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Resumo

O Steindachneridion parahybae, comumente denominado surubim do Paraiba,
pode ser considerada como um dos mais emblematicos exemplos da situacéo de
ameaca em que se encontra a ictiofauna brasileira. Endémico da bacia do rio
Paraiba do Sul foi importante para a pesca no passado, atualmente esta
classificado como regionalmente extinto no Estado de Sao Paulo e criticamente
ameacado nos demais estados banhados pela bacia. A necessidade urgente de
ampliacdo de conhecimentos sobre a espécie, para o desenvolvimento de
programas de reproducdo em cativeiro e repovoamento, demanda o
desenvolvimento de estudos. Neste sentido, objetivou-se avaliar a producéo
espermatica da espécie ao longo de um ciclo reprodutivo, verificando o efeito da
inducdo hormonal sobre os parametros seminais e possiveis correlacdes entre
eles. Entre os meses de outubro de 2009 a abril de 2010 foram avaliados
parametros quali-quantitativos de 156 amostras de sémen fresco, coletadas de 26
exemplares, divididos em dois tratamentos (ndo induzidos e induzidos). Os
exemplares utilizados foram produzidos em dezembro de 2003 a partir de
reprodutores selvagens. Os parametros espermaticos avaliados foram: volume
relativo; taxa de motilidade; tempo de motilidade; concentracdo espermatica,
osmolaridade do plasma seminal; pH do plasma seminal e alteracbes
morfologicas, divididas em uma ou mais de uma ocorréncia e classificadas em
graves e leves. Os resultados obtidos submetidos a analise de variancia ao nivel
de 5% de significancia indicaram variacdo temporal na producédo espermatica da
espécie, porém ndo foram observados efeitos significativos entre os tratamentos
utilizados, mostrando ndo ser necessario o processo de inducdo hormonal para a
obtencdo de material fecundante proveniente de machos da espécie. Através da
analise dos coeficientes de correlacdo de Pearson foram evidenciadas
correlacdes entre a taxa e o tempo de motilidade, influenciadas pelo nimero e a
gravidade das alteracdes morfologicas. A osmolaride do plasma seminal se
correlacionou a taxa de motilidade e a presenca de alterac6es morfoldgicas, ja o
pH influenciou o tempo de motilidade. Também ficou evidente a relacdo inversa
entre o volume relativo de sémen e a concentracdo espermatica e que o
porcentual de espermatozoides normais proporciona um significativo aumento nas
taxas de motilidade.

Palavras Chave: Sémen, surubim do Paraiba, variacdo temporal, correlacdes



Abstract

Steindachneridion parahybae, commonly called surubim do Paraiba, may be
regarded as one of the most representative examples of the endangered situation
of the Brazilian fish fauna today. Endemic to the Paraiba do Sul river basin, this
species used to be important to fishing in the past. Nowadays, it is classified as
regionally extinct in the state of S&8o Paulo and critically endangered in the other
states bordering the basin. There is an urgent need for more knowledge about this
species for the development of programs of reproduction in captivity and
repopulation, so more studies are required. The objective of this study was to
assess the sperm production of this species over one reproductive cycle, verifying
the effect of the hormonal induction on the seminal parameters and possible
correlations between them. The quali-quantitative parameters of 156 samples of
fresh semen collected from 26 units dividided into two treatments (non-induced
and induced) were evaluated between October 2009 and April 2010. The units
used had been produced in December 2003 from wild broodfish. The sperm
parameters assessed were: relative volume; motility rate; motility time; sperm
concentration; osmolarity of the seminal plasma; pH of the seminal plasma and
morphological changes, divided into one or more occurrences and classified into
severe and mild. The results obtained were submitted to analysis of variance to
the level of 5% significance and indicated temporal variation in the sperm
production of the species. However, significant effects were not observed between
the treatments, showing that the process of hormonal induction was not necessary
for the production of fertile material obtained from males of this species. By means
of the analysis of the Pearson correlation coefficient it was possible to show,
among others, a strong correlation between motility rate and motility time
influenced by the number and severity of the morphological changes. The
osmolarity of the seminal plasma correlated with the motility rate and the presence
of morphological changes, and the pH influenced the motility time. The inverse
relationship between the relative volume of semen and the sperm concentration
was also evident, as well as the fact that the percentage of normal spermatozoa
provided a significant increase in the motility rate.

Key Words: Semen, surubim do Paraiba, temporal variation, correlations



1. INTRODUGCAO GERAL

Estima-se que existam 55.000 espécies de vertebrados distribuidas
pelo mundo das quais cerca de 28.000 mil sdo peixes, sendo que mais de 10 mil
vivem em &guas doces (Nelson, 2006). Deste total, de acordo com Bockup et al.
(2007) o Brasil abriga 2587 espécies, possuindo uma das mais ricas
biodiversidades de peixes de agua doce do mundo, sendo importantes ndo so
pela quantidade de espécies, mas também pela sua relevancia como fonte de
proteina para a humanidade. Entretanto, a perda da biodiversidade em ambientes
aquaticos configura hoje como um dos principais problemas a serem enfrentados,
sendo que dentre os fatores mais relevantes para o agravamento desta situacéo
estdo as diversas formas de destruicdo de habitats, que ocorrem hoje,

principalmente nos paises em desenvolvimento (Caneppele, 2007).

Carolsfeld et al. (2003) consideraram dentre as principais causas da
diminuicAo dos estoques naturais de peixes a construcdo de barragens
hidrelétricas, a urbanizacao, as atividades agricolas, a sobrepesca, o desrespeito
aos periodos de defeso e a introducéo de espécies exdticas. Nas regides sudeste
e sul do Brasil populacdes de algumas espécies de peixes estdo em acentuado
declinio resultante das modificacBes ecoldgicas provocadas pelo crescimento
demografico. Somando-se aos impactos ja destacados acima temos ainda a
destruicdo das lagoas marginais e o desenvolvimento industrial, que provocam a
gueda da produtividade e a inadequacdo do ambiente (Godinho et al., 1984;
Barbieri et al, 2004).

Com a perda da biodiversidade, estima-se que, em poucas décadas,
diversas espécies poderdo desaparecer por completo, sobretudo as endémicas,
isto é, aquelas que s6 existem em determinados ambientes aos quais estdo bem
adaptadas (SMA, 2009).

Neste sentido, principalmente para suprir a demanda crescente por
proteina, a aquicultura encontra-se em plena expansado (Scorvo Filho, 2008),
enquanto que ao mesmo tempo, as populacdes de peixes provenientes da

natureza estdo sendo devastadas, considerando-se como ‘urgente” a



necessidade de investigagcdo sobre a reposicao destes estoques (Romagosa,
2008).

A piscicultura esta estreitamente relacionada com a capacidade de
perpetuacdo das espécies, produzindo larvas para criacdo, repovoamento e a
formacao de plantéis de reprodutores (Godinho et al., 1984; Viveiros e Godinho
2009). Contudo para a grande maioria das espécies nativas de agua doce, os
processos de producdo massiva de alevinos, ainda ndo sdo dominados, tornando-
se imperativo o desenvolvimento de tecnologia para a produgdo em grande escala
de peixes (Romagosa, 2006; Weingartner et al, 2008).

Ainda hoje de um modo geral, a reproducdo de peixes nativos
brasileiros se baseia na fertilizagao artificial pelo método a “seco”, que consiste na
liberagao “forgada” e mistura dos gametas até a homogeneizacdo completa, para
posterior adicdo de agua promovendo a ativacdo dos espermatozoides e
fertilizacdo dos ovécitos (lhering & Azevedo 1936). Entretanto, a eficiéncia desta
técnica é limitada, pois pouco ainda se sabe sobre as caracteristicas requeridas
dos gametas, principalmente os masculinos. No que se refere as taxas de
fertilizacdo, a definicho da melhor relacdo ovos/espermatozoides, ainda é
incipiente (Bombardelli et al., 2006; Shimoda et al., 2007; Sanches et al., 2009;
Weingartner, 2010), neste sentido, o conhecimento das caracteristicas dos
gametas e 0 e aprimoramento dos processos de reproducdo Sao essenciais para

0 uso racional de matrizes.

Dentre as terapias hormonais existentes para promover a reproducao
artificial de peixes em cativeiro a mais amplamente utilizada é a hipofisacao,
realizada através da aplicacdo de extrato de pituitaria de carpa (EPC) (Romagosa,
2008). Ainda segundo a autora, a eficiéncia deste método pode variar entre as
diferentes dosagens, sendo que comumente sao utilizadas duas doses 0,5 e 5,0
mg Kg™ aplicadas em intervalos de 12 horas, porém, ainda existe a necessidade
de se aperfeicoar os manejos hormonais, sua aplicacdo e quantidade,
dependendo principalmente do modo de reproducdo que determinada espécie

apresenta.



Na maioria das estacdes de piscicultura, sejam elas, comerciais ou
voltadas para a conservacdo, os reprodutores s&o utilizados rotineiramente
apenas uma vez por ciclo reprodutivo, estimulados através dos agentes
hormonais, e posteriormente estocados em tanques de quarentena até o inicio de
um novo ciclo. Geralmente estes processos sdo executados sem a avaliacao
sistematica dos efeitos da inducdo sobre a producdo dos gametas. Para
Kavamoto et al. (1997) que estudaram a producdo espermética do Prochilodus
scrofa (Prochilodus lineatus), a utilizacdo racional de machos mantidos em
cativeiro e destinados a reproduc¢édo induzida é imprescindivel, sendo de extrema
importancia o conhecimento da producdo do material fecundante desses

exemplares.

De uma maneira geral, a continua dependéncia de machos
reprodutores selvagens tem sido o gargalo da produgéo comercial (Zaniboni-Filho
& Nufer, 2004). Os estoques de machos, quando mantidos em confinamento,
contribuem de forma irregular, quanto ao volume do sémen, concentracdo e
motilidade dos espermatozéides, com perdas frequientes de alelos (Romagosa,
2008). Atraves da reproducdo artificial, realizada com sémen fresco ou congelado,
surgem possibilidades de limitar o estoque de machos na piscicultura, propiciando
uma exploracdo mais racional de reprodutores geneticamente selecionados e

uma reducédo nos custos de producédo (Fogli da Silveira et al., 1988).

Lahnsteiner (2000) ressalta a importancia de se conhecer as
caracteristicas morfolégicas e funcionais dos espermatozoides para melhorar a
producdo de qualquer espécie de peixe quando mantidos em cativeiro. Assim,
para se estabelecer o sucesso da piscicultura nacional e considera-la uma
atividade eficiente, é preciso controlar os passos da reproducdo dos peixes
nativos, obtendo-se gametas vidveis para a producgdo sistematica de juvenis de
gualidade provenientes de matrizes selecionadas mantidas em confinamento
(Zaniboni-Filho e Nufer, 2004; Romagosa, 2006).

Em programas de conservagdo de peixes nativos ameacados nada
disso é diferente, sendo que a caréncia de conhecimento basico é ainda maior,

em funcdo da pouca disponibilidade de matrizes. Esta situacao limita a realizacéo
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de experimentos e o aprimoramento das técnicas de cultivo, além disso,
informacdes sobre a biologia da espécie na natureza também sdo em geral muito
restritas e algumas vezes equivocadas 0 que pode prejudicar o direcionamento

das investigacdes realizadas em cativeiro.

Estudos direcionados para o cultivo e preservagdo de algumas
espécies tropicais tém se intensificado nos ultimos anos, ndo sO por sua
importancia econdmica, como também ambiental. Neste sentido, grupos formados
por diferentes linhas de pesquisa trabalham para o conhecimento de uma
determinada espécie, seu status genético populacional e o dominio do seu ciclo
reprodutivo (Luz et al., 2001; Caneppele et al., 2009; Honji et al., 2009; Tolussi et
al., 2010; Sanches et al., 2010; Okawara et al., 2011).

Considerando-se o0 estado de conservacdo do Steindachneridion.
parahybae na natureza e o reduzido numero de exemplares selvagens
disponiveis para a manipulacdo reprodutiva em cativeiro, decidiu-se pela
realizacdo do presente estudo, buscando caracterizar a producdo esperméatica da

espécie e a otimizacao do uso de matrizes.

2. OBJETIVOS

Avaliar a producdo espermatica do surubim do Paraiba
Steindachneridion parahybae ao longo de um ciclo reprodutivo, verificando o
efeito da inducdo hormonal sobre os parametros seminais e as possiveis

correlacdes entre eles.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 A baciado rio Paraiba do Sul e sua ictiofauna

Os rios do sudeste brasileiro que possuem a sua drenagem voltada
diretamente para o oceano Atlantico sdo agrupados genericamente como “bacias
do leste brasileiro” (Vieira & Rodrigues, 2010). Compreendidas entre a foz do rio
Sédo Francisco e o norte do estado de Santa Catarina, constituem a regido de
endemismo com o maior numero de espécies de peixes ameacadas (59). Esta
situacdo é parcialmente explicavel em funcdo da grande extensao territorial desta
area, mas deve-se, sobretudo, a degradacdo ambiental da regido, combinado ao
alto grau de endemismo da ictiofauna (MMA, 2008). Entretanto, essas bacias
apresentam diferencas quanto a formacdo geoldgica e historia evolutiva,
resultando em faunas de peixes diferenciadas (Bizerril, 1994; Ribeiro, 2006).

Entre essas drenagens, a do rio Paraiba do Sul é reconhecida por sua
ictiofauna peculiar, e dessa forma, considerada uma ecorregido distinta dentre as
demais (Bizerril, 1994; Abell et al., 2008). Formado a partir da confluéncia dos rios
Paraitinga e Paraibuna e com cerca de 1.100 km comprimento, o rio Paraiba do
Sul (Figura 01) é hoje uma das regides mais industrializadas do pais, sendo que
extensas regides da bacia apresentam niveis de degradacdo elevados
(Caneppele et al., 2008). Localizada no eixo principal de desenvolvimento do
Brasil esta bacia sofre com a degradacdo ambiental desde o0s ciclos
agropecuarios (café, gado e silvicultura), porém, foi com a industrializacao iniciada
em meados do século XX que, outros processos relacionados a urbanizacéo
foram desencadeados, como a exploracdo de areia e construcdo de barramentos
hidroelétricos (Hilsdorf e Petrere, 2002).

O processo desordenado de ocupagdo do Vale do Paraiba somado a
outras atitudes equivocadas como a introducéo de espécies de peixe aléctone e
de alto nivel tréfico como o dourado, Salminus brasiliensis, introduzido em 1946
(Machado & Abreu, 1952), contribuiram para a redugédo de diversas populacdes
nativas de peixes (Caneppele, 2007), estando incluidas entre essas as

populacdes de Steindachneridion parahybae.
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Figura 01: Bacia do Rio Paraiba do Sul — Segmentac¢éo por barramentos (FECD, 2008).

Assim como nos demais sistemas hidricos brasileiros, raras sédo as
informacdes sobre a composicdo original da ictiofauna da bacia do rio Paraiba do
Sul. Pode-se considerar que um dos primeiros registros foi o trabalho de Miranda
Ribeiro (1902), que apresentou observacdes sobre oito espécies de peixes do rio
Pomba, afluente da margem esquerda do Paraiba do Sul, que nasce em Minas

Gerais e desagua no Rio de Janeiro proximo ao municipio de Itaocara.

O trabalho publicado por Machado & Abreu (1952) amplia a area de
investigacdo, monitorando a pesca comercial no inicio da década de 50, no trecho
paulista da bacia do Rio Paraiba do sul, sendo talvez o Unico registro mais
completo sobre a composicéo pretérita da ictiofauna na regido. Nesse trabalho
foram relacionadas 26 espécies de peixes, dentre as quais, o popularmente
conhecido surubim do Paraiba j4 aparecia na pesca da regido, totalizando a
captura de 1.989 Kg, entre os anos de 1950 e 1951 nos municipios paulistas da

bacia, onde era considerada como uma das poucas espécies nobres.

Levantamentos mais recentes foram publicados abrangendo a

ictiofauna caracteristica da regido Fluminense da bacia do rio Paraiba do Sul.
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Coordenados pelos pesquisadores Bizerril & Primo (2001) e com o titulo “Peixes
de Aguas interiores do Estado do Rio de Janeiro”, foram registradas 165 espécies
de peixes para a bacia do rio Paraiba do Sul, sendo que 15,15% deste total foram
consideradas introduzidas, oriundas de outras bacias brasileiras ou de outros

paises, constituindo grande ameaca a ictiofauna local.

3.2 A espécie escolhida: Steindachneridion parahybae

Recomendada como espécie Criticamente Ameacada (MMA, 2008) o
Steindachneridion parahybae (Figura 2), € um bagre que pertence a ordem dos
Siluriformes, familia Pimelodidae. Tem corpo achatado, com o dorso escuro
marcado por manchas pequenas e alongadas, seus olhos sdo pequenos devido a
predominancia de atividade noturna e sua percep¢do do ambiente € auxiliada pela
presenca de barbilhdes (Garavello, 2005). Endémico da bacia do rio Paraiba do
Sul e com biologia pouco conhecida (Honji et al., 2009; Caneppele et al., 2009),
sua ocorréncia natural € descrita normalmente associada a po¢cdes ndo muito
profundos e a areas intermediarias como os remansos do dominio das ilhas
fluviais e os encontros de rios (Bizerril, 1999), porém, recentes capturas foram
realizadas em meio a corredeiras, remansos profundos acima de cachoeiras e no
periodo noturno em regides mais rasas do rio, provavelmente quando saem em

busca de alimento (comunicacdo pessoal‘).

Figura 02: Surubim do Paraiba Steindachneridion parahybae.

! Caneppele “comunicago pessoal”, 2011, Sdo Paulo, Brasil - CESP
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Apesar de possuir caracteristicas de espécie migradora (Garavello,
2005), ndo existem estudos sobre sua reproducdo na natureza. Recentes
investigacdes sobre sua reproducdo em cativeiro indicam a espécie como de
desova parcelada (comunicacdo pessoal’). Seu habito alimentar é carnivoro
bentéfago, com a dieta consistindo de peixes e crustaceos (Oliveira & Moraes Jr,
1997).

Oyakawa et al. (2009), descreveram a situacao do surubim do Paraiba
como um dos mais emblematicos exemplos da situacdo de ameaca em que se
encontra a fauna de peixes no estado de Sao Paulo, devido a mudanca de status
da espécie, anteriormente classificado na bacia como Criticamente em Perigo
(CR) (MMA, 2008) consta na atual lista Paulista como Regionalmente Extinta (RE)
(SMA, 2009).

Entretanto, em novembro de 2010, um Unico exemplar da espécie foi
capturado no municipio de Lavrinhas — SP, pela equipe da Estacdo de
Hidrobiologia e Aquicultura de Paraibuna, vinculada & Companhia Energética de
S&o0 Paulo — CESP (comunicacdo pessoal®), porém, este fato ndo significa a
presenca de uma populacao resistente na localidade que atualmente se encontra
em plena transformacdo com a implantacdo de duas Pequenas Centrais
Hidrelétricas (PCHs) (CEIVAP, 2009).

No restante da bacia, as raras populacées de surubim do Paraiba que
foram localizadas nos estados do Rio de Janeiro e de Minas Gerais também estdo
em constante perigo. S6 na ultima década foram registrados dois grandes
desastres ambientais. No primeiro, ocorrido em margo de 2003, o rio Pomba foi
afetado severamente pelo vazamento de uma lagoa de tratamento de efluentes
localizada no municipio de Cataguases, Minas Gerais, ja 0 segundo, em
novembro de 2008, foi provocado por um vazamento de organoclorados no Rio
Pirapitinga, afluente do Rio Paraiba, em Resende, Rio de Janeiro, ambos
provocando grande mortandade de peixes, entre os quais o surubim do Paraiba,
(Oyakawa et al, 2009).

2 Romagosa “comunicacdo pessoal”, 2011, Sdo Paulo, Brasil — Instituto de Pesca
3 Caneppele “comunicago pessoal”, 2011, Sdo Paulo, Brasil - CESP

8



As diferentes formas de pressao ambiental, instantaneas como as dos
acidentes descritos acima, ou continuas, relacionadas a mais de um século de
transformacdes no habitat original, implicam diretamente na estrutura da
ictiofauna e na biologia das espécies de peixes do rio Paraiba do Sul, reforcando
ainda mais a necessidade de investigacdes das caracteristicas reprodutivas do

surubim do Paraiba.

3.3As agcOes da CESP na bacia

A Implantacdo de hidrelétricas, além dos beneficios gerados a
sociedade, produz também consequéncias ambientais e significativas alteracdes
sociais regionais (CESP, 1992). Na questdo ambiental, o maior impacto produzido
pelos barramentos se d& sobre a ictiofauna, principalmente devido a regularizacao
da vazao do rio, o que atenua os picos de cheias, fato que interfere diretamente
no mecanismo anual de enchimento e esvaziamento das areas de reproducéo de
peixes de espécies migradoras (Torloni et al., 1986; Agostinho et al., 1992).
Associado a esse impacto, também estdo a reducdo ou eliminagcédo de areas de
desova nos rios tributarios e dos locais de desenvolvimento de formas jovens
(lagoas e alagadicos marginais), em razdo de seu encobrimento pelas aguas
represadas (CESP, 1996).

Esses ambientes, normalmente existentes ao longo do curso de um rio
sem barramentos, sao responsaveis pela manutencao sustentada das populacdes
de peixes, principalmente das espécies migradoras, funcionando como bercario
ou criadouros, de onde saem 0s peixes jovens que, tornam-se disponiveis a
pesca, apos terem efetuado varias reproducdes e deixando descendéncia. Além
disso, os barramentos impedem a realizacdo de migracdes reprodutivas e

alimentares, e a dispersao de jovens, rio abaixo (Welcomme, 1985).

Apesar das pressfes impostas a bacia do rio Paraiba do sul ao longo
da histdria, a Companhia Energética de S&do Paulo — CESP, em funcdo dos seus
empreendimentos hidrelétricos implantados na regido e consciente das

transformacdes geradas por eles, implantou, dentre outras estruturas e acodes
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para mitigacdo destes impactos, a Estacdo de Hidrobiologia e Aquicultura de
Paraibuna (EHA) (Figura 03).

Inaugurada em 08 de abril de 1981, a EHA de Paraibuna trabalhou
inicialmente focada no incremento da producdo pesqueira dos reservatorios e no
fomento a piscicultura regional. A mais de 20 anos estd voltada para a
conservacao de espécies da ictiofauna nativa da bacia do rio Paraiba do Sul,
dentre as quais pode-se citar como prioritarias, aquelas que figuram nas listas de
espécies ameacadas estaduais e federais, como a pirapitinga do sul (Brycon
opalinus), a piabanha (Brycon insignis) e o surubim do Paraiba (Steindachneridion
parahybae) (MMA, 2008; SMA, 2009), sempre buscando parcerias para 0
desenvolvimento de tecnologias reprodutivas e o diagnoéstico do status de

conservacao destas espécies na natureza.

Figura 03: Estacéo de Hidrobiologia e Aquicultura de Paraibuna, Unidade de Producao
Rio Paraiba - CESP

O continuo esforco da equipe da Companhia para a captura de
exemplares selvagens dessas espécies deu origem a um projeto de pesquisa e
desenvolvimento aprovado pela ANEEL (Agéncia Nacional de Energia Elétrica)
direcionado para a formac&o de um banco genético vivo, caracterizacdo genética
das populacbes e o desenvolvimento de tecnologias de criopreservacao de
sémen. Este projeto teve por objetivo principal resgatar na natureza o que ainda
restou de variabilidade genética dessas trés espécies e propor uma metodologia
de reintroducdo baseada no conhecimento da distribuicdo genética das

populacdes selvagens (Caneppele et al., 2008).
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Além disso, a ampliagdo qualitativa e numérica dos plantéis dessas
espécies nos fornece a possibilidade de ampliacdo das investigagdes, facilitando
o desenvolvimento de tecnologia para a producdo de pirapitinga, piabanha e
surubim do Paraiba em cativeiro (Andrade-Talmelli, et al., 2001; Caneppele et al.,
2009; Sanches et al., 2010; Okawara et al., 2011).

Especificamente no caso do surubim do Paraiba, a EHA de Paraibuna
possui hoje 33 exemplares selvagens, capturados em quatro diferentes
localidades da bacia do rio Paraiba do sul e um lote de 300 exemplares
produzidos em dezembro de 2003, a partir dois casais selvagens, na primeira
reproducdo artificial registrada da espécie (Caneppele et al, 2009),
disponibilizados para investigacbes cientificas e a ampliacdo do seu

conhecimento biologico.

Ainda sdo muitos os desafios, sendo que o presente estudo surgiu da
necessidade do desenvolvimento de conhecimentos basicos, para que outros
passos possam ser dados visando o dominio da reproducdo artificial e a
conservacao do surubim do Paraiba.

3.4 Propagacao artificial e qualidade de gametas masculinos

A propagacéo artificial ou reproducao induzida se configura como um
dos principais aspectos para o avanco sustentavel da producdo piscicola
(Romagosa, 2006), que impulsionada pelo constante aumento da populacdo
mundial e a crescente demanda por alimentos mais saudaveis, vem apresentando

vertiginoso avango em todo o mundo (Donaldson, 2003).

De acordo com Zaniboni Filho e Nufier (2008) a piscicultura, também
pode contribuir na conservacao de populagbes selvagens por meio do aumento

da oferta de pescado, reduzindo a presséo sobre os estoques naturais.

A consolidacdo da producdo de alevinos, sejam eles destinados a
engorda comercial em cativeiro ou para a reintroducdo em ambientes naturais,

depende fundamentalmente do conhecimento e do controle do processo
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reprodutivo. Contudo para muitas espécies nativas de agua doce tais processos
ainda ndo sao dominados a ponto de abastecer o mercado de alevinos em larga

escala (Weingartner et al, 2008).

Um dos fatores limitantes para o controle e sucesso do processo
reprodutivo é a utilizacdo de gametas masculinos e femininos de qualidade que
possam promover a maxima fertilizacdo e o desenvolvimento normal dos
embrides (Bobe & Labbé, 2009). Entretanto, os estudos por muito tempo
estiveram mais focados na qualidade dos ovécitos e larvas, sem grandes
preocupagdes com a qualidade do esperma. Segundo Rurangwa (2004) o
esperma é frequentemente inadequado em termos de qualidade e quantidade
durante a propagacao artificial, comumente empregada nas estacdes de

piscicultura.

Na maioria das espécies de peixes, 0s espermatozoéides sdo imoveis
nos testiculos e no plasma seminal (Morisawa & Morisawa, 1990). Portanto, a
motilidade é induzida logo apGs os espermatozéides serem liberados e entrarem
em contato com o ambiente aquoso durante a reprodugdo natural ou com o

diluente durante a propagacao artificial (Cosson, 2010).

De um modo geral, encontram-se poucas informacdes na literatura
mencionando o tempo de viabilidade dos gametas da ictiofauna nativa apés a
liberacdo sem ativacdo, sendo que o procedimento mais recomendado € a rapida
homogeneizacdo dos gametas (Zaniboni Filho & Weingartner, 2007), baseando-
se na hipétese de que os ovdcitos e 0 sémen podem perder a viabilidade ao longo
do tempo (Rizzo et al., 2003; Marques & Godinho, 2004; Sanches, 2009).

Murgas et al. (2011) destacam que a avaliacdo das caracteristicas
seminais € imprescindivel na rotina de reproducédo artificial em qualquer espécie.
Para a descricdo do perfil espermatico, sdo necessarias analises das
caracteristicas do sémen (volume, taxa e duracdo da motilidade espermatica,
concentracdo e morfologia), sendo que para a determinacdo da viabilidade

espermética tais parametros podem ser relacionados as taxas de fertilizacdo
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(Fogli da Silveira et al., 1988; Billard & Cosson, 1992; Billard et al., 1995;
Rurangwa et al., 2004; Sanches, 2009).

A producédo espermatica pode ser variavel entre as diversas espécies e
até mesmo dentro de uma mesma espécie de peixe, podendo ser influenciada
pela estacdo do ano, clima, periodo de repouso (dorméncia) e método de coleta
(Murgas et al., 2011).

Em relagdo a qualidade do sémen, a motilidade espermatica,
usualmente expressa pela percentagem de espermatozéides méveis em sémen
adequadamente ativado (Marques & Godinho, 2004), € comumente utilizada na
determinacdo da viabilidade espermatica de peixes (Billard & Cosson, 1992;
Rurangwa et al., 2004,). A motilidade é controlada através da sensibilidade a
osmolaridade e as concentragcbes de ions, fendbmeno este relacionado as
atividades do canal idbnico na membrana, que regulam os mecanismos de

motilidade dos axonemas, a parte ativa dos flagelos (Cosson, 2010).

Em peixes de agua doce a exposicdo do sémen a hipotonicidade do
meio induz a iniciacdo da motilidade espermatica (Takai & Morisawa, 1995).
Entretanto, a diminuicdo da capacidade de natacdo dos espermatozdides é
originada em parte pela diminuicdo do estoque de energia ocorrida em fungéo da
rapida resposta de ativacdo pelo meio circundante elevando a brevidade do
periodo movel (Billard, 1990; Cosson et al, 1999). Provavelmente a exaustdo de
energia (ATP) contida na mitocéndria restringe também a motilidade, tendo como
hipétese que a mitocondria seja o reservatorio endodgeno de fonte de energia para

a motilidade de espermatozéides de peixes ovuliparos (Gwo, 1995).

Cosson (2010) ressalta ainda que a duragcdao da motilidade dos
espermatozoides de peixes também é limitada por danos que aparecem durante a
periodo de mobilidade, resultantes de defeitos de membrana gerados pelo
estresse osmotico, bolhas citoplasméticas ou por um processo de “curling”
(enrolamento) desenvolvido na ponta do flagelo, reduzindo a eficiéncia das ondas

de propagacdo. Uma das possiveis causas deste dano no sémen é a
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contaminagao com urina no momento da extrusao (Dreanno et al, 1998; Perchec
et al, 1998).

Para a estimativa da taxa de motilidade € comumente observada a
movimentagdo dos espermatozoéides (microscopios de luz ou em contraste de
fase com aumentos variando entre 100 e 650x), logo apo6s a introducdo da
solucdo ativadora (Billard & Cosson, 1992; Billard et al., 1993; Marques &
Godinho, 2004; Sanches, 2009). Entretanto, Sanches (2009) ressalta que estas
mensuracdes tém levantando ddvidas quanto a sua validacdo, 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), na avaliacdo espermatica de peixes (Rurangwa
et al., 2001; Wilson-Leedy & Ingermann, 2007; Matos et al., 2008; Sanches,
20009).

Este novo método pode ser util no estabelecimento de padrdes de
comportamento espermatico relacionados positivamente com taxas de fertilizagdo
e qualidade das larvas de peixes, identificando quais reprodutores do plantel sdo
realmente mais eficazes, possibilitando assim a reducdo dos custos na
piscicultura (Sanches, 2009). Porém a utilizacdo dessa técnica depende de
ajustes e validacdo do método, além do custo dos equipamentos necessarios
ainda estar fora da realidade da maioria das pisciculturas nacionais.

A concentracdo ou densidade espermatica expressa a quantidade de
espermatozoides por mL de sémen e é normalmente determinada através da
contagem em camaras volumétricas, ap6s uma diluicdo conhecida do sémen em
formolcitrato (Felizardo et al., 2010). Este parametro serve como base para a
definicAo das doses inseminantes mais eficazes na fertilizacdo dos ovdcitos
visando a economia de gametas, otimizacao e selecao de matrizes (Bombardelli
et al., 2006; Shimoda et al., 2007; Sanches et al., 2009).

Em relacdo a morfologia espermatica, alteracdes na estrutura dos
espermatozoides sdo consideradas por Cosson et al. (1999) como responsaveis

pela diminuicdo da motilidade, provocando a reducéo nas taxas de fertilizagcéo,
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afetando a eficiéncia do reprodutor (Rurangwa et al., 2004). Para mamiferos, ndo
é recomendada a utilizacdo de sémen com indices de altera¢cdes morfologicas
acima de 30% para bovinos e de 20% para suinos (CBRA, 1998), Porém, para
peixes ainda ndo estdo definidos indices morfoldgicos que possam indicar até que

ponto os reprodutores sao viaveis (Sanches, 2009).

Segundo Luz et al. (2001) a producao e a qualidade seminal de peixes
teledsteos pode variar conforme o tamanho do exemplar, época e metodologia de
coleta. Outros fatores como a idade dos reprodutores (Bastardo et al., 2004),
realizacdo de coletas seminais sucessivas (Kavamoto et al., 1997), utilizagdo ou
nao terapias hormonais (Kavamoto & Fogli da Silveira, 1986; Godinho, 2007); tipo
de horménio (Streit Jr. et al., 2003; Streit Jr. et al., 2004,; Bombardelli et al.,
2006b) e a alimentacdo dos reprodutores (Sanches et al., 2006), também podem

influenciar nos parametros esperméaticos.

A composicdo bioquimica do plasma seminal varia amplamente entre
as espécies e entre individuos da mesma espécie, relacionando-se a diferentes
concentracbes de proteinas, enzimas, lipidios (Perchec et al., 1993; Lahnsteiner
et al., 1996), acucares e acidos (Piironen & Hyvarinen, 1983), e outras moléculas,
as quais dao suporte aos espermatozoides mantendo a motilidade, a viabilidade e

a capacidade para a fertilizagdo (Wojtczak et al., 2005).

Ainda s&o observados muitas lacunas de conhecimento sobre a
composicdo e as caracteristicas do plasma seminal das espécies de peixes
estudadas (Ciereszko, 2008).

Apesar da aparente evolugdo da ciéncia aplicada, falta ainda
embasamento na pesquisa basica, o que tem dificultado a interpretacdo de
resultados (Romagosa, 2008). Este fato justifica a necessidade do
desenvolvimento de estudos que tenham como objetivo a investigacdo de

aspectos basicos da biologia reprodutiva das espécies.
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Resumo

Steindachneridion parahybae é um bagre, endémico da bacia do rio Paraiba do Sul e com
biologia pouco conhecida. Sua pesca ja foi importante na década de 50, porém, com a
degradacdo da bacia hidrografica do rio Paraiba do Sul, a espécie hoje esta criticamente
ameacada de extingdo. Com o objetivo de se aproveitar ao maximo a producdo de sémen
dos escassos machos selvagens da espécie nos processos de reproducdo artificial,
fortalecendo assim o desenvolvimento de programas de conservagdo ex situ, 0 presente
estudo avaliou a producdo e as caracteristicas seminais de S. parahybae mantidos em
cativeiro, ao longo de um ciclo reprodutivo e o efeito da inducdo com Extrato de Pituitaria
de Carpa (EPC). Para tanto, entre os meses de outubro de 2009 a abril de 2010, foram
realizadas 06 coletas de sémen obtidas de 26 exemplares, divididos em dois tratamentos
(ndo induzidos e induzidos). O efeito da indugdo hormonal nos parametros seminais
avaliados ndo foi significativo (P>0,05), tendo sido obtidas as seguintes médias e erros
padrdes para os tratamentos respectivamente: volume relativo de sémen (9,39 + 1,19 ¢ 9,87
+ 1,03 mL kg™); taxa de motilidade espermatica (79,05 + 1,85 e 81,77 + 1,54%); tempo de
motilidade (38,76 + 0,74 e 39,94 + 0,80 s); concentracdo espermaética (9,24 + 0,88 € 8,75 +
0,58 x10” sptz mL™); pH do plasma seminal (7,23 + 0,06 e 7,32 + 0,05) e osmolaridade do
plasma seminal (263,21 + 2,40 e 259,46 + 3,54 mOSM kg™). Os resultados obtidos
indicaram que a espécie possui produgdo espermatica continua, poréem, variavel durante o
periodo avaliado, e que a indugdo hormonal ndo proporciona melhoras significativas nas

caracteristicas seminais da espeécie.

Palavras Chave: Sémen, propagacéo artificial, surubim do Paraiba, variacdo temporal.
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Abstract

Steindachneridion parahybae is a catfish, endemic to the Paraiba do Sul river basin and
with little known biology. It used to be important to fishing in the 50s, but with the
degradation of the Paraiba do Sul river basin, the species is currently critically threatened
with extinction. In order to make the most of the semen production of the scarce wild
males of this species in the process of artificial reproduction, supporting the development
of conservation programs ex situ, the present study assessed the production and the semen
characteristics of S. parahybae kept in captivity over one reproductive cycle and the effect
of the induction with Carp Pituitary Extract (CPE). Thus, 06 samples of semen were
collected between October 2009 and April 2010 from 26 units divided into two treatments
(non-induced and induced). The effect of hormonal induction on the seminal parameters
studied was not significant (P>0.05). The following mean values and standard deviations
were obtained for the treatments, respectively: relative volume of semen (9.39 = 1.19 and
9.87 + 1.03 mL kg™); sperm motility rate (79.05 + 1.85 and 81.77 + 1.54%); motility time
(38.76 + 0.74 and 39.94 + 0.80 s); sperm concentration (9.24 + 0.88 and 8.75 + 0.58 x10°
sptz mL™); pH of the seminal plasma (7.23 + 0.06 and 7.32 + 0.05) and osmolarity of the
seminal plasma (263.21 + 2.40 and 259.46 + 3.54 mOSM kg™). The results obtained
indicated that this species presents continuous sperm production, but variable during the
period studied, and that the hormonal induction does not provide a significant

improvement in the semen characteristics of the species.

Key Words: Semen, induced reproduction, surubim do Paraiba, temporal variation.

Introducéo

Steindachneridion parahybae é um bagre, comumente denominado surubim do
Paraiba que pode ultrapassar 60 centimetros de comprimento padrdo (Oliveira e Moraes,
1997). Endémico da bacia do rio Paraiba do Sul e com biologia pouco conhecida (Honji et
al., 2009), possui caracteristicas de espécie migratdria ocorrendo em aguas correntosas que
fluem sobre o leito rochoso (Garavello, 2005).

Entre os anos de 1950 e 1951 foi relatada a captura de S. parahybae em 10

municipios da porcéo paulista da bacia o que totalizou 1989 kg (Machado e Abreu, 1952),
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porém atualmente ndo existem registros comprovados da sua captura no estado de Séo
Paulo (MMA, 2008).

A bacia hidrografica do rio Paraiba do Sul, localizada no eixo principal de
desenvolvimento do Brasil, vem sofrendo com a degradacdo ambiental, desde os ciclos
agropecuarios (café, gado e silvicultura), passando pela industrializacdo, urbanizacéo,
exploracdo de areia e barramentos hidroelétricos (Hilsdorf e Petrere, 2002). O processo
desordenado de ocupacdo do Vale do Paraiba somado a outras atitudes equivocadas como
a introducdo do dourado, Salminus brasiliensis, espécie aloctone e de alto nivel trofico,
introduzido em 1946 (Machado e Abreu, 1952) contribuiram para a reducéo de populacgdes
nativas de peixes (Caneppele, 2007).

Este contexto explica em parte a situacdo atual de S. parahybae, que dentre as nove
espécies de peixes ameacadas na bacia do rio Paraiba do Sul, é a que apresenta a situacdo
mais critica (MMA, 2008), sendo considerada regionalmente extinta no estado de Sao
Paulo, de acordo com o livro da Fauna Ameacada de Extincdo no Estado de S&o Paulo:
Vertebrados (SMA, 2009).

Acdes desenvolvidas para a conservagdo da ictiofauna local devem envolver, dentre
outras, a reestruturacdo de habitats, o conhecimento bioldgico da espécie e a distribuicédo
genética de suas populacdes na bacia. Além disso, para programas de conservagao ex situ,
que visam a producdo de alevinos de qualidade para a introdugdo na natureza, o controle
do processo reprodutivo é fundamental.

Romagosa (2006) define como um dos principais aspectos para a intensificacdo da
producdo piscicola sustentavel, a utilizacdo da propagacdo artificial ou reproducdo
induzida. Nesse sentido, para a promoc¢do da méaxima fertilizacdo e subsequente
desenvolvimento normal do embrido, devem ser utilizados gametas masculinos e

femininos de qualidade (Bobe e Labbe, 2010). A qualidade dos espermatozoides pode ser
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avaliada por meio de caracteristicas que devem estar relacionadas as taxas de fertilizagédo
(Fogli da Silveira et al., 1988; Billard et al., 1995; Tuset et al., 2008; Galo, 2009), contudo
0s parametros relacionados a motilidade sdo comumente utilizados na determinagdo da
viabilidade espermatica (Billard e Cosson, 1992; Rurangwa et al., 2004).

As estacfes de aquicultura normalmente utilizam seus reprodutores masculinos
apenas uma vez por ciclo, estimulando-os através de terapias hormonais, utilizando
diferentes hormonios e dosagens, porém, geralmente sem a avaliacdo sistematica dos seus
efeitos. Kavamoto et al. (1997) estudando Prochilodus scrofa, ressaltaram que para a
utilizacdo racional de machos mantidos em cativeiro e destinados a reproducédo induzida, é
imprescindivel o conhecimento da capacidade de producdo do material fecundante desses
exemplares durante o periodo reprodutivo. Para espécies ameacadas a racionalidade no uso
de matrizes € ainda maior, tendo em vista a dificuldade de captura de exemplares
selvagens.

Considerando-se o estado de conservacdo do S. parahybae na natureza e o reduzido
numero de exemplares selvagens disponiveis para a manipulacdo reprodutiva em cativeiro,
a possibilidade de utilizacdo do sémen de um mesmo reprodutor mais de uma vez, em um
unico ciclo reprodutivo, abre uma nova perspectiva de producdo seminal destinada a
conservacao de material genético de alta variabilidade.

Diante disso, o objetivo do presente estudo foi avaliar a producdo e as caracteristicas
espermaticas de S. parahybae, mantidos em cativeiro, e o efeito da inducdo hormonal ao
longo de um ciclo reprodutivo.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido entre os meses de outubro de 2009 e abril de 2010, na

Estacdo de Hidrobiologia e Aquicultura de Paraibuna (S 23°24.888° W 45°35.991° e
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altitude 640 m), pertencente a Companhia Energética de Sdo Paulo — CESP, localizada no
municipio de Paraibuna — SP/BR.

Para o inicio do estudo foram selecionados 26 exemplares machos, considerados
maduros diante da constatacdo da liberacdo de sémen apos leve pressdao abdominal. Os
exemplares de S. parahybae selecionados faziam parte de um lote produzido a partir de
reprodutores selvagens em dezembro de 2003 (Caneppele et al., 2009).

Os exemplares selecionados foram pesados individualmente, marcados
eletronicamente e divididos em dois tratamentos, sendo manipulados de acordo com o0s
principios éticos estabelecidos por Van Zetphen et al. (2001). No tratamento um 13
machos (542,3 + 39,3 g) nao foram submetidos a inducdo hormonal e a coleta de sémen foi
realizada através de massagem na cavidade abdominal do peixe no sentido encéfalo-
caudal, em tubos de ensaio graduados (0,1 mL). No tratamento dois, outros 13 machos
(522,3 £ 33,6 g) foram submetidos a inducdo hormonal com Extrato de Pituitaria de Carpa
(EPC - 3,0 mg kg™), com o sémen coletado da mesma forma, ap6s um intervalo de 180
unidades térmicas acumuladas (UTA). Os exemplares submetidos aos diferentes
tratamentos foram confinados em dois tanques de alvenaria de 10 m® (2x5x1m),
separadamente, sendo mantidos sob as mesmas condicdes de alimentacdo e manejo.

Durante o periodo do experimento foram realizadas seis coletas de sémen em cada
tratamento (totalizando 156 amostras), com intervalos que variaram de 26 a 49 dias, ndo
tendo ocorrido coleta em dezembro de 2009. Durante as coletas foram verificadas as
numeracdes eletronicas e repetidas as pesagens individuais.

Os valores de pH, oxigénio dissolvido (mg L™) e temperatura da 4gua (°C) foram
registrados trés vezes por semana nos tanques, durante o periodo do experimento, com a

utilizacdo de um Multianalizador (Horiba U50).
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O volume do sémen coletado (mL) foi medido por observacao direta nos tubos de
ensaios graduados e o volume relativo (mL kg™) calculado em funcdo dos pesos dos
exemplares registrados nas coletas. Cada amostra foi mantida em caixas de isopor
contendo gelo (Marques e Godinho, 2004) durante a realizacao das analises.

As amostras foram avaliadas inicialmente em relacdo a pré-ativacdo, sendo as
contaminadas por urina, sangue ou agua descartadas (Tiersch e Green, 2011).

A motilidade espermatica (%) foi obtida por meio de andlise subjetiva dos
movimentos progressivos em intervalos de incremento de 5 em 5%. O tempo de duragédo
da motilidade (s) foi realizado considerando-se quando 50% dos espermatozdides pararam
de se movimentar (Sanches et al., 2009; Romagosa et al., 2010). Para a mensuracao foram
utilizados 5 pL de sémen, diluidos em 200 pL de solucdo ativadora (dgua dos tanques),
obtendo uma diluicdo sémen:agua de 0,025, sendo utilizados 5 pL da solucdo resultante
para a avaliagdo em um microscopio de luz ZEISS — Jenamed 2 - Germany (200 x), e para
cada amostra de sémen foram trés repeti¢bes (Sanches et al., 2009).

Para a mensuracao da concentracio espermética (sptz mL™), 10 pL de sémen de cada
amostra foram adicionados a 3000 pL de formol salino tamponado, resultando em uma
diluicdo de 1:300. A contagem de ceélulas espermaéticas foi realizada em camara
hematimétrica de Neubauer (400x) (Wirtz e Steinmann, 2006; Sanches et al., 2009).

Amostras de sémen com volumes acima de 1,5 mL foram submetidas a centrifugacao
por 30 minutos a 50 hertz em centrifuga Fanem 204 NR, para obtencdo do plasma seminal,
que foi armazenado em criotubos e congelado em nitrogénio liquido. O pH e a
osmolaridade destas amostras foram posteriormente mensuradas no Laboratorio de
Tecnologia de Sémen - Universidade Federal de Lavras — UFLA, MG com auxilio de um

pHmetro Digimed DM22 e Osmometro Semimicro osmometer K 7400 Knauer.
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Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia dos efeitos principais
(main effects ANOVA) ao nivel de 5% de significancia. Em caso de efeito, foi aplicado o
teste de comparacdo de médias de Duncan ao mesmo nivel. Os pressupostos foram
avaliados conforme Quinn e Keough (2002). O software utilizado para as analises foi o
Statistica 7.0® (Statsoft, 2005).

Resultados e Discussao

Os valores medios e os desvios padrdes dos parametros limnologicos registrados
durante o periodo do experimento nos tanques dos tratamentos foram: pH = 7,23 £ 0,59 e
7,26 + 0,57; oxigénio dissolvido = 7,33 + 0,69 e 7,65 + 0,72 mg L™; temperatura da 4gua =
21,85 + 0,77 e 21,85 * 0,80 °C, respectivamente, ndo sendo verificadas diferencas
estatisticamente significativas (P<0,05), mantendo-se dentro dos limites estabelecidos para
a aquicultura (CONAMA, 2005).

A Tabela 01 mostra que os parametros seminais avaliados ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas (P>0,05), entre os dois tratamentos.

Tabela 1
Parametros seminais observados em S. parahybae, nos dois tratamentos, durante o periodo de outubro de
2009 a abril de 2010.

Né&o Induzidos Induzidos
Parametros Média + EP n Média + EP n p
Frequéncia de machos espermiando (%) 80,77+7,88 6 82,05+13,57 6 0.8759
Volume de sémen relativo (mL kg™) 9,39+1,19 76 9,87+1,03 74 0.8257
Producdo total de sémen (mL) 28,935,223 13 27,81+3,50 13 0.8598
Concentragao espermatica (x10° sptz mL™) 9,24+0,88 67 8,75+0,58 67  0.6839
Taxa de motilidade (%) 79,05+1,85 67 81,77+1,54 67  0.2441
Tempo de motilidade (s) 38,76+0,74 67 39,94+0,80 67  0.1302
Osmolaridade do plasma seminal (MOSM kg?)  263,21+2,40 42 259,46+3,54 49  0.3541
pH do plasma seminal 7,23+0,06 42 7,32+0,05 49  0.0543

p: probabilidade obtida na analise de variancia; Valores em média + erro padrdo; n = nimero de observacdes.

Kavamoto et al. (1996) constataram efeitos altamente significativos (P<0,01) da
indugdo hormonal com Hormonio da Gonadotrofina Coriénica humana - HGC no volume

de sémen e na concentracdo espermatica do P. scrofa, quando comparadas as coletas
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realizadas antes da estimulacdo hormonal. Bombardelli et al. (2006) através da inducao
hormonal com EPC em Rhandia quelen, obtiveram volume de sémen superior (5,9 + 0,54
mL) em comparacdo aos observados por Ferreira et al. (2001) e Kavamoto e Fogli da
Silveira (1986), que registraram 0,41 mL em R. quelen e 0,8 mL em R. hilarii,
respectivamente, em exemplares coletados no ambiente natural. Streit Jr. et al. (2006)
avaliando o efeito da inducdo hormonal nas caracteristicas qualitativas do sémen de

Piaractus mesopotamicus nédo verificaram efeitos significativos (P>0,05) do processo.

Deve-se destacar que, a realizacdo da inducdo hormonal é praticada com intuito de
garantir um maior volume de sémen, facilitando sua manipulacdo em procedimentos de
reproducdo artificial (Carneiro e Mikos, 2008; Viveiro e Godinho, 2009). Porém, para que
0 processo utilizado tenha sucesso, além das diferencas especificas, o incremento na
producdo espermatica em peixes também depende do tipo de horménio utilizado e dos
intervalos necessarios para a sua efetiva acdo, sendo que outras formas de estimulacdo a

espermiacdo para S. parahybae devem ser investigadas.

Como néo foram verificadas diferengas significativas (P>0,05), entre os tratamentos,
em nenhum dos parametros analisados, para a avaliacdo temporal os 26 exemplares
estudados foram considerados como um Gnico grupo.

Desta forma foi constatada a espermiacdo do S. parahybae durante o periodo
avaliado nas condic¢des de confinamento. Entretanto, uma reducéo significativa (P<0,05)
no nimero de peixes espermiando foi observada no més de abril (Figura 01). Entre os
meses de outubro de 2009 e mar¢o de 2010, o percentual de peixes que liberaram sémen
foi de 91,54 £ 2,91%, sendo que em abril apenas 30,77 + 13,38% espermiaram, indicando
o final do periodo reprodutivo para a espécie.

Kavamoto et al. (1997) registraram a espermiacdo de P. scrofa entre 0os meses de

outubro a dezembro, tendo sido os exemplares submetidos a cinco coletas em intervalos de
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14 dias e com temperatura média de 25 °C. Os autores observaram que machos dessa
espécie podem ser utilizados até trés vezes no mesmo ciclo reprodutivo, sem a perda da
qualidade espermatica.

A amplitude do periodo de espermiacdo verificada para S. parahybae no presente
estudo (Figura 01), pode estar relacionada com a estratégia reprodutiva da espécie ou com
as médias de temperatura da agua registradas durante o experimento. Essa hipotese €
corroborada por Zaniboni-Filho et al. (2010), que, ao comparar duas localidades de cultivo
de Steindachneridion inscriptum, verificaram que em regiGes mais quentes o periodo
reprodutivo € antecipado e, aparentemente, mais curto, sendo fortemente influenciado pela
variacdo das médias de temperatura da dgua. Entretanto, sendo S. parahybae uma espécie
ainda pouco conhecida, existe a necessidade de comparacgdes entre criaces localizados em
diferentes regides, a fim de se verificar a influéncia da temperatura na determinacao do seu

periodo de espermiacao.
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Figura 01: Porcentagem de S. parahybae espermiando, observadas durante a estacdo reprodutiva. Valores

em média * erro padrdo. Letras diferentes indicam p<0,05.
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As variacOGes temporais das médias dos volumes relativos de sémen podem ser
verificadas na Figura 02A. Na primeira coleta (out/09) foram registrados os maiores
valores, ocorrendo uma queda acentuada (nov/09), recuperando sua capacidade de
espermiacdo (fev/10), seguida de um periodo de declinio (mar e abr/10), indicando reducéo
na producdo espermatica, o que corrobora em parte com informacdes preliminares do
periodo reprodutivo da espécie de novembro a margo (Caneppele et al., 2009). A variacao
do volume relativo de sémen observada entre as duas primeiras coletas provavelmente esta
relacionada ao tempo de adaptacdo dos exemplares as condi¢des experimentais.

Volumes relativos de sémen obtidos por Luz et al. (2001) em S. inscriptum variaram
de 1,60 a 9,09 mL kg™, sendo este variavel e dependente do tamanho do exemplar, época e
metodologia de coleta. Em relacdo ao tamanho, para S. parahybae, ndo foi verificada
correlacdo (P>0,05) entre o volume de sémen coletado (mL) e seus respectivos pesos. Os
volumes somados por exemplar durante as seis coletas estiveram entre 8,2 a 67 mL, com
coeficiente de variacdo de 55,44%. Kavamoto et al. (1996) também verificaram
coeficientes de variacdo do volume de sémen elevados (54,20%) estudando P. scrofa,
sugerindo a ocorréncia de variac@es individuais na capacidade de producao sémen.

A concentracdo espermatica € uma das medidas quantitativas utilizadas na pesquisa e
rotina para a avaliacdo do sémen de animais de fecundagdo interna e externa, para
maximizar o aproveitamento do material fecundante e para ter melhores resultados na
fertilizacdo (Fogli da Silveira et al., 1990), podendo também ser utilizada como forma de
avaliacdo da qualidade dos reprodutores.

Os valores observados de concentracdo espermatica de S. parahybae variaram
conforme apresentado na Figura 2B, e foram inferiores aos registrados por Luz et al.

(2001) em S. inscriptum que variaram de 19,50 a 120,15 x 10° sptz mL™.
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Figura 2: Variagoes de volume de sémen relativo (A) e concentracdo espermatica (B) do S. parahybae,

observadas durante a estagdo reprodutiva. Valores em média + erro padréo. Letras diferentes indicam p<0,05.

Estudos com Rhamdia quelen também apontaram médias superiores 50,00 + 12,00 x
10° a 66,00 + 36,00 x 10° sptz mL™ (Borges et al., 2005), 55,80 + 5,69 x 10° sptz mL™
(Fogli da Silveira et al., 1985) e 19,70 x 10° sptz mL™* (Bombardelli et al., 2006). No

entanto, os parametros quantitativos para avaliagdo espermética sdo influenciados por
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diversos fatores como, a idade dos reprodutores (Bastardo et al., 2004), coletas seminais
sucessivas (Kavamoto et al., 1997), inducdo hormonal (Kavamoto e Fogli da Silveira,
1986), horménios aplicados durante o processo de inducdo hormonal (Streit Jr. et al., 2003;
Bombardelli et al., 2006), época do ano (Borges et al., 2005) e metodologia de coleta
(Ferreira et al., 2001).

Na Figura 3A e 3B sdo observadas variagdes significativas (P<0,05) nas taxas de
motilidade e duracéo do tempo de motilidade entre as coletas.

As médias das taxas de motilidade obtidas para S. parahybae atingiram, na primeira
e terceira coletas (Figura 3A), valores proximos aos registradas para Rhamdia quelen, 88,3
+ 2,9% (Ferreira et al., 2001) e 81,90 £ 9,67% (Kavamoto e Fogli da Silveira, 1986),
porém, no restante das coletas se mantiveram abaixo dos 80%. Em relacdo ao tempo de
ativacdo (Figura 3B), considerando-se 0 momento quando 50% dos espermatozdides
perdem sua motilidade (Sanches et al., 2009; Romagosa et al., 2010), os valores se
apresentaram superiores aos encontrados para Rhamdia quelen, de 23,9+ 2,7a 26,2+ 3,4 s
(Hilbig et al., 2008) e 21,86 + 1,33 s (Witeck et al., 2011). Luz et al. (2001) avaliando o
sémem de S. inscriptum, obtiveram tempos de motilidade variando entre 37 e 75 s, porém
consideraram 0s momentos em que 0S espermatozoides cessavam totalmente seus

movimentos.
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Figura 3: Variacbes da taxa de motilidade (A) e tempo de motilidade (B) do S. parahybae, observadas

durante a estacdo reprodutiva. Valores em média + erro padrdo. Letras diferentes indicam p<0,05.

Na Figura 4 pode-se constatar que ndo ocorreram diferencas significativas (P>0,05)
nos valores médios de pH do plasma seminal do S. parahybae nas quatro primeiras coletas.
Somente a partir da quinta coleta foram identificadas diferencas (P<0,05), com 0 aumento

gradativo desses valores no final do periodo de espermiagdo. Em R. quelen foram
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observados valores de pH de 8,0 e 8,0 £ 0,3, respectivamente (Mojica, 2004; Borges et al.,
2005). Orféao et al. (2011) avaliaram sémen fresco de Brycon opalinus, criados na mesma

localidade do presente estudo, registrando valores médios de 8,3 = 0,1.
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Figura 4: Variacbes do pH do plasma seminal do S. parahybae, observadas durante a estacdo

reprodutiva. Valores em média * erro padrédo. Letras diferentes indicam p<0,05.

Os espermatozoides dos teledsteos de agua doce permanecem imdveis em solugdes
com ou sem eletrolitos, quando a osmolaridade € isotonica ao plasma seminal. Entretanto,
quando o sémen de espécies de agua doce encontra-se diluido em uma solugdo
hiposmdtica, os espermatozoides iniciam sua motilidade (Morisawa, 1994). Em teleosteos,
as osmolaridades variam em torno de 300 a 350 mOsm.kg™ em espécies de agua doce
(Morisawa e Susuki,1980) e de 249 a 414 mOsm.kg™ em espécies marinhas, podendo
variar em funcdo da familia, espécie e condi¢cdes em que se encontram (Alavi e Cosson,
2006).

As médias de osmolaridade do plasma seminal de S. parahybae ndo apresentaram
diferengas significativas (P>0,05) nas seis coletas deste estudo, com valores de 261,18 +

2,20 mOSM kg™. Para R. quelen, Mojica (2004) registrou valores médios de 300,66 mOsm
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kg™. Na mesma espécie Borges et al. (2005) néo verificaram diferencas de osmolaridade
entre 0 verdo e o inverno obtendo médias de 274 + 11,20 mOSM kg*. Em Brycon
opalinus Orfdo et al. (2011) obtiveram médias de 318 mOsm.kg™, valores estes
semelhantes aos observadas em sémen fresco de outros peixes de adgua doce (Viveiros e
Godinho, 2009).

Os valores de osmolaridade e as variacdes de pH do plasma seminal, registrados
durante o periodo de espermiacdo de S. parahybae devem contribuir no desenvolvimento
de solugbes visando 0 armazenamento a curto prazo ou a criopreservacdo do material
fecundante, tendo em vista a necessidade do equilibrio do pH e a isotonicicidade das
mesmas.

O conhecimento inédito aqui apresentado sobre a producdo e caracteristicas
espermaticas do S. parahybae contribuira para 0 manejo reprodutivo em cativeiro desta
espécie, criticamente ameacada, visando a sua conservacao.

Conclusdes

Os machos de surubim do Paraiba, nas condi¢cbes desse experimento, apresentaram
producdo espermatica continua, porém, variavel entre os meses de outubro a abril, sendo
que exemplares podem ser utilizados até seis vezes durante um mesmo ciclo reprodutivo.

A inducdo hormonal, utilizada neste estudo, ndo proporcionou melhoras
significativas na capacidade de producdo e nas caracteristicas seminais, sendo
desnecessaria nos trabalhos rotineiros de producao da espécie.
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Resumo

O objetivo foi avaliar os parametros espermaticos quali-quantitativos de Steindachneridion
parahybae e suas possiveis correlaces, foram analisadas 156 amostras de sémen fresco,
submetidas a analise de coeficiente de correlacdo de Pearson. Correlacdes significativas
(P<0,05) foram verificadas entre a porcentagem de espermatozéides normais e a taxa de
motilidade (0,3470); porcentagem de espermatozoides com uma alteracdo morfoldgica e o
tempo de motilidade (0,2524); taxa de motilidade e o tempo de motilidade (0,6055); taxa
de motilidade e a osmolaridade do plasma seminal (0,2368); tempo de motilidade e o pH
do plasma seminal (0,2706); porcentagem de espermatozOides com uma alteracdo
morfolégica e osmolaridade do plasma seminal (-0,2285); taxa de motilidade e
porcentagem de alteracBes graves em espermatozoides com mais de duas alteracbes
morfoldgicas (-0,2172); tempo de motilidade e a porcentagem de alteracdes graves em
espermatozéides com mais de duas alteragdes morfolégicas (- 0,2337); volume relativo de
sémen e a concentracdo espermatica (-0,3783). Sendo evidenciada a forte correlacdo entre
a taxa e o tempo de motilidade influenciadas pelo nimero e a gravidade das alteracdes
morfoldgicas. A osmolaridade do plasma seminal se correlacionou a taxa de motilidade e a
presenca de alteracbes morfoldgicas, sendo que o pH influenciou o tempo de motilidade.
Também ficou evidente a relacdo inversa entre o volume relativo de sémen e a
concentracdo espermatica e que o porcentual de espermatozoides normais proporcionou

um significativo aumento nas taxas de motilidade.

Palavras Chave: Caracteristicas espermaticas, alteracbes morfoldgicas, surubim do

Paraiba, machos
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Abstract

In order to assess the quali-quantitative sperm parameters of Steindachneridion parahybae
and their possible correlations, 156 samples of fresh semen were examined and submitted
to analysis of the Pearson correlation coefficient. Significant correlations (P<0.05) were
verified between the percentage of normal spermatozoa and motility rate (0.3470);
percentage of spermatozoa with one morphological change and motility time (0.2524);
motility rate and motility time (0.6055); motility rate and osmolarity of the seminal plasma
(0.2368); motility time and pH of the seminal plasma (0.2706); percentage of spermatozoa
with one morphological change and osmolarity of the seminal plasma (-0.2285); motility
rate and percentage of severe changes in spermatozoa with more than two morphological
changes (-0.2172); motility time and the percentage of severe changes in spermatozoa with
more than two morphological changes (- 0.2337); relative volume of semen and sperm
concentration (-0.3783). A strong correlation between motility rate and motility time
influenced by the number and severity of the morphological changes was observed. The
osmolarity of the seminal plasma correlated with motility rate and the presence of
morphological changes and the pH influenced motility time. The inverse relationship
between the relative volume of semen and the sperm concentration was also evident, as
well as the fact that the percentage of normal spermatozoa provided a significant increase

in the motility rates.

Key Words: Sperm characteristics, morphological changes, surubim do Paraiba, males

Introducgéo

A conservacdo de um determinado recurso biolégico aquatico exige o
conhecimento de variaveis ecoldgicas, fisioldgicas e comportamentais, importantes para
definir como uma determinada espécie sobrevive e se reproduz (Hilsdorf & Petrere, 2002).
Somado ao conhecimento destas variaveis, para o desenvolvimento de programas de
conservacao ex situ, é de fundamental importancia o controle do processo reprodutivo,
visando a producéo de alevinos de qualidade para posterior introducdo na natureza, porém
segundo Weingartner et al. (2008) os processos envolvidos na produgdo em larga escala

ainda ndo sdo dominados, necessitando de estudos que aumentem a sua eficiéncia.
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A realizacdo da investigacdo cientifica, conduzida em cativeiro com espécies
ameacadas, € imprescindivel para o entendimento dos sistemas biologicos destes animais
(Baldisserotto, 2002), sendo esta pratica cada vez mais utilizada para o desenvolvimento da
“Aquicultura de Conservagao” (Luz et al., 2001; Caneppele et al., 2009; Honji et al., 2009;
Tolussi et al., 2010).

Para Steindachneridion parahybae a ampliacdo de conhecimentos sobre a sua
biologia é de extrema importancia, tendo em vista que, dentre as nove espécies de peixes
ameacadas na bacia do rio Paraiba do Sul, ela é a que apresenta a situacdo mais critica
(MMA, 2008), sendo considerada regionalmente extinta no estado de S&o Paulo (SMA,
2009).

Um dos principais aspectos para a intensificacdo de uma producdo piscicola
sustentavel, passa pela utilizacdo da propagacdo artificial ou reproducdo induzida
(Romagosa, 2006). Nesse sentido, para a promocdo da maxima fertilizacdo e
subsequentemente desenvolvimento normal do embrido devem ser utilizados gametas
masculinos e femininos de qualidade (Bobe & Labbé, 2010; Tierch & Green, 2011). Os
espermatozdides podem ser avaliados por meio de caracteristicas relacionadas as taxas de
fertilizacdo (Fogli da Silveira et al., 1988; Tuset et al., 2008; Galo et al., 2009).

A qualidade do sémen pode ser avaliada por parametros como a motilidade
espermatica progressiva, 0 vigor espermatico, pH, a concentracdo de espermatozoides e
morfologia espermatica. Dentre estes, a motilidade espermaética é um fator preponderante
para qualidade do sémen (Cosson et al., 1999; Tierch & Green, 2011), sendo influenciada
pela presenca de alteragcbes morfologicas nas células espermaticas, podendo provocar a

reducdo nas taxas de fertilizagédo (Galo et al, 2009; Cosson, 2010).
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Raras séo as investigacOes sobre as correlagdes entre 0s parametros espermaticos,
sendo que quando observadas, normalmente estdo relacionadas ao volume, concentracdo e
taxas de fertilizagdo (Viveiros & Godinho, 2009; Orféao et al, 2011).

Neste sentido objetivou-se no presente estudo avaliar os parametros quali-
quantitativas do sémen fresco de Steindachneridion parahybae, e suas possiveis
correlacdes.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido entre os meses de outubro de 2009 e abril de 2010, na
Estacdo de Hidrobiologia e Aquicultura de Paraibuna (S 23°24.888° W 45°35.991° e
altitude 640 m), pertencente a Companhia Energética de Sdo Paulo — CESP, localizada no
municipio de Paraibuna — SP/BR.

Para o inicio do estudo, 26 exemplares machos foram selecionados de um lote de S.
parahybae, produzido em dezembro de 2003 a partir de reprodutores selvagens (Caneppele
et al., 2009). A constatacdo da liberacdo de sémen apds leve pressdo da cavidade
abdominal foi utilizada na confirmacéo de que os exemplares se encontravam maduros.

Os exemplares foram pesados individualmente, marcados eletronicamente e
estocados em dois tanques de 10 m® (2x5x1m), ficando cada um com 13 animais, mantidos
sob as mesmas condicGes de alimentacdo e manejo.

Durante o periodo experimental, foram submetidos a seis coletas de sémen,
realizadas através de massagem na cavidade abdominal do peixe no sentido encéfalo-
caudal, em tubos de ensaio graduados (0,1 mL). Um dos grupos foi submetido a inducéo
hormonal com Extrato de Pituitaria de Carpa (EPC - 3,0 mg kg™) e o outro ndo foi
submetido a inducdo. A manipulacdo foi realizada de acordo com os principios éticos
estabelecidos por VVan Zetphen et al. (2001). Porém, para a realizacao deste estudo os 26

exemplares estudados foram considerados como um Unico grupo.
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Os valores de pH, oxigénio dissolvido (mg L™) e temperatura da agua (°C) foram
registrados trés vezes por semana nos tanques dos dois grupos, com a utilizacdo de um
Multianalizador marca Horiba mod. U50, Japao.

O volume de sémen coletado (mL) foi medido por observacdo direta em tubos de
ensaios graduados e o volume relativo (mL kg™?), calculado em funcdo dos pesos dos
exemplares registrados a cada coleta. Cada amostra foi mantida em caixas de isopor
contendo gelo (Marques & Godinho, 2004).

Antes do inicio das analises, as amostras foram avaliadas em relacdo a coloracdo e
pré-ativacdo, sendo descartadas as amostras contaminadas por urina, sangue ou agua
(Tiersch & Green, 2011).

Os parametros avaliados foram a motilidade espermatica (%), o tempo de duracdo
da motilidade (s), a concentragdo espermatica (sptz mL™), osmolaridade (mOSM Kg™), pH
do plasma seminal e avaliacdo de alteraces morfologicas.

A motilidade espermatica (%) foi obtida por meio de analise subjetiva dos
movimentos progressivos em intervalos de incremento de 5 em 5%. O tempo de duracao
da motilidade (s) foi realizado considerando-se quando 50% dos espermatozdides pararam
de se movimentar conforme descrito por Sanches et al. (2009) e Romagosa et al. (2010).
Para a mensuracdo foram utilizados 5 pL de sémen, diluidos em 200 pL de solucdo
ativadora (agua dos tanques), obtendo uma diluicdo sémen:éagua de 0,025, sendo utilizados
5 uL da solugédo resultante para a avaliagdo em um microscopio de luz ZEISS — Jenamed 2
- Germany (200 x). Para cada amostra de sémen as analises foram realizadas em triplicata
(Sanches et al., 2009).

Para a mensuracdo da concentracdo espermatica (sptz mL™), 10 uL de sémen de

cada amostra foram adicionados a 3000 uL de formol salino tamponado, resultando em
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uma diluicdo de 1:300. A contagem de células espermaticas foi realizada em camara
hematimétrica de Neubauer (400x) (Wirtz & Steinmann, 2006; Sanches et al., 2011).

Da mesma diluicdo utilizada para concentracdo espermatica retirou-se uma aliquota
de 500 pL na qual se adicionou 10 pL do corante Rosa de Bengala. Apds leve agitacgéo,
retirou-se uma goticula de 10 pL que foi adicionada sobre uma lamina de vidro deixando-a
escorrer e secar ao ar livre. ApOs a secagem, avaliou-se um numero minimo de 200
espermatozdides de cada exemplar em microscépio de luz ZEISS — Jenamed 2 - Germany
(500 x). Os espermatozdides normais ou com a presenca de alteragdes morfologicas

(defeituosos) foram classificados seguindo a sequéncia apresentada na figura 1.

/Classificagéo: N

[ NORMAIS ] ou [DEFEITUOSOSJ

0

UMAALTERACAO MAIS QUE UMA ALTERAGAO
MORFOLOGICA MORFOLOGICA

U U

[GRA\/ES ]ou[ LEVES ] [GRAVES ]OU[ LEVES ]

- /

Figura 1. Sequéncia de classificacdo dos espermatozoides.

A classificacdo das alteracbes morfologicas dos espermatozdides foi adaptada de
Streit Jr et al. (2006), sendo que as consideradas graves foram: cauda quebrada, enrolada,
degenerada, curta, abaxial, bifurcada, trifurcada e corrugada, duas caudas, duas cabecas,
cabeca delgada, requitiforme e periforme, microcefalia, macrocefalia e edema de colo. As
alteracdes morfoldgicas consideradas leves foram: cauda dobrada nas porcdes inicial ou
final, gota proximal ou distal, cabeca ou cauda solta.

Amostras de sémen com volumes acima de 1,5 mL foram submetidas a
centrifugacdo por 30 minutos a 50 Hertz, para obtengcdo do plasma seminal, que foi
armazenado em criotubos e congelado em nitrogénio liquido. O pH e a osmolaridade

destas amostras foram posteriormente mensuradas no Laboratério de Tecnologia de Sémen
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- Universidade Federal de Lavras — UFLA, MG (pHmetro digimed — DM22 e osmbémetro
semimicro osmometer K7400 — Knauer.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de estatistica descritiva e
posteriormente de correlacdo linear de Pearson ao nivel de 5% de significancia. O software
utilizado para as analises foi o Statistica 7.0® (Statsoft, 2005).

Resultados e Discussao

Os valores médios verificados para o peso total, caracteristicas quantitativas e
qualitativas do sémen fresco, osmolaridade e pH do plasma seminal de S. parahybae estéo
apresentados na Tabela 2.

Tabela 1
Valores médios do peso total, parametros quali-quantitativos do sémen fresco,

osmolaridade e pH do plasma seminal de S. parahybae.

Parametros n Média DP Minimo Méximo
PESO 156 501,06 119,18 270,00 965,00
EN 133 66,95 13,44 20,00 86,89
UAM 133 92,82 5,84 71,28 100,00
GUAM 133 34,96 16,38 6,20 90,74
DAM 133 7,18 5,84 0,00 28,72
GDAM 126 69,33 16,78 50,00 100,00
VREL 150 9,63 9,60 0,00 60,67
%MOT 134 80,41 13,95 36,67 100,00
TMOT 134 39,35 6,35 25,93 54,31
CSPZ (x10%) 134 9,00 6,10 0,95 37,76
OSM 91 261,20 21,02 204,00 325,00
pH 91 7,28 0,36 6,67 8,31

PESO (g); EN — Espermatozdides normais (%); UAM — Espermatozdides com uma alteragdo morfologica (%); GUAM —
Alteracdes graves em espermatozoides com uma alteragdo morfoldgica (%); DAM — Espermatozdides com mais de uma
alteragdo morfoldgica (%); GDAM - AlteracOes graves em espermatozoides com mais de uma alteragdo morfolégica (%);
VREL — Volume relativo de sémen (ml Kgl); %MOT — Taxa de motilidade (%); TMOT — Tempo de motilidade (s);
CSPZ — Concentracio espermatica (espermatozéides ml™); OSM — Osmolaridade do plasma seminal (mOSM Kg™); pH —
pH do plasma seminal.

Os valores médios dos parametros avaliados durante este estudo estdo na sua

maioria dentro dos esperados para espécies tropicais (Viveiros e Godinho, 2009). Porém a
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porcentagem média de espermatozdides que apresentaram alteraces morfoldgicas é
bastante expressiva.

Conforme Kavamoto et al. (1999), o estudo morfoldgico das células espermaéticas e
sua relacdo com a infertilidade dos machos alcancaram maior importancia com o advento
da inseminacdo artificial em mamiferos, especialmente na espécie bovina. Assim, foram
realizados pesquisas a fim de se evitar a expansdo de doencas decorrentes de
anormalidades espermaticas, responsaveis pelo baixo indice de fertilidade (Blom, 1973 ;
Barth & Oko, 1989).

O Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal recomenda ndo utilizar, na
inseminacao artificial, sémen com indices de espermatozoides com anormalidade acima de
30%, em bovinos e eqlinos, e de 20%, em ovinos e suinos (CBRA, 1998). No entanto,
para especies icticas ainda ndo estao definidos tais limites.

Kavamoto et al. (1999) estudando alteraces morfologicas presentes no sémen de
Prochilodus lineatus apds inducdo hormonal com Hormonio da Gonadotrofina Coridnica
(HCG) observaram médias de 9,54% de espermatozoides com alteracGes morfoldgicas. No
entanto, Moraes et al. (2004) comparando o efeito de inducdo hormonal com diferentes
extratos de hipofise (carpa, frango e coelho) na morfologia espermatica de Leporinus
macrocephalus, Prochilodus lineatus e Cyprinus carpio, obtiveram médias que variaram
entre 68,8 a 35,8% de espermatozdides com alteragdes morfologicas. Da mesma forma
Streit Jr et al. (2006) avaliando o efeito da inducdo hormonal com EPC na morfologia
espermatica de Piaractus mesopotamicus verificaram medias de 41,8% para os exemplares
induzidos e de 37,4% para os ndo induzidos, sem diferencas significativas entre 0s
tratamentos.

Do valor médio de 33,05% de espermatozoides com alteragcdes morfologicas obtido

para S. parahybae no presente estudo, destaca-se que 92,82% do total apresentavam apenas
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uma alteracdo, sendo que destas 34,96% foram classificadas como graves. Ja nos
espermatozdides que apresentaram mais de uma alteracdo morfologica (7,18%) a
porcentagem de alteracGes classificadas como graves sobe para 69,33%. Segundo Bart &
Oko (1989) em mamiferos as alteracdes morfologicas primarias (graves) originan-se,
dentre outros fatores, de idade avancada, de doencas infecciosas ou genéticas, da
consanguinidade e do estresse dos reprodutores. Para S. parahybae, a pressdo ambiental
exercida sobre as suas populacbes naturais podem ter influenciado a fisiologia destes
animais refletindo na qualidade espermatica da espécie.

Na Tabela 2 sdo apresentadas as correlacbes de Pearson entre 0s parametros
avaliados, sendo sublinhadas as significativas ao nivel de confianca de 95%.

Tabela 2
Coeficientes de correlacGes lineares de Pearson entre peso e as caracteristicas seminais de

S. parahybae.

PESO EN UAM GUAM GDAM VREL %MOT TMOT  CSPZ OSM pH

PESO 1,0000

EN -0,0584  1,0000

UAM 0,0407  0,0029  1,0000

GUAM 0,0140 0,0332 0,0295  1,0000

GDAM 0,0676 -0,1009 -0,2087 -0,0828  1,0000

VREL -0,1366 -0,0277 0,0261 -0,0317 0,0313  1,0000

%MOT 0,1288 03470 01664 -0,0324 -0,2172 0,0742  1,0000

TMOT 0,106 01431 02524 00733 -02337 10,1303 0,6055 1,0000

CSPZ -0,1092 0,0671 00570 0,1946 -0,1046 -0,3783 0,1031 0,0382  1,0000

OSM -0,0119 0,0153 -0,2285 0,1087 -0,1568 0,0580 0,2368 0,0870  0,1493  1,0000
pH 0,0000 0,076 01071 0,0216 -0,0074 -0,1675 0,0579 02706 -0,0759 0,0638  1,0000
P<0,05.

PESO - peso dos reprodutores (g); EN — Espermatozéides normais (%); UAM — Espermatozéides com uma
alteracdo morfoldgica (%); GUAM — AlteracBes graves em espermatozdides com uma alteracdo morfoldgica
(%); GDAM - Alteracdes graves em espermatozéides com mais de uma alteracdo morfolégica (%); VREL —
Volume relativo de sémen (ml Kg™); %MOT — Taxa de motilidade (%); TMOT — Tempo de motilidade (s);
CSPZ — Concentracdo espermatica (espermatozéides ml™); OSM — Osmolaridade do plasma seminal (MOSM
Kg™); pH — pH do plasma seminal.

Os valores do peso, verificados nos exemplares avaliados, ndo apresentaram
correlagdo significativa (P>0,05) com nenhum dos demais parametros espermaticos

investigados.
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Para bovinos correlacdes positivas entre o peso dos animais e a motilidade
espermatica volume ejaculado e idade dos animais foram observadas por Salvador et al.
(2008), no presente estudo estas correlaces ndo foram identificadas possivelmente por se
tratar de um lote Unico de reprodutores de mesma idade e pouca variacdo deste parametro.

Entre os parametros qualitativos, nimero (uma ou duas) e tipo (leves ou graves) de
alteracdes morfologicas, também ndo foram observadas correlacdes significativas (P>0,05)
(Tabela 2), mostrando que as alteracdes morfoldgicas provavelmente estejam relacionadas
com outros fatores intrinsecos ou ambientais. Para Bromage (1995), dentre outros fatores,
a qualidade da alimentacdo dos reprodutores, condicdes ambientais, estresse causado na
captura, manejo de inducdo, caracteristicas genéticas e o estadio de maturacdo podem
influenciar os indices reprodutivos, sendo que conforme Romagosa (2008) salienta, o
desenvolvimento gonadal € governado pelo balanco dos fatores genéticos e ambientais.

O volume relativo de sémen e a concentracdo espermatica apresentaram correlacéo
negativa (- 0,3783), sendo inversamente influenciados, entretanto, com relacdo aos demais
parametros avaliados ndo foram observadas outras correlagdes significativas com o volume
relativo e a concentracdo espermatica da espécie (Tabela 2). Esses resultados sugerem que,
qguanto maior a liberacdo de sémen dos exemplares de S. parahybae, menor sera a
concentracdo espermatica. Além disso, no decorrer do experimento foi observado
subjetivamente que a coloracdo também é um aspecto importante com rela¢do ao volume e
a concentracao, pois quanto mais branco o aspecto do sémen, menor o volume e maior a
sua concentracdo espermatica, sendo que quando os volumes eram maiores e as
concentragcfes menores 0 sémen se apresentava mais transparente.

Estes resultados podem ser aplicados na pratica em laboratorios de reproducao,
onde na maioria das vezes a mensurac¢ao da concentracdo espermatica ndo e realizada por

falta de equipamentos e/ou mao de obra qualificada (Sanches et al., 2011), além disso,
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constitui indicativo para o estabelecimento da dose inseminante adequada para a espécie
nas rotinas de inducdo (Bombardelli et al., 2006; Sanches et al., 2009)

Orféo et al. (2011) também observaram correlacdo negativa entre o volume e
concentracdo espermatica em Brycon opalinus. A relacdo entre a concentragdo espermatica
e o volume de sémen é frequentemente relatada em peixes quando comparados antes e
apos tratamento hormonal, pois o horménio normalmente estimula a producéo de fluido
seminal, provocando a diluicdo do sémen (Viveiros & Godinho, 2009).

A taxa de motilidade apresentou correlacdo positiva (0,6055) com o tempo de
motilidade, significando uma maior duracdo da motilidade quando verificadas taxas de
motilidade mais elevadas. Para Stoss (1983) e Cosson et al. (1999), o tempo de vida dos
espermatozdides, apresenta variacdo entre as espécies de peixes e coincide, geralmente,
com o periodo de fertilizacdo dos ovdcitos. Porém, a correlacdo encontrada entre estes
parametros nesse estudo, sugere que outros fatores como as diferentes reservas de energia
(ATP) nas células espermaticas, problemas na morfologia dos espermatozoides e ou
modificacdes provocadas pelo estresse quimico, podem estar atuando sobre as taxas de
motilidade e o tempo de motilidade de maneira similar. Conforme salienta Cosson (2010) a
duracdo da motilidade dos espermatozoides de peixes também € limitada por danos que
aparecem durante a ativacdo, resultantes de defeitos de membrana, gerados pelo estresse
osmatico, provocando o surgimento de bolhas citoplasmaticas que emergem em diferentes
lugares ao longo do comprimento flagelar ou um processo de “curling” (enrolamento)
desenvolvido na ponta do flagelo, o que obviamente reduz, em parte, a eficiéncia na
propagacao das ondas ao longo do flagelo. Tal observacao deve afetar ndo apenas o tempo
de duracdo mas também as taxas de motilidade, podendo sugerir uma explicagdo para a

forte correlagédo verificada no presente estudo.
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Outro parametro que apresentou correlagdo positiva com o tempo de motilidade (s)
foi o pH do plasma seminal (0,2706), indicando que quanto maior o pH do plasma maior
foi o tempo em que os espermatozdides permaneceram moveis. Neste sentido, ja foram
verificadas que condicdes alcalinas podem aumentar a percentagem de células moveis e a
capacidade de fertilizacdo dos espermatozdides de salmonideos (Billard, 1981),
influenciando o comportamento da motilidade (Boitano & Omoto, 1992).

A osmolaridade do plasma seminal apresentou correlacdo positiva com as taxas de
motilidade (0,2368), e negativa com o percentual de espermatozoides que apresentaram
uma alteracdo morfologica (-0,2285). Porém, Babiak et al. (2006) relacionaram a
degeneracdo dos espermatozoides de Hippoglossus hippoglossus (espécie marinha) com o
aumento da osmolaridade do plasma seminal. Entretanto em espécies de agua doce este
efeito pode ser inverso, conforme observado nesse estudo, 0 que devera ser investigado em
outras espécies, buscando indicativos da viabilidade do sémen.

O aumento do percentual de alteraces morfoldgicas graves em espermatozoides
com mais de uma alteracdo se correlacionou negativamente com o tempo e taxa de
motilidade -0,2337 e -0,2172, respectivamente, tendo sido verificada correlacdo positiva
entre o percentual de espermatozdides normais e as taxas de motilidade (0,3470). Tais
resultados sdo corroborados por Cosson et al., (1999) que consideraram as anormalidades
morfolégicas das células espermaticas como responsaveis pela diminui¢cdo na motilidade
espermatica, provocando a reducdo nos valores das taxas de fertilizacéo.

Os resultados apresentados demonstram indicativos relacionados a perda de
viabilidade espermatica, porém, outros estudos deverdo ser realizados com o intuito de
verificar os efeitos destes parametros sobre a capacidade de fertilizacdo de ovocitos de S.

parahybae.
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Conclustes

Para S. parahybae, sob as condi¢bes experimentais, o tempo de motilidade
apresentou correlacdo positiva com a taxa de motilidade. Esses parametros foram
influenciados negativamente pelo numero e gravidade das alteragdes morfoldgicas
presentes nos espermatozoides, sendo que 0 aumento na porcentagem de espermatozoides
normais proporciona uma significativa elevacdo nas taxas de motilidade. Também foi
evidenciada a relacdo inversa entre o volume relativo de sémen e a concentracdo
espermatica.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Levando-se em conta o avanco tecnologico do método computacional
cada vez mais presente na caracterizacdo espermatica de peixes no Brasil,
sugerimos que os resultados aqui apresentados sejam corroborados futuramente
através desta técnica. Outro fator imprescindivel, para a utilizacdo plena dos
conhecimentos obtidos durante a realizacdo deste estudo, principalmente no que
tange a producédo de sémen ao longo do ciclo reprodutivo, é o estabelecimento de
experimentos de fertilizagéo, para verificacdo de correlagbes entre os parametros
analisados e o efetivo cumprimento das fun¢des dos gametas masculinos, como
altas taxas de fecundacéo e producéo de larvas de qualidade, contribuindo para a

conservagao de Steindachneridion parahybae.
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