janela da caixa de dialogo
do aplicativo CASA foi realizada baseando-se
nas imagens do caminho percorrido pelos
espermatozoides gerados pelo aplicativo
(Figura 1A). Para validacdo destas imagens,
elas foram comparadas com as imagens
geradas pelo software IMAGEJ em
Image/Stacks/Z Project/Projection Type: max
intensity (Figura 1B). Além disso, diferentes
configuracdes foram testadas com intuito de
aumentar a capacidade do aplicativo em
identificar espermatozoides com movimento
lento ou imoveis.

Os espermatozdides  considerados com
movimento lento ou imoveis apresentaram
trajeto em cinza, enquanto que os demais,
trajeto em preto. Para tanto, as configuracdes
foram testadas, de modo a produzir graficos
semelhantes (Figura 1A e 1B) e ausentes de
trajetos em cinza (Figura 1B).

As analises da motilidade espermatica pelo
método subjetivo foram utilizadas apenas para
padronizacdo das configuragdes do aplicativo
CASA em 15 segundo de ativacdo
espermatica.

As configuracdes que apresentaram taxas de
motilidade e trajeto dos espermatozoides
semelhantes foram adotadas como padrdo para
as analises (Figura 1C). As analises de
motilidade foram realizadas apos 15, 25 e 35
segundos apds o inicio da ativagdo
espermatica, com um segundo de video em
cada instante. Para o s€men provenientes de
cada macho, as analises foram realizadas em
triplicata, sendo avaliadas as taxas de
motilidade (MOT), velocidade curvilinear
(VCL - velocidade entre cada frame avaliado),
velocidade média do deslocamento (VMD —
velocidade entre cada frame utilizando um
deslocamento médio na taxa de 1/6 da taxa de
frames utilizados), velocidade em linha reta
(VLR - velocidade entre o primeiro e o ultimo
frame analisado), linearidade (LIN - obtida
pela divisao de VLR por VMD), balango (BAL
- obtido pela divisdo de VMD por VCL) e
freqliéncia de batimentos (FBAT - frequéncia
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que VCL transpde VMD) e numero de
espermatozoides monitorados.

Os parametros de motilidade espermatica
computacional foram submetidos a analise de
variancia a um nivel de 5 % de significancia.
Em caso de evidéncia de efeito foi aplicado o
teste de Tukey ao mesmo nivel de
significancia. O software utilizado para
realizacdo das analises estatisticas foi o
STATISTICA 7.0°.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O sémen de jundia Rhamdia quelen apresentou
4,508+1,573x10" espermatozoides/mL. e a
dilui¢do seminal final de 1:1500
(sémen:diluidor+agua) resultaram na captura
dos videos apresentando em média de 43+18
espermatozoides por campo, adequado aos
parametros de motilidade (Wilson-Leedy &
Ingermann, 2007).

A taxa de motilidade subjetiva em 15 s pds-
ativacdo foi de 59,17421,01 % de
espermatozoides moveis.

O tempo apo6s a ativagdo nao influenciou
(P>0,05) a linearidade espermatica, entretanto,
influenciou negativamente (P<0,05) os demais
parametros espermaticos (Tabela 1).

Redugdo da qualidade seminal em peixes ao
longo do tempo é observada em trabalhos com
zebrafish, Danio rerio (Wilson-Leedy &
Ingermann, 2007) e carpa-comum, Cyprinus
carpio (Ravinder et al., 1997). Isto se deve
principalmente ao processo de rapido consumo
das reservas energéticas pelos espermatozdides
(Billard & Cosson, 1992).

De acordo com Amann and Katz (2004), os
primeiros estudos sobre o CASA foram
descritos, em meados da década de 80, com
analises espermaticas em mamiferos. Em
peixes foram registradas somente em meados
da década de 90 (Rurangwa et al., 2004),
havendo necessidade de padronizagdo e
otimizagdo de protocolos especificos para cada
espécie de peixe (Wilson-Leedy & Ingermann,
2007), pois, varios fatores devem receber
atengdo, como a concentracdo espermatica,
profundidade das camaras e diluidores
empregados (Kime et al., 2001; Rurangwa et
al., 2004).

Analises rapidas, exatas e objetivas sdo
fundamentais para a determinacdo da
qualidade espermatica de peixes, durante o
curto periodo de tempo em que os



espermatozoides apresentam viabilidade. Até o
momento, avaliagdes dos parametros de
motilidade espermatica de espécies de peixes
nativos tropicais sul-americanos utilizando-se
de analise espermatica computacional assistida
ndo foram realizadas. Desta forma, o aplicativo
CASA utilizado em software livre pode ser
uma importante ferramenta em futuras
pesquisas relacionadas a reproducdo de peixes
voltados a qualidade e ao processo de ativacdo
espermatica.

Tabela 1. - ParAmetros espermaticos do jundia
(Rhamdia quelen) obtidos em um segundo de
imagem aos 15, 25 e 35s apds ativagdo
espermatica

Tempo apos ativagao (s)
Parametros 15 25 35 p*

MOT (%) 65,37 41,10° 26,11° 0,0000
VCL (um/s) 77,47* 68,36™ 65,68° 0,0229
VMD (um/s) 58,67° 45,96° 42,55 0,0000
VLR (um/s)  46,51* 35,75° 35,50 0,0000
LIN (%) 78,07 78,15 81,73 0,1692
BAL (%) 76,65 68,62° 60,53° 0,0000
FBAT (Hz) 23.51° 30,99° 34,66° 0,0000

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa pelo teste de Tukey a um nivel de 5%
de significancia.* Probabilidade obtida na analise
de variancia. MOT- taxa de motilidade; VCL -
velocidade média do deslocamento; VMD -
velocidade média do deslocamento; VLR -
velocidade em linha reta; LIN — linearidade; BAL —
balanco; FBAT - freqiiéncia de batimentos.

CONCLUSAO

Os espermatozdides de jundia (Rhamdia
quelen) perdem a viabilidade em fungdo do
tempo apds o inicio de sua ativagdo. O
aplicativo CASA pode ser utilizado como um
método rapido, exato e objetivo em analises
espermaticas de peixes tropicais. A
configuragdo estabelecida para a caixa de
dialogo do aplicativo CASA (Figura 1C) pode
ser empregada para a analise espermatica do
jundia.
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Figura 1 - Imagem do caminho percorrido pelos espermatozoides
gerados pelo aplicativo CASA (A) e gerados pelo software IMAGEJ (B).
Janela da caixa de didlogo gerado pelo aplicativo CASA dentro do
software IMAGEJ com as configuragdes usadas em analises de
motilidade espermatica de jundid (Rhamdia quelen) (C)
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VIIL. Periodo de estocagem e temperatura sobre os parimetros espermaticos de jundia,

Rhamdia quelen avaliados por analise computadorizada®

Resumo

O objetivo foi avaliar os parametros espermaticos de sémen de R. quelen estocado em curtos
periodos sob diferentes temperaturas. Foram utilizados 15 machos em um delineamento
experimental fatorial no tempo (13x3x3x3). O sémen foi mantido as temperaturas: 15; 25 e
35°C e submetidos a ativagdo com d4gua a temperaturas de: 15; 25 e 35°C cada,
respectivamente, nos periodos de estocagem de: 0; 2; 4; 6; 8; 10; 12; 16; 20; 24; 32; 40 ¢ 48
horas pos-coleta. Os tratamentos foram realizados em triplicata e em protocolos sequenciais a
cada 50 horas. Os parametros de motilidade avaliados foram submetidos as andlises de
correlacdo (Pearson) e os parametros significativos (P<0,05) foram sumarizados pela analise
de componentes principais formando dois grupos de dados preditos. O grupo 01 foi composto
pelos parametros: velocidade curvilinear, balango, linearidade ¢ o grupo 02 por: velocidade
média de deslocamento, velocidade em linha reta, freqiiéncia de batimentos, taxa de
motilidade. Observou-se efeito (P<0,05) dos tratamentos somente para o grupo 02, com
interacdo entre tempo e temperatura de exposicdo e entre tempo de exposicdo e temperatura
da agua. Resultados superioresdos parametros espermaticos do grupo 02 foram observados
imediatamente ap6s a coleta. Entretanto, a exposicdo e a ativagdo espermatica a 15°C

permitiu resultados significativos em 48 horas pos-coleta quando comparados a 25 e 35°C.

Palavras-chave: CASA, conservacdo de gametas, espermatozoide, motilidade espermatica,

peixe, reproducao artificial

3, .
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Storage period and temperature about spermatic parameters of jundia, Rhamdia quelen,

evaluated by computer assisted analysis

Abstract

The aim was verify the interference of different temperatures during R. quelen sperm storage
for short-term. 15 males were used in a time factorial experimental design (13x3x3x3). The
semen was exposed to temperatures: 15, 25 and 35 °C and subjected to activation with water
at 15, 25 and 35 °C each, in periods of storage for 0, 2, 4, 6, 8 , 10, 12, 16, 20, 24, 32, 40 and
48 hours pos-collection. The treatments were performed in triplicate and sequencing protocols
for each 50 hours. The motility parameters evaluated were submitted to correlation (Pearson)
analysis and the significant parameters (P<0.05) were summarized by principal components
analysis, forming two groups of predicted data. The group 01 was composed by: velocity
curvilinear, wobble, linearity and the group 02 by: velocity average path, velocity straight
line, beating cross frequency, motility rate. Effect (P<0.05) of treatments only for group 02
was observed, with interaction between time and temperature of exposure and between
exposure time and water temperature. Higher results of sperm parameters in group 02 were
observed immediately after collection. However, the exposure and sperm activation at 15 °C

allowed significatived results in 48 hours pds-collection when compared to 25 and 35 °C.

Key words: artificial reproduction, CASA, fish, gamets conservation, spermatic motility,

spermatozoa
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Introducio

Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824) pertence a familia Heptapteridae da ordem
Siluriforme (Bockmann & Guazzelli, 2003). E amplamente distribuida nas bacias
hidrograficas das Américas Central e Sul, desde o sudoeste do México ao centro da Argentina
(Froese & Pauly, 2009). E uma espécie nativa bem adaptada a criagdo e de boa aceitagio no
mercado consumidor (Marchioro & Baldisserotto, 1999). Em sistemas de cultivo intensivo,
apresenta conversao alimentar em torno de 1,8, aceita bem o manejo periddico e ndo cessa o
crescimento no inverno (Fracalossi et al., 2004), além disso, responde positivamente ao
processo de indugdo hormonal (Sampaio & Sato, 2006; Carneiro & Mikos, 2008).

O controle do processo reprodutivo ¢ fundamental para a atividade aquicola que se
encontra em plena expansdo (Scorvo, 2008). Um dos principais aspectos para a intensificagao da
produgdo piscicola, acompanhada da sustentabilidade tanto econdmica como ambiental, ¢ a
utilizagdo da propagacdo artificial ou reprodugdo induzida (Romagosa, 2006). Para tal, deve-se
utilizar gametas masculinos e femininos de qualidade promovendo maxima fertilizagdo e,
subseqiientemente, desenvolvimento normal do embrido (Bobe & Labbé, 2009).

Os espermatozodides podem ser avaliados por meio de caracteristicas que podem ser
correlacionadas as taxas de fertilizagao (Flogli da Silveira et al., 1988; Billard et al., 1995),
sendo que, um dos parametros comumente utilizados na determinagdo da viabilidade
espermatica ¢ a motilidade espermatica (Billard & Cosson, 1992; Rurangwa et al., 2004).

De um modo geral, encontram-se poucas informagdes na literatura mencionando o tempo de
viabilidade dos gametas de espécies de peixes tropicais, entretanto, recomenda-se a rapida
homogeneizagdo dos gametas (fertilizagdo artificial, por extrusdo), pois, os ovocitos € o

sémen perdem gradativamente sua viabilidade, sendo necessario a utilizacdo de métodos que
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garantam a longevidade dos gametas, visando também, a otimiza¢do do uso dos reprodutores e,
técnicas que permitam a maxima eficiéncia deste processo (Rurangwa et al., 2004).

As técnicas de preservagdo tem por objetivo aumentar a longetividade dos gametas
através de estocagem em baixas temperaturas (Rana, 1995). Entretanto, apesar de importantes
implicacdes na preservagao da biodiversidade genética (Carolsfeld et al., 2003), a
criopreservacdo do sémen de peixes apresenta limitagdes nas producdes quando em larga
escala. Portanto, estudos relacionados a preservacdo do sémen por curtos periodos em
temperaturas proximas a zero (Carneiro et al., 2007; Bobe & Labbé, 2008) sao
imprescendiveis. A conservagdo a curto prazo pode ser realizada em condi¢des de
assincronismo de reprodutores ocorrida durante o inicio e o final da estacdo reprodutiva, ou
durante o processo ovulacdo em desova induzida (Rana, 1995; Marques & Godinho, 2004;
Romagosa, 2006). Além disso, uma das vantagens na sua utiliza¢do é o baixo custo, por nao
necessitar de solugdes crioprotetoras, possibilitar o resfriamento em temperaturas de
refrigeracdo, facilitar o manejo reprodutivo e aumentar a eficiéncia da reprodugdo artificial
(Bobe & Labbg¢, 2008; Cloud & Patton, 2008).

A reproducdo de peixes nativos sul-americanos se baseia na fertilizagdo artificial pelo
método a “seco”, que consiste na extrusdo e homogeneizagdo dos gametas na auséncia de
agua e, em seguida, adiciona-se agua para ocorrer a ativacdo dos espermatozodides e
fertilizagdo dos ovocitos (Woynarévich & Horvath, 1983; Kinsey et al., 2007). Durante este
procedimento, os gametas estdo vulneraveis aos efeitos da temperatura, tanto do ambiente
quanto da agua, entretanto, o conhecimento destes efeitos ainda ¢ limitado.

O presente trabalho pretendeu avaliar por meio de analise espermatica computadorizada
os parametros espermaticos de s€émen de R. quelen estocado em curtos periodos, sob diferenes
temperaturas e posteriormente submetido a ativacdo dos espermatozoides com agua em

diferentes temperaturas.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Tecnologia da Reproducao dos Animais
Aquaticos Cultivaveis (LATRAC) da Universidade Estadual do Oeste do Parana
(UNIOESTE), instalado no Centro de Pesquisas em Agqlicultura Ambiental (CPAA) em
Toledo, Parana, Brasil (24°46°48.31°°S; 53°43°25.77°°0).

Na estag@o reprodutiva (outubro - fevereiro), foram selecionados 15 machos de jundia,
Rhamdia quelen (Apéndice A, Fig.1) aptos a reprodugdo, observando-se sémen fluindo sob
leve compressdo abdominal. Estes peixes apresentaram médias de peso total de 315,8+65,4 e,
foram mantidos em caixas retangulares (1000 L), dotadas de circulagao de agua até o
momento da coleta dos gametas.

Foram induzidos hormonalmente através da aplicagdo de extrato bruto de hipofise de
carpa (EBHC), conforme a metodologia preconizada por Woynarovich e Horvath, (1983),
com uma dosagem unica de 2,5 mg de EHC.kg"' de reprodutor, na regido dorso, intramuscular
(Bombardelli et al., 2006) (Apéndice A, Fig.2).

A coleta dos gametas foi realizada apds um periodo de 240 horas - grau (somatodria da
temperatura da d4gua em fun¢do do tempo), sendo registradas a partir da aplicagdo hormonal.

Para a coleta do s€men, os jundids foram contidos e secos (panos e papel toalha),
individualmente, massageados na regido abdominal no sentido céfalo-caudal. A primeira gota
de sémen foi desprezada para evitar possivel contamina¢do com urina, o restante do sémen foi
coletado (tubo de ensaio graduado, +0,1 mL) (Apéndice B, Fig.1). De cada reprodutor foi
coletado 5,0 mL de s€émen. Por¢des de s€émen que apresentaram sinais de sangramento foram
descartadas, evitando-se assim qualquer influéncia no momento da avaliagdo da qualidade

espermatica.
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O sémen foi homogeneizado, originando-se um “pool” de sémen proveniente de cinco
machos utilizados em cada ensaio experimental. Foram feitas andlises de concentracao
espermatica ¢ dos parametros espermaticos por meio de andlise computadorizada conforme
Wilson-Leedy & Ingermann (2007). Os parametros espermaticos avaliados foram: taxas de
motilidade (MOT), velocidade curvilinear (VCL — velocidade entre cada frame avaliado),
velocidade média do deslocamento (VMD — velocidade entre cada frame utilizando um
deslocamento médio na taxa de 1/6 da taxa de frames utilizados), velocidade em linha reta
(VLR — velocidade entre o primeiro e o ultimo ponto analisado), linearidade (LIN - obtida
pela divisao de VLR por VMD), balango (BAL - obtido pela divisao de VMD por VCL) e
freqliéncia de batimentos (FBAT - frequéncia que VCL transpde VMD).

Para mensuragdo da concentragdo espermatica foi utilizada uma amostra 5 pLL do sémen,
diluida em 5000 pL de formol salina tamponado (Streit Jr. et al., 2004), resultando em uma
diluigio de 1:1000. Uma cimara hematimétrica de Neubauer (espermatozéides.mL™) foi
utilizada para a contagem de células espermaticas.

A aplicag¢do das andlises espermaticas computadorizadas foram realizadas por meio da
avaliagdo de 1 segundo de imagem de movimentagdo espermatica entre 15 ¢ 16 segundos
apos a ativagdo. Os videos foram capturados no software AMCAP (Basler Vision
Technologies), a uma taxa de 60 frames por segundo, processados no software
VIRTUALDUB (virtualdub.org) e analisados no software IMAGEJ (National Institutes of
Health, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/) por meio do aplicativo CASA (University of
California ¢ Howard Hughes Medical Institute, http://wilson-leedy.com/CASA/index.html).
Para tanto, o sémen foi previamente diluido em solug¢do inativadora LATRAAC-N6 (em
processo de patente), na propor¢do de 1:500 (1pL de s€men:500uL de solugdo diluidora). O
sémen previamente diluido em LATRAAC-N6 foi submetido a uma nova diluicdo de 1:3

(100uL de sémen diluido em LATRAAC-N6:300uL de dgua). A seguir, 10 pL da mistura foi
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colocada em camara de Neubauer espelhada (100 um de profundidade), que foi transferida ao
microscopio para a captura do video.

Foi utilizado um delineamento experimental fatorial no tempo de 13x3x3x3. Os
tratamentos foram constituidos pela manutengdo do sémen nas temperaturas de: 15; 25 e 35
°C e, ainda ativados com agua a uma temperatura de 15; 25 e 35°C cada, respectivamente, nos
periodos de estocagem (tempos) de: 0 (controle); 2; 4; 6; 8; 10; 12; 16; 20; 24; 32; 40 ¢ 48
horas po6s-coleta. Os tratamentos foram realizados em triplicata e em protocolos seqiienciais a
cada 50 horas. Em cada protocolo o s€émen proveniente de cinco machos, foi exposto em seu
determinado periodo de tempo versus temperatura seqliencialmente versus temperatura da

agua (Tab. 1).

Tabela 1. Disposi¢do das unidades experimentais de uma réplica, em fun¢do da combinagao
dos fatores experimentais (temperatura de exposicdo do sémen Versus temperatura da agua
Versus tempo pos-coleta para a ativa¢do espermatica de jundia, Rhamdia quelen

Protocolo de ativago espermatica

TSA (°C) 15 25 35

MES(min.)/ TES (°C) 15 25 35 15 25 35 15 25 35

TSA — Temperatura da solugdo ativadora (°C); TES — Temperatura de exposi¢do do sémen (°C); MES — Minutos de exposi¢do do sémen; x -
combinagdo dos fatores experimentais utilizado em cada unidade experimental.
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O “pool” de sémen (0,1 mL) dos cinco reprodutores foi transferido em ependorfs (1,5
mL) e, posteriormente, submetidos aos sistemas de aquecimento e resfriamento dotados de
termostato (£1°C) (Apéndice B, Fig.3). Em cada protocolo foi utilizado 111 ependorfs
contendo 0,1 mL de sémen (Apéndice B, Fig.2), sendo considerado como uma unidade
experimental um ependorf individual. As avaliacdes foram realizadas em laboratdrio
climatizado, com a temperatura ambiente controlada em 25°C.

A agua utilizada para a ativagdo espermatica foi proveniente de um poco artesiano da
estagdo de pesquisa apresentando caracteristicas fisico-quimicas correspondentes a 6,8 de pH,
4,26 mg L' oxigénio dissolvido, 0,29 mg L™ nitrato, 0,0038 mg L™ nitrito, 0,126 mg L
amonia, dureza 43,96 mg L' e alcalinidade da 4gua 996,30 mEq L™

Os parametros espermaticos foram submetidos a analise de correlagdo (Pearson) ao
nivel de 5 % de significancia. Os pardmetros que apresentaram altas correlagdes foram
sumarizados pela analise de componentes principais (principal components analysis — PCA)
e, submetidos a analise de regressio do modelo de superficie de resposta do software
Statistica© (Statsoft, 2005).

As possiveis influéncias do tempo de exposicio (T), temperatura de exposicao (TE) e
temperatura da solugdo ativadora (TA) sobre as variaveis respostas (VR) foram avaliadas
através do modelo de superficie de resposta:

VR=0y+0, T+0; TE+0; TA+d4(T*TE)+s(T*TA)+05(TE*TA)+8:(T)*+35(TE)*+d9(TA)+3,0B+E
onde: 0i = constantes; B = efeito do bloco; € = erro com ~N(0, 82)

Os parametros de ordens superiores ndo significativos (P>0,05) foram removidos

progressivamente pelo método backward stepwise. Os pressupostos foram checados nos

residuos conforme sugerido por Myers (1990).
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Em caso de efeito significativo do modelo de superficie de resposta, realizou-se a
plotagem do grafico em 3D. Acima da representacao deste grafico em projecao 2D, realizou-
se a plotagem da linha de méximo, obtida através das derivadas parciais (Quinn & Keough,
2002) do modelo estatistico em relagdo as varidveis significativas. A linha de maxima

consiste na representagao grafica esperada para os maximos valores das varidveis respostas.

Resultados e Discussiao

O sémen de jundia, Rhamdia quelen apresentou 6,08+1,34x10' espermatozoides.mL .
Esta concentragdo foi semelhante a encontrada por Borges et al. (2005) para a mesma espécie
com variagoes de 5,0£1,2x10'° a 6,6+3,6x10" esperma‘[ozéides.mL'l de sémen. Este
pardmetro permite maximizar o aproveitamento do material fertilizante e, obter melhores
taxas de fertilizacdo (Bombardelli et al., 2006).

A Tabela 2 mostra que as taxas de correlacdo entre os parametros espermaticos
apresentaram dois grupos distintos: (01) velocidade curvilinear (VCL), balanco (BAL) e
linearidade (LIN); e, (02) taxas de motilidade espermatica (MOT), velocidade média do
deslocamento (VMD), velocidade em linha reta (VLR) e, frequéncia de batidas (FBAT). A
formagao de dois grupos de componentes principais também foi verificada por Martinez-
Pastor et al. (2008) para os parametros espermaticos computadorizados de “Senegalese sole”
Solea senegalensis. Esta metodologia permite sumarizar os parametros espermaticos .

Nao foi observado efeito (P<0,05) dos tratamentos para o grupo 01, entretanto, para o
grupo 02 foi observado interagdo entre as variaveis, tempo e temperatura de exposicao (Fig.
1) e, tempo de exposicao e temperatura da agua (Fig. 2). O efeito interativo esta representado
por meio do grafico de superficie de resposta, utilizando-se para a plotagem a temperatura da

agua (Fig. 1) e a temperatura de exposi¢ao (Fig. 2) com média de 25 °C
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Os maiores valores do grupo 02 foram observados em temperatura de exposi¢dao do
sémen a 15°C (Fig. 1) e temperatura da dgua empregada na ativagdo de 15°C (Fig. 2). Apesar
disso, temperaturas inferiores indicam melhores resultados tedricos (Figs. 1 e 2). Como ndo
houve efeito interativo entres as temperaturas de exposicao e da agua de ativagdo, pode-se

inferir que o choque térmico nao atuou na movimentagao espermatica.

Tabela 2 Correlagdo entre os parametros espermaticos de jundia, Rhamdia quelen avaliados e
os grupos formados pela andlise de componentes principais

Parimetros VCL  BAL LIN VMD VLR FBAT MOT GRUPO1 GRUPO2
VCL 1,00000 -0,65098 -0,61833 0,48868 0,01986 -0,20122 -0,02023 -0,94245  0,33157
BAL -0,65098 1,00000 0,60819 020323 0,53548 -0,31340 0,36840 0,85746 041918
LIN -0,61833 0,60819 1,00000 -0,11499 047767 0,07557 0,10265 0,71740  0,08438
VMD 0,48868 0,20323 -0,11499 1,00000 0,67706 -0,64761 044921 -0,21450  0,95115
VLR 0,01986 0,53548 047767 0,67706 1,00000 -0,54217 049115 0,27261  0,82939
FBAT -0,20122 -0,31340 0,07557 -0,64761 -0,54217 1,00000 -0,53154 -0,02126 -0,73221
MOT -0,02023 0,36840 0,10265 0,44921 049115 -0,53154 1,00000 020297  0,56132

Valores em negrito: (P<0,05). MOT: taxas de motilidade espermatica; VMD: velocidade média do deslocamento; VLR:
velocidade em linha reta; BAL: balango; FBAT: frequéncia de batidas; VCL: velocidade curvilinear; LIN: linearidade;
GRUPO 1: Grupo de dados que representa os parametros VCL, BAL e LIN; GRUPO 2: Grupo de dados que representa os
parametros VMD, VLR, FBAT e MOT.

Os parametros espermaticos avaliados no momento imediato apos a coleta e 48 horas
pos-coleta nas temperaturas de exposi¢do de 15 e 25°C estdo apresentados na Tabela 3. Para a

exposicdo a 35°C os espermatozoides perderam a motilidade apos 10 horas da coleta.

Tabela 3 Média dos parametros espermaticos observados em jundia, Rhamdia quelen
imediatamente ap0s a coleta (inicial) e 48 horas pds-coleta nas temperaturas de 15 e 25°C.

48 horas pés-coleta

Parametros Inicio
15°C 25°C

Taxa de motilidade espermatica (%) 71,23+12,01 34,13+8,72 21,11+8,59
Velocidade curvilinear (um.s‘l) 89,25+22.37 88,40+29,76 112,81+33,29
Velocidade média de deslocamento (pm.s'l) 56,51+8,21 45,74+7,82 42,03+5,55
Velocidade em linha reta (pm.s'l) 42,25+5,94 33,46+3,77 25,67+7,20
Linearidade (%) 75,09+6,72 73,78+5,93 60,82+13,22
Balango (%) 65,21£9,45 52,93+12,59 40,30+13,50
Frequéncia de batidas (Hz) 25,3743,09 31,73+4,23 31,93+1,78
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Correlagdes positivas entre as taxas de motilidade esperméatica, VCL, VMD e VLR com
as taxas de eclosao dos ovos foram observadas por Rurangwa et al. (2001) para o bagre-
africano, Clarias gariepinus indicando que quanto maior a motilidade e velocidade
espermatica, maior ¢ a capacidade de fertilizagdo do espermatozoide. Além disso, os autores
observaram correlagdo positiva tanto para o s€émen fresco quanto para o resfriado apos dois
dias a 4 °C. Estas correlagdes indicam que apesar de ocorrer redugdo da qualidade apos
estocagem, o sémen pode ser utilizado para a fertilizagdo dos ovocitos, entretanto, deve-se
empregar um maior numero de espermatozoide por ovocito para haver melhor aproveitamento
dos gametas.

Os valores obtidos da VCL, VMD e VLR para o jundia, Rhamdia quelen no momento
imediato pos-coleta (Tabela 3) foram semelhantes aos do bagre-africano, Clarias gariepinus,
por Rurangwa et al. (2001), com aproximadamente 55 pm.s”, 45 um.s” e 40 pm.s™” de VCL,
VMD, VLR, respectivamente. Para a carpa-comum, Cyprinus carpio, Toth et al. (1995)
registraram 130 um.s™ e 210 pm.s” de VLR ¢ VCL e, Christ et al. (1996) obtiveram 142-193
um.s” de VCL e 64-129 pm.s” de VLR. Para o zebrafish, Danio rerio, Wilson-Leedy &
Ingermann (2007) observaram 90+6 % de espermatozoides moveis, 104+9 pm.s” de VCL,
77415 pm.s”' de VMD, 66+17 pm.ss' de VLR, 84+10% de LIN e 74+10 de BAL
(representado pelo nome straightness -STR).

A(s) analise(s) espermatica(s) computadorizada(s) pode(m) ser fundamenta(is) na
atividade aquicola, otimizando as condi¢des de coleta, estocagem e aproveitamento racional
da fertilizacdo artificial, além de ser um método rapido, objetivo e preciso, (Ravinder et al.,
1997; Kime et al., 2001). Devido a sua aplicabilidade e baixos custos de implantagdo (Wilson-
Leedy & Ingermann, 2007), o aplicativo CASA utilizado em software livre ¢ uma ferramenta
que poderd auxiliar futuras pesquisas relacionadas a reproducdo de peixes voltados

principalmente, a qualidade e ao processo de ativagdo espermatica.
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Grupo 2= -1,73847-0,01352x+0,00088x*+0,19662y-0,00385y*-0,0024 1xy

0

Temperatura de exposigio ("C)

0 5 10 20 -25 - 30 . 35 4[; 45
Tempo de exposicdo (h)

Figura 1 Representagdo grafica em 3D (A) e em 2D (B) do efeito interativo entre o tempo ¢

temperatura de exposi¢do sobre o grupo 2 (velocidade média do deslocamento, velocidade

em linha reta, freqiiéncia de batidas e taxa de motilidade espermadtica) do sémen de jundia

(Rhamdia quelen)

B

Grupo 2= 2,33295-0,10284x+0,00088x*-0,08578y+0,00093y*+0,00117xy

LOO =t
o wn

o

Temperatura da agua (°C)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

B Tempo de exposigao (h)

Figura 2 Representagdo grafica em 3D (A) e em 2D (B) do efeito interativo entre o tempo de
exposicao e temperatura da agua sobre o grupo 2 (velocidade média do deslocamento,
velocidade em linha reta, freqiiéncia de batidas e taxa de motilidade espermatica) do sémen
de jundia (Rhamdia quelen)

Observou-se que na medida em que o tempo de estocagem aumentou, ocorreu a redugao
dos valores de temperatura em que o sémen foi submetido (Fig. 1). Os melhores resultados
dos parametros espermaticos do grupo 2 ocorreram no momento imediato a coleta, com
médias de temperatura de exposi¢ao de 25 °C e, ap6s 48 horas cujos valores da temperatura

teorica foram de aproximadamente 10 °C. Esta redu¢do dos valores de temperatura pode ser
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determinada através do gradiente de reducao de temperatura de exposi¢do na taxa tedrica de
0,3°C.h".

Trabalhos sobre conservagao a curto prazo de sémen de peixes nativos foram realizados
por Marques & Godinho (2004), estudando o comportamento do s€émen de seis espécies de
peixes tropicais em relagdo a exposi¢ao em dois recipientes (sacos e tubos plasticos) e, com
presenca de oxigénio ou ar em temperaturas variando entre 1,7 - 4,9°C. Observaram o efeito
do oxigénio, apenas para o curimata-pacu Prochilodus marggravii, com maiores motilidades
apds 6 h de estocagem em sacos de plastico. Entretanto, para o s€émen de piau-trés-pintas
Leporinus friderici e piapara Leporinus elongatus a motilidade espermatica foi ao redor de
30% com 7-8 h, matrincha Brycon lindii a 30% apds 14 h, pacu-caranha Piaractus
mesopotamicus e curimbata Prochilodus lineatus entre 19-20 h com motilidade ao redor de
40%. s Confirmam também, que com a aplicabilidade do resfriamento do sémen obtiveram
taxas de fertilizagdo dos ovos de 88-90% com sémen de P. marggravii ap6s 8 h de estocagem.

Carneiro et al. (2006) ao exporem sémen de jundid em refrigerador doméstico em
temperatura de 5,7°C, observaram que a motilidade espermadtica permaneceu por 12 dias,
entretanto, ocorreu reducdo apds o 8° dia de exposicdo. Verificaram também, redug¢dao do
indice de sobrevivéncia espermatica a partir do 5° dia de exposi¢do reduzindo de 74,5 %
(inicial) para 15,5% no 12° dia de exposi¢ao. Além disso, os autores revelam a aplicabilidade
da técnica de conservacdo de s€émen de jundia a curto prazo, mostraram que o s€men apos o
12° dia de exposi¢ao apresentou taxas de fertilizagdo >50%. Borges et al. (2005) observaram
que, em ambientes a 24°C, o sémen de jundiad mostrou valores de viabilidade semelhantes
durante 2 h. Luz et al. (2001) observaram que o sémen de suruvi, Steindachneridion scripta
pode ser exposto durante 6 h a 25°C permanecendo viavel.

A utilizacdo de diluidores especificos também garante o sucesso no resfriamento do

sémen de peixes a curto prazo. Para a piapara, Leporinus obtusidens, Murgas et al. (2002),
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observaram que a utiliza¢do do diluidor Beltsville Thawing Solution -BTS®, juntamente com o
DMSO (dimetilsulfoxido) a 10% promove um bom meio para a conservagdao do sémen,
observando motilidade de 58% quando ativados com bicarbonato de sddio 1%, ap6s 120 h de
exposicdo a 4°C. Franciscatto et al. (2002) observaram motilidade de 58% do sémen de
curimba, Prochilodus lineatus utilizando diluidores BTS® 5% + K1 0,16% apos 168 h a 4°C.

Murgas et al. (2004) testaram trés diferentes diluidores contendo BTS® e, verificaram
que, apos 144 horas de resfriamento a 4°C,ocorreu a redugdo de aproximadamente 20% da
motilidade inicial (82%) e, com redugdo de aproximadamente 10 s do tempo de duragdo da
motilidade espermatica de piracanjuba, Brycon orbignyanus.

Oliveira et al. (2007) confirmaram que o sémen de pirapitinga, Brycon nattereri
apresentou reducdo nos valores de motilidade somente apds o segundo dia de exposi¢ao in
natura & 4-6°C, mas quando diluido em BTS®, apos o sétimo dia de exposicao, apresentou
48% de motilidade.

Para a carpa-comum, Cyprinius carpio, Ravinder et al., (1997) observaram que durante
24 h o sémen estocado a 5 °C nao perdeu a motilidade quando estocados em solugdes tampao
de pH 6 ou 9. Observaram também diferentes movimentagdes espermaticas: circular, linear e
erradica. Nestas movimentagdes observaram maiores velocidades curvilinear (VCL), média
de deslocamento (VMD) e em linha reta (VLR), linearidade (LIN) frequéncia de batidas
(FBAT) em espermatozodides com movimento linear.

Rurangwa et al. (2001) observaram redugdo das taxas de motilidade espermatica do
sémen de bagre-africano, Clarias gariepinus, ap6s dois dias resfriado a 4°C. Para os
parametros VCL, VMD e VLR estes autores observaram menores valores apos o 2° dia de
estocagem a 4C.

Observou-se que o s€émen de jundia ¢ mais sensivel as temperaturas elevadas (Figs 1 e

2), provavelmente, devido ao aumento das taxas metabdlicas das células espermaticas em
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altas temperaturas (Billard et al., 1995), ou talvez, a maior colonizagdo de bactérias nestas
condigdes, pois, a perda da motilidade em peixes esta diretamente relacionada com o aumento
de bactérias presentes no sémen (Jenkins & Tiercsh, 1997; Isat, 2006). A correlagdo
inversamente proporcional entre a taxa de motilidade e o nimero de bactérias verificadas no
sémen resfriado foi observada por Isat (2006) para o sémen de piracajuba, Brycon
orbignyanus resfriado entre 4-6°C. Observou também que, a concentragdo do antibidtico
getamicina acima de 0,1 mg.mL™" de solu¢io de Saad (NaCl 200 mM, Tris 30mM,) para a
dilui¢do seminal apresentou os melhores valores de motilidade espermatica apds 6 dias de
estocagem e, com taxas de fertilizagdo acima de 80%. Além disso, o pH do s€émen in-natura
submetido ao resfriamento diminuiu simultaneamente com a redugdo da motilidade, indicando
que a redugdo do pH pode afetar a motilidade espermatica pds-coleta (Isat, 2006).

Além da reducdo da motilidade espermatica, Jenkins & Tiercsh (1997) observaram
aumento de alteracdes morfologicas em espermatozoides do bagre-do-canal, Ictalurus
punctatos e aumento do numero de bactérias. Além da utilizagdo de antibidticos, outros
cuidados na coleta do s€émen, devem ser evitados como, contato com a urina, material fecal,
sangue, muco e adgua, auxiliam na diminuicao do nimero de unidades formadoras de colonias
de bactérias aumentando o tempo de sobrevida espermatica p6s-coleta (Maria et al., 2006).

Alavi & Cosson (2005) sugerem mudangas da motilidade espermatica em fungdo da
temperatura da agua. Aparentemente, altas temperaturas proporcionam em algumas espécies
de peixes uma redugdo do tempo total de motilidade, no entanto, esta reducdo ¢ compensada
por uma maior velocidade quando comparada a temperaturas mais baixas, portanto, maior
duracdo da motilidade. Relatos justificam que o comportamento dos espermatozodides
provavelmente, seja atribuido a recursos energéticos limitados e, no momento da ativagao, seu
metabolismo pode ser influenciado por fatores, como a temperatura. Este efeito também foi

evidenciado em espermatozoides de truta arco-iris, onde o aumento da temperatura da agua
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provocou redugdo da taxa de motilidade, aumento da freqiiéncia de batimentos e reducao
gradual do tempo de duragdo (Billard & Cosson, 1992). No entanto, pouco se sabe sobre os
mecanismos que governam a atividade dos espermatozoides de peixes, podendo ser
dependentes das estratégias reprodutivas adotadas (fertilizagdao externa ou interna), estrutura e
tipo dos ovos (=1 mm), entre outras (Cabrita et al., 2008)

As Figuras 1 e 2 revelam que a técnica de conservagdo do sémen de jundia, Rhamdia
quelen, a curto prazo ¢ uma alternativa simples, ¢ tecnicamente de facil aplicagdo em sistemas

comerciais de criagao.

Conclusoes

A temperatura (exposi¢do e ativagdo) que proporcionaram melhores movimentagdes
espermaticas ao longo do tempo de estocagem foi de 15°C. Os parametros que apresentam
correlacdo (Pearson) significativa podem ser sumarizados pela andlise de componentes

principais.
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APENDICE A

Figura 3 - Coleta do sémen e dos ovocitos através de extrusao
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APENDICE B

Figura 3 - Extruturas utilizadas para a estocagem dos ovocitos e do s€émen
(camara germinadora e estufa de madeira com termostato)
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APENDICE C

Figura 2 - Sistema de incuba¢ao com recirculacao de agua e incubadora
experimental de 2,5L

Figura 3 - Larvas normais e anormais observadas no experimento
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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