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Tu que habitas sob a protecéo do Altissimo, que moras & sombra do Onipotente,
2dize ao Senhor: Sois meu refugio e minha cidadela, meu Deus, em que eu confio.

3E ele quem te livrara do laco do cacador, e da peste perniciosa.

“Ele te cobrird com suas plumas, sob suas asas encontraras refigio. Sua fidelidade te

serd um escudo de protecao.
>Tu n3o temeras os terrores noturnos, nem a flecha que voa a luz do dia,
®nem a peste que se propaga nas trevas, nem o mal que grassa ao meio-dia.
"Caiam mil homens a tua esquerda e dez mil & tua direita, tu nfo seras atingido.
8Porém veras com teus préprios olhos, contemplarés o castigo dos pecadores,
°porque o Senhor é teu refligio. Escolheste, por asilo, o Altissimo.
“Nenhum mal te atingird, nenhum flagelo chegara a tua tenda,
“porque aos seus anjos ele mandou que te guardem em todos os teus caminhos.
’Eles te sustentardo em suas maos, para que néo tropeces em alguma pedra.
3Sobre serpente e vibora andaras, calcaras aos pés o ledo e o dragio.

“Pois quem se uniu a mim, eu o livrarei; e o protegerei, pois conhece o meu nome.

*Quando me invocar, eu o atenderei; na tribulagéo estarei com ele. Hei de livra-lo e o

cobrirei de gloria.

'®Sera favorecido de longos dias, e mostrar-lhe-ei a minha salvagao.

Salmo 90 (Salmo de Confianga)
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi de adaptar metodologias de andlises espermaticas e
aprimorar o processo de fertilizacdo artificial e condicbes de estocagem de
gametas de surubim-do-paraiba, Steindachneridion parahybae: espécie de peixe
criticamente ameacada de extingdo. Para tanto, foram realizados quatro ensaios
experimentais: (1) validacdo de método e avaliacdo dos parametros espermaticos
por meio de software livre. (2) determinacdo da dose inseminante e volume de
agua empregados na fertilizacao artificial; (3) estocagem de ovocitos in natura em
quatro temperaturas ao longo de 355 minutos; (4) estocagem do sémen in natura
em quatro temperaturas ao longo 112h. Observou-se que o0 método de analise
espermatica utilizando o software de cédigo aberto ImageJ/plugin CASA é uma
ferramenta eficiente, exata, objetiva e barata, além de possibilitar uma nova
perspectiva de analises em peixes nativos. As configuracdes estabelecidas no
presente trabalho poderdo servir de base para novos trabalhos relacionados as
analises espermaticas do surubim-do-paraiba, bem como de outras espécies.
Verificou-se que a quantidade de espermatozoides e o volume de agua interferem
diretamente no procedimento de fertilizacao artificial, com melhores resultados na
utilizacéio de 5,5x10° espermatozéides ovécito™ e 1,0mL de agua g* de ovécitos.
Foi observado que a estocagem de ovdcitos e sémen de forma in natura ndo é
recomendada em ambientes com temperaturas superiores a 25°C e inferiores a
15°C. Temperaturas intermediarias (15-25°C) possibilitam melhores condicdes e
prolongam a qualidade dos gametas, entretanto, recomenda-se em
procedimentos de fertilizac&o artificial da espécie, a coleta do sémen antes que 0s
ovocitos. Os resultados obtidos no presente trabalho além de proporcionarem
aumento das taxas de fertilizacdo e eclosédo, também permitem a otimizacdo dos
gametas pela utilizagdo de forma controlada, e permitem utilizad-los com
qualidades satisfatorias por mais tempo apés a coleta. Além disso, servirdo de
base para futuras pesquisas, contribuindo para o desenvolvimento de novas

estratégias biotecnoldgicas aplicadas a conservacao do S. parahybae.

Palavras-Chave: espermatozéides, fertilizacdo artificial, ovocitos, reproducédo de

peixes, sémen, surubim
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ABSTRACT

The aim was to adapt methodologies of sperm analysis and to improve the
artificial fertilization process and gamete storage conditions of surubim-of-paraiba,
Steindachneridion parahybae: critically endangered fish species. So that, four
experimental tests were performed: (1) validation of method and evaluation of
sperm parameters using free software. (2) determination of the inseminating dose
and water volume used in artificial fertilization, (3) storage of fresh oocytes into
four temperatures over 355 minutes, (4) storage of fresh semen into four
temperatures over 112h. It was observed that the sperm analysis method using
open source software ImageJ/plugin CASA is an effective tool, accurate, objective
and inexpensive, besides enables a new perspective of the analysis on the native
fish. The settings established in this study could serve as a basis for further work
related at sperm analysis of surubim-do-paraiba and other species. It was found
that sperm quantity and water volume interfere directly in the procedure of artificial
fertilization, with improved results on usage of 5.5x10° spermatozoa oocyte™ and
1.0 ml of water g™ of oocyte. It was observed that the fresh oocytes and sperm
storage is not recommended in environments with temperatures above 25°C and
below 15°C. Intermediate temperatures (15-25°C) enable better results and
prolong the gametes quality, however, it is recommended in the artificial
fertilization procedures the semen collection before the oocytes. The results
obtained in this study providing increased rates of fertilization and hatching,
besides to allow gametes optimization through of the utilization of controlled
manner, and with satisfactory quality for more time after collection. Besides, these
results provide a basis for future research, contributing to the development of new

biotech strategic applied to conservation of S. parahybae.

Key-words: artificial fertilization, catfish, fish reproduction, oocytes, semen,

spermatozoa
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1) INTRODUCAO

O surubim-do-Paraiba, Steindachneridion parahybae (Siluriformes:
Pimelodidae) € um bagre cinza com pintas escuras ao longo do corpo (Anexol-A),
endémico da bacia do rio Paraiba do Sul inserida em trés Estados, Rio de
Janeiro, Minas Gerais e Sao Paulo (Garavello 2005), e vem sofrendo exploracdes
desordenadas, desde a década de 50 onde foram capturadas aproximadamente
2.000kg.ano™ (Machado & Abreu 1952). Atualmente esta espécie encontra-se na
lista do livro vermelho da fauna brasileira ameacada de extingdo (MMA 2008) e é
definida como umas das espécies que estd em estado critico de extincdo (IBGE
2009), sendo considerada regionalmente extinta no Estado de Sao Paulo (Hilsdorf
& Petrere Jr 2002). Atualmente poucos reprodutores nativos sdo capturados e o

estoque de animais nativos mantidos em cativeiro é limitada (Caneppele, 2011).

Caneppele et al. (2009) realizaram a reproducao artificial do surubim-do-
Paraiba por meio de agentes indutores, sendo empregada a fertilizacao artificial a
“seco” (lhering 1937) que consiste na liberacdo dos gametas (por meio de
extrusao), homogeneizacdo na auséncia de agua e adicdo de agua somente no
momento da ativacao dos espermatozoéides e, a seguir, fertilizacdo dos ovécitos.
Caneppele et al. (2009) observaram ovulacao no periodo de 250 horas-grau, com
repostas satisfatorias (85% ovacitos fertilizados). Caneppele (2011) verificou que
os machos apresentam liberagcdo constante de sémen ao longo da estacdo
reprodutiva (out-mar) e com qualidades satisfatérias para o procedimento de
reproducdo artificial da espécie. Estes resultados vém sendo utilizados em
programas de recuperacédo da ictiofauna local e servem de base para futuros
estudos de conservacdo da biodiversidade genética em programas de
criopreservacdo (Honji et al. 2009). Entretanto, para o estabelecimento de
estratégias de preservacao e reconstituicdo da espécie, estudos refinados sobre
biologia e biotécnicas reprodutivas em cativeiro, caracterizacdo de gametas e
padronizacao de protocolos durante o processo de fertilizagéo artificial devem ser

realizados.

Um dos principais aspectos para a intensificacdo da producéo piscicola,

acompanhada da sustentabilidade tanto econémica como ambiental, € a utilizacdo
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da propagacao artificial ou reproducdo induzida (Romagosa, 2006). Para tal,
devem-se utilizar gametas de qualidade promovendo maxima fertilizacdo e
subsequente desenvolvimento normal do embrido (Bobe & Labbe 2010;
Romagosa et al. 2010). Uma das formas de se determinar o potencial de
desenvolvimento é estima-lo por meio de medidas/estimativas diretas (tamanho,
fertilizagéo, ecloséo, percentual de larvas normais)(Brooks et al. 1997; Sanches et
al. 2009; Bobe & Labbe 2010).

Dentre os parametros citados, a estimativa das taxas de fertilizagdo vem
sendo uma das mais empregadas como indicativo da qualidade dos ovdcitos.
Entretanto, parametros fisicos e quimicos da agua, procedimentos de fertilizacédo
e incubacao dos ovos podem ser controladas favorecendo condi¢des propicias no
desenvolvimento dos mesmos (Brooks et al. 1997; Chereguini et al. 1999; Bobe &
Labbe 2010; Coward et al. 2002). Todavia, além das taxas de fertilizacéo,
parametros de qualidade espermética, tais como, taxas de motilidade, taxas de
sobrevivéncia, velocidades e anormalidades morfologicas (Fogli da Silveira et al.
1988; Billard & Cosson 1992; Billard et al. 1995; Ravinder et al. 1997; Rurangwa
et al. 2004; Tuset et al. 2008) também sdo empregadas.

Métodos subjetivos tém sido utilizados para avaliar a qualidade do sémen
dos peixes, dentre eles, a motilidade espermética progressiva e 0 vigor
espermatico (Sanches et al., 2009; Viveiros et al., 2010; Weingartner, 2010).
Estas mensuragfes tém levantado davidas referentes a sua validacao, pois, por
dependerem de critérios subjetivos, apresentam variacées dos valores obtidos.
Recentemente, por meio de softwares especificos, vem-se utilizando programas
computadorizados tais como, computer assisted sperm analysis (CASA), método
que consiste na determinacdo dos padrbes de movimentacdo espermatica
(Ravinder et al. 1997; Sanches et al. 2010a; Wilson-Leedy & Ingermann 2007).

As avaliacbes da movimentacdo espermatica por métodos
computadorizados apresentam vantagens por oferecerem resultados confiaveis.
Entretanto, para estes métodos serem eficientes sdo necessarios conhecimentos
basicos sobre configuracbes e parametros utilizados nas analises, tais como taxa
de frames, tempo de video e instante da avaliacdo. Além disso, programas

necessitam de padronizagdo especial para cada espécie de peixe, como é o0 caso
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da utilizac&do do software livre ImageJd/plugin CASA (Sanches et al. 2010a; Wilson-
Leedy & Ingermann 2007).

Estes parametros sdo empregados em diversos estudos com peixes de
agua doce, como por exemplo, na estimativa da viabilidade de gametas
estocados em condi¢cBes adversas. Baseado na hipotese de que os ovocitos e 0
sémen da ictiofauna nativa do continente sul-americano podem perder a
viabilidade ao longo do tempo (Viveiros & Godinho 2009; Sanches et al. 2011b;
Sanches et al. 2011c) recomenda-se a rapida homogeneizacdo dos gametas
(fertilizag&o artificial, por extrusdo). Neste sentido, conhecer os mecanismos de
perda de viabilidade e ampliar métodos que garantam a longevidade dos gametas
apontam para a otimizacdo do uso dos reprodutores e técnicas de propagacao
artificial de peixes (Rana 1995; Babin et al. 2007; Fornari et al. 2011;).

Segundo Suquet et al., (1999), Rizzo et al., (2003) e Viveiros et al., (2010a)
a conservacao dos gametas tem sido realizada, a curto prazo (temperaturas
préximas a zero), utilizando-se ou nao diluentes, garantindo assim, sua viabilidade
por horas ou dias. Uma das vantagens no emprego dessa técnica é aproveitar 0s
gametas ao maximo em ocasiées em que ocorre assincronismo dos reprodutores
principalmente, quando se utiliza de terapias hormonais (Rana 1995; Marques &
Godinho 2004). Outra vantagem em determinadas espécies é por ndo necessitar
de solucdes crioprotetoras no resfriamento em temperaturas de refrigeracao (1-
15°C), facilitando a eficiéncia do manejo reprodutivo e, principalmente, por se
tratar de um procedimento de custos reduzidos (Sanches et al. 2011b; Sanches et
al. 2011c¢).
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2) REVISAO DE LITERATURA

2.1) Steindachneridion parahybae: Caracteristicas da espécie

2.1.1) Classificacdo taxonémica e distribui¢cdo geogréfica

O surubim-do-Paraiba, Steindachneridion parahybae (Steindachner, 1877)
€ um bagre (peixe de couro sem escamas) cinza, com manchas pretas
espalhadas ao longo do corpo (Figura 1). De acordo com Garavello (2005) foi
classificado por Steindachner (1877), chamado inicialmente de Platystoma
parahybae e, posteriormente renomeado por Eignenmann e Eignenmann em

1888, para Steindachneridion parahybae (Garavello 2005).

Reino: Animalia;
Filo: Chordata,;
Classe: Actinopterygii;
Ordem: Siluriformes;
Familia: Pimelodidae;
Género: Steindachneridion;
Espécie: Steindachneridion parahybae

Figura 1. Fémea de surubim-do-paraiba, Steindachneridion parahybae com 52cm
de comprimento total (Honji 2011).

De acordo com Garavello (2005) atualmente existem seis espécies de
bagres pertencentes ao género Steindachneridion classificadas como endémicas,
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ou seja, area de ocorréncia delimitada na mesma bacia hidrogréafica. Além do S.
parahybae também sdo encontradas as espécies S. punctatum e S. scriptum
nomeados por Miranda Ribeiro, em 1918, com ocorréncia nas bacias
hidrograficas dos rios Uruguai e Alto Rio Parana. O S. ambryurum e o S.
doceanum nomeados por Engeinmann e Engeinmann, em 1889, de ocorréncia
nos rios Jequitinhonha e Doce, respectivamente. A espécie mais recente,
revisada por Garavello (2005) o S. melanodermatum nativo da bacia do Rio

Iguacu.

A espécie S. parahybae é definida de grande porte, com comprimento
padrdo podendo ultrapassar 60cm, com habito alimentar carnivoro, com dietas a
base de peixes e crustaceos possuindo habitos noturnos (Oliveira & Moraes Jr
1997). Entretanto, apresenta biologia pouco conhecida (Honji et al. 2009),
principalmente pelas dificuldades de ser capturado em ambientes naturais (PAN
2011).

E uma espécie endémica da bacia do rio Paraiba do Sul (20 © 26 'e 23 °©
39'S e 41 ° e 46 ° 30'W) inserida em trés Estados, Rio de Janeiro, Minas Gerais e
Sao Paulo (Figura 2). O rio Paraiba do Sul caracteriza-se por se localizar na
regido mais industrializada e povoada do pais, abastecendo a populacao
aproximada de 15 milhGes de habitantes. Ao longo de seu percurso estima-se que
foram instaladas cerca de 6.100 inddstrias que contribuem para a continua
detereorizacdo dos rios da regido, como por exemplo, o langcamento diario de um
bilhdo de litros de esgoto doméstico e sete toneladas de efluentes industriais sem
tratamento adequado (Hilsdorf & Petrere Jr 2002; Branddo 2004; Marengo &
Alves 2005; Araudjo et al. 2009). Além disso, o rio caracteriza-se por grandes
desastres ambientais, como por exemplo, o vazamento em 2008 de quase oito mil
toneladas do produto endosulfan, em que a empresa Servatis S.A. se
responsabilizou pelo acidente que matou toneladas de peixes ao longo de 400km
de rio, entre eles, espécies que estdo em estado critico de extin¢cdo (Araujo et al.
2009; PAN 2011). Em razao da relagéo diretamente proporcional do aumento no
numero de estabelecimentos industriais e a reducdo dos estoques pesqueiros,
acredita-se que a poluicdo seja um dos principais fatores que contribuam para
reducdo de espécies de peixes na bacia hidrogréfica (lacone Santos et al. 2010;
PAN 2011).
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Outras acbes antropicas contribuem para a reducdo dos estoques
pesqueiros, como a captura de peixes que ndo atingiram a maturacdo gonadal
(Petrere et al. 2004), construcdo de barragens e introducéo de espécies exoticas
como por exemplo, o bagre-africano, e aloctones, como o dourado (Hilsdorf &
Petrere Jr 2002; Teixeira et al. 2005; PAN 2011). Consequentemente, estes
fatores contribuiram para a desestruturacdo da ictiofauna local, reduzindo
drasticamente populacdes de peixes menos tolerantes, hoje restritas somente em
pontos da bacia do Paraiba do Sul menos impactados pela acédo antrépica (Araujo
et al. 2009; lacone Santos et al. 2010).

Figura 2. Localizagdo da bacia hidrografica do Rio Paraiba do Sul, abrangendo
os estados de SP, RJ e MG. Fonte: ANA,(2012) .

2.1.2) Biologia reprodutiva e reproducdo artificial

Estudos sobre a biologia reprodutiva do género Steindachneridion se
restringem a duas espécies mais estudadas das bacias dos rios Iguacu e Uruguai,

S. melanodermatum e S. scriptum, respectivamente (Zaniboni-Filho et al. 2010),
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entretanto, recentes avaliacdes de parametros reprodutivos de S. parahybae em
cativeiro foram realizadas por Honiji et al. (2009), Caneppele et al. (2009), Araujo
(2011), Caneppele (2011), e Honji (2011). O S. parahybae apresenta
comportamento semelhante aos peixes migradores (Garavello 2005), entretanto,
estudos sobre a reproducao natural sdo inexistentes (Caneppele 2011). Recentes
pesquisas com peixes em cativeiro na cidade de Paraibuna, SP (mantidos em
tanques escavados revestido de concreto nas extremidades fundo de terra, com
alimentacdo a base de racdo extrusada para peixes carnivoros, 40% de PB,
oferecidas na proporcéo de 5% da biomassa semana™ em trés dias da semana,
temperatura média anual da agua 22°C), indicam que a espécie apresenta desova
parcelada, respondendo positivamente a inducdo hormonal mais de uma vez
durante um ciclo reprodutivo (comunicagédo pessoal'). Em cativeiro, o periodo
reprodutivo da espécie € amplo, e varia entre final de setembro a final de marco,
entretanto, pode variar conforme as condi¢cdes ambientais do ano e condi¢cdes de

estocagem dos animais (comunicacéo pessoal')

De acordo com Honiji (2011) os ovarios do S. parahybae sdo semelhantes
a outros siluriformes, com 6rgdos pares alongados e dispostos na cavidade
celomética, entre o tubo digestério, rins e vesicula gasosa. Os ovarios
apresentam duas extremidades, as anteriores que terminam em fundo cego e as
posteriores, em unido por meio de um ducto que liga ao poro genital. Assim como
0S ovarios, os testiculos sdo 6rgdos pares e localizam-se na mesma posicdo, a
superficie apresenta “franjas” de diferentes formatos e tamanhos onde o sémen é

estocado.

Em cativeiro, fémeas da espécie responde positivamente ao processo
convencional de inducdo hormonal com extrato bruto de hipofise de carpa (duas
dosagens, 12 de 0,5 mg kg* 12h antes da 22 com 5,0mg kg™). Okawara (2012)
verificou em ovulagcéo entre 174-360 horas-grau, sendo que esta amplitude pode
variar entre as matrizes e o periodo reprodutivo. Caneppele et al. (2009)
verificaram ovulacdo entre 240-250 horas-grau e a partir de 200 horas-grau é
possivel visualizar comportamento agressivo e grande movimentacdo dos casais.
A fertilizagdo é realizada artificialmente pelo “método a seco” (lhering 1937) que

consiste na liberacdo dos gametas (por meio de extrusdo), homogeneizados na

! Caneppele “comunicagio pessoal”, Paraibuna, Sdo Paulo - CESP
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auséncia de agua e adicdo de agua somente no momento da ativacdo dos
gametas. Apoés realizar a fertilizagdo, os ovos sé@o incubados em incubadoras
cOnicas de 60L até eclosdo das larvas (48h em agua a 24°C) (Caneppele et al.
2009).

Caneppele et al. (2009) verificaram fecundidade entre 9.000 e 10.000
ovécitos.kg™’ de fémea e cada grama da desova contendo 324 ovécitos. Conforme
0s autores, os ovoécitos sdo esféricos, amarelos e com cerca de 1,90mm de

diametro.

A producédo de sémen é continua durante o periodo reprodutivo, sendo que
0 mesmo macho pode ser utilizado mais que uma vez nos procedimentos de
reproducdo (Caneppele 2011). Além disso, Caneppele (2011) verificou que a
inducdo hormonal em machos é desnecessaria, pois ndo aumenta a quantidade
de sémen e nem melhora a qualidade espermatica. De acordo com o autor, 0s
valores de produgdo seminal e a qualidade espermatica séo variaveis entre 0s

machos e com grandes amplitudes (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas seminais e espermaticas de Steindachneridion
parahybae (Fonte: Caneppele, 2011).

Parametros n Média dp Minimo Maximo
Peso dos machos (g) 156 501,06 119,18 270,00 965,00
Volume seminal relativo (mL kg™) 150 9,63 9,60 0,00 60,67
Taxa de motilidade subjetiva (%) 134 80,41 13,95 36,67 100,00
Tempo de motilidade de 50% dos moveis (s) 134 39,35 6,35 25,93 54,31
Espermatozoides normais (%) 133 66,95 13,44 20,00 86,89
Concentragéo espermatica (x10° spz mL") 134 9,00 6,10 095 37,76
Osmolaridade do plasma (mOsm kg'l) 91 261,20 21,02 204,00 325,00
pH do plasma 91 7,28 0,36 6,67 8,31

n=nudmero de amostras avaliadas; dp=desvio padrdo

2.1.3) Estado atual

A partir da década de 50 onde foram capturadas aproximadamente
2.000kg ano™ desta espécie, em 10 municipios do Estado de S&o Paulo

(Machado & Abreu 1952), o S. parahybae vem sofrendo exploragbes

Caunesp 10



Doutorando — Eduardo Ant6nio Sanches Orientadora — Elizabeth Romagosa

desordenadas. Este fato, juntamente com a poluicdo e construcdo de
barramentos ao longo do rio Paraiba do Sul, contribuiu pela reducédo de
populacdes selvagens da espécie, que atualmente, encontra-se na lista do livro
vermelho da fauna brasileira ameacada de extincdo (MMA 2008) e € definida
como umas das espécies que estd em estado critico de extingdo (IBGE 2009),
sendo considerada regionalmente extinta no Estado de Séo Paulo (Hilsdorf &
Petrere Jr 2002; Honji et al. 2009; PAN 2011).

Conforme Caneppele (2011) o S. parahybae era capturado com certa
frequéncia até 2002 em corredeiras no rio Pomba, proximo a cidade de Laranjal
(MG), entretanto, atualmente, é encontrado raramente em alguns pontos do canal
principal do rio Paraiba de Sul no Estado do Rio de Janeiro. Em novembro de
2010 a equipe da Estacao de Hidrobiologia e Aquicultura de Paraibuna, vinculada
a Companhia Energética de Sdo Paulo — CESP, capturaram um exemplar no
municipio de Lavrinhas (SP), entretanto, esta captura isolada ndo caracteriza uma

populacao resistente no local (Caneppele 2011).

Acdes mitigadoras envolvendo a espécie estdo sendo realizadas. A CESP
vem contribuindo nos ultimos anos, com a coleta de reprodutores nativos (FO0),
manutencdo de plantel de FO e sua prole (F1), solturas de juvenis em areas
estratégicas da bacia, doacdo de peixes para instituicbes de pesquisa e
estabelecendo parcerias com Institutos e Universidades para realizacdes de
pesquisas com a espécie. Além disso, o Centro Nacional de Pesquisa e
Conservacdo de Peixes Continentais (CEPTA) vinculado ao Instituto Chico
Mendes de Conservacado da Biodiversidade (ICMBIio), juntamente com seus
parceiros, elaboraram recentemente um Plano de Ac&o Nacional Para a
Conservacao das Espécies Aquaticas Ameacadas de Extingcdo da Bacia do Rio
Paraiba do Sul (PAN 2011), que tem por objetivo mudar positivamente o patamar
de conservacdo das espécies e/ou seus habitats, através de identificacdo de
ameacas e estabelecimento de diretrizes que visam a minimizagdo das ameacas
e acOes em diferentes escalas da sociedade. Apesar destas iniciativas, muitas
acOes devem ser realizadas, para que a longo prazo, a espécie volte a ser

registrada em capturas em varios pontos da bacia.
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2.2) Gametas de peixes de dgua doce

Para a obtencdo de sucesso na reproducdo de peixes € necessario a
utilizacdo de gametas de boa qualidade (Rurangwa et al. 2004; Bobe & Labbe
2010), entretanto, as questdes de como e qual o padrao para definir a qualidade
ainda gera davidas, principalmente metodoldgicas e rotineiramente aplicaveis. E
sabido que para um espermatozdide ser considerado de boa qualidade, ele deve
fertilizar um ovdcito, que por sua vez, deve apresentar desenvolvimento
embrionario normal (Fogli da Silveira et al. 1988; Billard & Cosson 1992; Billard et
al. 1995; Brooks et al. 1997; Bobe & Labbe 2010). Porém, os desafios sdo: 1)
Metodologias de coleta e avaliagdo de gametas; 2)Elucidacdo de fatores que

afetam a qualidade dos gametas; 3) Estratégias de otimizacéao.

A qualidade dos gametas pode ser estimada por meio de
medidas/estimativas diretas ou indiretas. Para os ovécitos comumente avalia-se
as estimativas diretas de tamanho, valores das taxas de fertilizacdo, ecloséo e
larvas normais, aparéncia e facilidade de coleta (Romagosa 2006, 2008), ou
indiretas, através de parametros fisicos e quimicos do fluido ovariano (Brooks et
al. 1997; Bobe & Labbe 2010;), 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 funcdo de fatores como,
organizacdo estrutural dos ovos e constituicdo do fluido perivitelinico (Laale
1980), poluicdo das aguas (Jones & Reynolds 1997), condicdo das matrizes em
relacdo ao estado nutricional (Izquierdo et al. 2001), periodo reprodutivo (Brown et
al. 2006), idade (Coward et al. 2002), processo de maturacédo (Lessman 2009),
estadio de desenvolvimento gonadal (West 1990), fatores genéticos, fisioldgicos e
endocrinolégicos (Brooks et al. 1997), sanidade (Coward et al. 2002) e condi¢des
laboratoriais (Sanches et al. 2011b). Apesar disso, a experiéncia do técnico do
laboratério, muitas vezes empirica, é fundamental para obtencéo de sucesso nos

procedimentos de reproducéo artificial.

Dentre os parametros citados, as taxas de fertilizacdo e eclosdo sédo os
mais utilizados para indicar a qualidade dos ovdcitos, entretanto, algumas
variaveis, tais como, parametros fisicos e quimicos da agua e estruturas utilizadas

no processo de fertilizacao e incubacéo dos ovos, devem ser controladas a fim de
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otimizar o desenvolvimento dos mesmos (Brooks et al. 1997; Coward et al. 2002;
Romagosa 2008; Bobe & Labbe 2010; Sanches et al. 2011b).

Para se determinar a viabilidade espermatica alguns parametros séo
utilizados, como parametros de motilidade, sobrevivéncia, anormalidades
morfoldégicas e composicdo bioquimica do plasma seminal podem se
correlacionarem com as taxas de fertilizacdo (Fogli da Silveira et al. 1988; Billard
& Cosson 1992; Billard et al. 1995; Rurangwa et al. 2004; Babiak et al. 2006b;
Tuset et al. 2008; Cosson 2010; Araujo 2011).

Os espermatozoides de peixes de 4gua doce sdo ativados quando entram
em contato com uma solucdo que apresenta caracteristicas propicias para servir
como ativadoras, como é o caso da osmolaridade inferior a do plasma que é
proximo a 300 mOsm kg™t (Alavi & Cosson 2006). A ativacdo espermatica é
realizada através da troca de ions entre a solugdo e o espermatozoide por meio
de diferenca osmoética. Como a solucdo é hiposmética em relacdo ao
espermatozoide, ocorre um influxo de agua para dentro das células, que
posteriormente utilizam os fons K*, Na* e Ca*" como gatilhos para liberacdo de
energia conforme a espécie (Cierszko et al. 2011). A por¢cdo espermética
responsavel pela liberacdo de ATP é a mitocbndria, esta diretamente ligada ao
flagelo que por sua vez € o responsavel por dar movimento a célula (Cosson
2010). Logo ap6s o contato do espermatozéide com a agua ocorre uma cascata
de eventos que ainda ndo estdo bem claros devido a diversidade de fatores que
influenciam no processo de ativacdo, entretanto, os principais eventos do
processo de ativagcdo podem ser observados no primeiro segundo apds contato

com agua (Figura 3).

As estimativas da taxa de motilidade vém sendo avaliadas observando-se a
movimentacado dos espermatozoéides imediatamente apos a introducao da solucao
ativadora, pois o tempo de motilidade geralmente € curto, em torno de um minuto
(Billard & Cosson 1992). Em trabalhos com peixes nativos, métodos subjetivos
foram empregados (Murgas et al. 2004; Hilbig et al. 2008; Sanches et al. 2009;
Viveiros et al. 2009; Orfao et al. 2010; Romagosa et al. 2010; Caneppele 2011;
Maria et al. 2010; Witeck et al. 2011). Entretanto, estas mensuracdes tém
levantado duavidas quanto a sua validacdo, pois, dependem basicamente da

experiéncia do observador. Este método consiste em estimar os valores das taxa
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de espermatozoides moveis presentes no sémen por um observador treinado.
Sao estipulados escalas arbitrarias de 0, 1, 2, 3, 4 e 5 correspondentes a 0-5, 6-
20, 21-40, 41-60, 61-80 e 81-100% dos espermatozoides moveis
respectivamente, ou simplesmente pela atribuicdo da porcentagem logo apds a
ativacéo (Carolsfeld et al. 2003). Outro parametro subjetivo, o tempo de duracao
da motilidade espermatica pode representar sua qualidade (Murgas et al. 2004;
Streit Jr. et al. 2006a; Hilbig et al. 2008). Tais mensuracdes podem ser realizadas
em relacdo ao percentual de espermatozoides que pararam de se movimentar:
100% (Streit Jr. et al. 2006b; Streit Jr. et al. 2008); 90% (Murgas et al.
2003;Borges et al. 2005) e 50% (Hilbig et al. 2008; Sanches et al. 2009).

Cascata de eventos
desencadeador da motilidade Tempo do processo

| |

sémen adicionado a agua doce Tempo zero

l

osmolaridade externa diminui

[ )
[ )
1
[ )
[ )

influxo de agua devido osmorregulacdo

!

distorgao local da membrana flagelar

!

ativagéo e alongamento dos canais

l

influxo de agua através de poros

[ )
[ )
1
[ )
[ )

transferéncia ao longo da membrana

}

osmolaridade interna diminui

|

concentragao idnica interna diminui

l

ativacdo da ATPase

l

| )
| )
[ diminuicdo do estoque de ATP ]
| |
| |

Menos de 1s

l

concentragao idnica interna muito baixa

}

término da motilidade

Um a alguns minutos

Figura 3. Cascata de eventos desencadeadores da motilidade espermatica em
peixes de agua doce. Adaptado de Alavi & Cosson (2006).
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Recentemente, por meio de softwares especificos, vem-se utilizando
programas computacionais tais como, computer assisted sperm analysis (CASA),
aplicado em avaliacGes espermaticas de peixes nativos (Nascimento et al. 2010;
Sanches et al. 2010; Viveiros et al. 2010b; Aradjo 2011; Marcos 2012).

A motilidade espermatica computadorizada € uma importante ferramenta
de avaliacdo espermatica e pode auxiliar na otimizacdo de gametas e
reprodutores identificando quais animais do plantel sdo realmente eficazes,
possibilitando assim, a reducdo dos custos na piscicultura (Ravinder et al. 1997,
Rurangwa et al. 1998; Rurangwa et al. 2001). Além disso, a utilizacdo de
softwares indicam parametros que visualmente ndo sao observados, auxiliando
em testes de poluicdo aquatica (Kime et al. 2001). Os softwares indicam a
guantidade de espermatozoides que apresentam movimentos progressivos, ou
ndo-progressivos, velocidade espermatica, linearidade, retilinearidade, oscilagéo,
progressdo e frequéncia de batimentos (Ravinder et al. 1997; Rurangwa et al.
2001; Wilson-Leedy & Ingermann 2007).

A qualidade espermatica também pode ser avaliada por meio da
integridade de membrana espermatica, um indicativo da taxa de espermatozdides
vivos e que apresenta relacdo direta com a taxa de motilidade espermatica
(Kavamoto & Fogli da Silveira 1986). A integridade pode ser avaliada pelo método
de coloracéo dos espermatozoides como, eosina-nigrosina (Blom 1950; Kavamoto
& Fogli da Silveira 1986; Murgas et al. 2003). Neste método, quando o sémen é
homogeneizado ao corante os espermatozéides mortos coram-se em rosa, devido
a permeabilidade ao corante, enquanto que as células vivas permanecem
incolores (Hilbig et al. 2008).

Alteracdes morfologicas da estrutura dos espermatozoéides 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, peca
intermediaria e cauda (Mies-Filho 1987; Batista Miliorini et al. 2011). O Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal recomenda que reprodutores que possuem
acima de 30% de anormalidades para bovinos, 40% para equinos e 20% para
suinos, ovinos e caprinos, possuem capacidade reduzida de fertilizacdo e séo

invidveis em programas de reproducdo (CBRA 1998). Para peixes ndo héa indices
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morfolégicos que possam indicar até que ponto os reprodutores sao viaveis,
contudo, podem contribuir para a manutencdo de estoques de reprodutores

geneticamente viaveis.

A qualidade seminal de peixes teledsteos pode variar conforme o tamanho
do individuo (Rakitin et al. 1999a; Luz et al. 2001); idade dos reprodutores
(Bastardo et al. 2004); aplicacdo hormonal ou ndo (Kavamoto & Fogli da Silveira
1986; Godinho 2007; Caneppele 2011); tipo de hormonio (Streit Jr. et al. 2003;
Streit Jr. et al. 2004; Bombardelli et al. 2006b); alimentacdo dos reprodutores
(Bombardelli et al. 2010; Tesssaro et al. 2012); época (Rakitin et al. 1999b;
Borges et al. 2005), procedimento (Ferreira et al. 2001) coletas seminais
sucessivas (Kavamoto et al. 1997; Caneppele 2011) do tempo pos coleta (Babiak
et al. 2006a; Sanches et al. 2011c) e presenca de produtos mutagénicos, tais
como agrotoxicos, esgotos e metais pesados (Lahnsteiner et al., 2004; Rurangwa
et al. 2004).

2.3 Implicacdes na utilizacdo de doses inseminantes

Para os procedimentos de inseminacéo artificial serem economicamente
sustentaveis, devem-se otimizar a utilizacdo de gametas disponiveis. Isto significa
fertilizar o maior numero de ovoOcitos com a menor quantidade de
espermatozdides (Bombardelli et al. 2006a). Fogli da Silveira et al. (1988) e
Sanches et al. (2009) enfatizam a grande importancia dos estudos que utilizam

um numero minimo de espermatozdides para fertilizar o maximo de ovdcitos.

Estudos relacionados ao numero ideal de espermatozoides ovécito™ ou
doses inseminantes sdo aplicados em varias espécies nativas brasileiras, como o
Rhamdia quelen (Bombardelli et al. 2006a), Piaractus mesopotamicus (Sanches
et al. 2011a), Rhinelepis aspera (Baggio et al. 2007), Brycon insignis (Shimoda et
al. 2007), Salminus brasiliensis (Sanches et al. 2009; Weingartner 2010) e Brycon
orbignyanus (Felizardo et al. 2010b). Observa-se que cada espécie apresenta um
comportamento distinto dos valores das taxas de fertilizacdo com relacdo as

doses inseminantes aplicadas. Este fato indica que as doses inseminantes sao
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espécie-especificas e, devido a isso, avaliacdbes com diferentes espécies de

peixes ndo estudadas até o momento tornam-se necessarios.

Altos valores das taxas de fertilizacdo podem ser alcancados dentro de um
amplo intervalo de doses inseminantes (Rurangwa et al. 1998; Tvedt et al. 2001;
Sanches et al. 2009). De acordo com os autores, além do numero dos
espermatozoides empregados, os valores das taxas de fertilizagdo podem sofrer
influéncia do tempo de contato entre os gametas, a qualidade do sémen e o
protocolo de fertilizacdo empregado. Outros fatores como, as diferentes diluicbes
empregadas na ativacdo dos gametas (Chereguini et al. 1999) também interferem
na eficiéncia do processo. Tais diluicdes apresentam duas importantes
implicacdes: a) uso de pouca agua pode causar reduzida taxa de diluicdo do meio
e, consequentemente, uma ineficiente reducdo de sua osmolaridade,
comprometendo a ativacado dos espermatozéides, ou ndo proporcionar um meio
adequado para o encontro dos gametas (Chereguini et al. 1999) e, b) o excessivo
volume de agua, pode diluir excessivamente o meio, impedindo o espermatozoide
de alcancar a micrépila, durante o curto periodo de tempo de ativacdo que 0s

mesmos adquirem (Chereguini et al. 1999).

O conhecimento do numero de espermatozéides ovocito® é de
fundamental importancia na rotina de reproducao artificial de peixes, pois revela a
possibilidade de limitar o estoque de machos na piscicultura intensiva,
proporcionando uma exploracdo mais racional de reprodutores geneticamente
selecionados e uma reducdo nos custos de producdo (Fogli da Silveira et al.
1988). Além disso, podem ser fundamentais em programas de criopreservacao de
espécies de peixes que estdo ameacadas de extingdo, pois proporcionam a
otimizacdo de estruturas utilizadas no congelamento, além de utilizar de forma
racional o valioso material congelado (Sanches et al. 2009; Weingartner 2010;
Araujo 2011). Principalmente, quando ha poucos machos nativos em cativeiro ou
em ambiente natural disponiveis para os procedimentos de reproducéo artificial

como é o caso do S. parahybae (Caneppele 2011).
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2.4) Conservacao de gametas

Durante o procedimento de fertilizacdo artificial, os gametas séo retirados
dos reprodutores utilizando-se a técnica de extrusdo, posteriormente o sémen é
adicionado aos ovOcitos homogeneizando-os, apds este procedimento, €
adicionada agua para ocorrer a ativacdo dos gametas, esta técnica € conhecida
mundialmente como fertilizacdo a seco (Ihering 1937). Neste procedimento, logo
apo0s a extrusdo, os gametas ficam expostos as condicdes ambientais do
laboratério e sua viabilidade reduz gradativamente ao longo do tempo (Sanches et
al. 2011b; 201lc), assim, medidas que prolongam sua viabilidade séo
imprescindiveis. As técnicas de preservacdo dos gametas in natura objetivam
aumentar sua longetividade por meio de estocagem em temperaturas de
refrigeracdo, permitindo assim, a utilizacdo dos gametas por mais tempo (Rana
1995).

Além da estocagem a curto prazo, outras praticas sado utilizadas na
conservacdo de gametas, como por exemplo a criopreservacdo de sémen
(Carolsfeldt et al. 2003), e o resfriamento de embrides (El-Battawy & Linhart 2009;
Fornari et al. 2011; Lopes et al. 2011). A criopreservagao consiste no
congelamento do sémen, em nitrogénio liquido, mantendo-se a qualidade por
periodo indeterminado (Billard 1990) apresentando vantagens na conservacao
durante longo prazo. No entanto, € um método com elevados custos de
manutencdo (Rana 1995) e devido a grande diversidade de espécies nativas 0s
protocolos existentes ndo sao todos eficientes para atendé-las (Viveiros &
Godinho 2009). Protocolos de resfriamento de embrides a temperaturas abaixo de
zero sdo efetuados, no entanto, com sucesso restrito, e com conhecimento
reduzido sobre as diferentes espécies de peixes (Fornari et al. 2011; Lopes et al.
2011; Streit Jr. et al. 2007)

A conservacdo de gametas a curto prazo consiste na exposicdo de sémen
e/ou ovocitos a temperaturas adequadas, utilizando-se ou ndo de diluentes,
durante horas ou dias (Billard 1990; Rana 1995; Babiak et al. 2006a). Ela pode
ser realizada em condicbes de assincronismo dos reprodutores durante o
processo de ovulacdo quando realizada a desova induzida (Marques & Godinho
2004). E um procedimento de baixo custo, nido necessita de solucbes
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crioprotetoras, possibilitando o resfriamento em temperaturas de refrigeracéo (1-
15°C), facilitando o manejo reprodutivo e aumentando a eficiéncia da reproducao
artificial (Sanches et al. 2011b; 2011c).

2.4.1) Ovécitos

Dificuldades de preparacéo de soluc¢des crioprotetoras que ndo promovem a
hidratacdo dos ovoécitos e que ndo sejam toxicas para o congelamento sdo
verificadas (Billard 1990), assim a conservac¢do dos ovocitos tem sido realizada

somente a curto prazo (Rana 1995).

A temperatura é o principal fator que parece afetar a qualidade dos ovdcitos
estocados in vitro (Sanches et al. 2011b), sendo a estocagem realizada em
temperaturas préoximas a zero para reduzir sua carga metabdlica (Rana 1995).
Além disso, a estocagem em ambientes contendo certos niveis de oxigénio,
antibiéticos e solucbes semelhantes ao fluido ovariano também vem sendo
estudada, no entanto, os resultados variam entre as espécies de peixes e

protocolos empregados (Rana 1995).

A estocagem de ovdcitos a curto-prazo em espécies de clima temperado
foram verificadas para o Psetta maxima (Suquet et al. 1999), para a
Oncorhynchus mykiss (Goetz & Coffman 2000; Holcomb et al. 2005; Niksirat et al.
2007), para o Cyprinus carpio (Rothbard et al. 1996) e para o Acipenser persicus
(Sohrabnezhad et al. 2006). Para espécies de clima tropical, Weingartner (2010)
estudou o Salminus brasiliensis, Rizzo et al. (2003), o Prochilodus marggravii e
Sanches et al. (2011b) para o Rhamdia quelen. Estes estudos preliminares com
algumas espécies de peixes de regides temperadas e outras tropicais levantaram
informagdes com relacdo a conservagdo de ovOcitos em curto prazo e descrevem
algumas metodologias que podem ser aplicadas com relativo sucesso. Entretanto,
a conservacao e a manutencao da viabilidade de ovdécitos por um longo periodo é
um procedimento dificil de ser realizado, pois varios fatores podem influenciar na
viabilidade. Desta forma, a conservacdo a curto-prazo ainda deve ser
cuidadosamente examinada para diferentes espécies de peixes, pois estas

contém caracteristicas especificas e, portanto, dificeis de generalizar.
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2.4.2) Sémen

A estocagem de sémen se baseia na criopreservacao e na preservagao a
curto prazo (Rana 1995). Para a criopreservacédo, o0 sémen deve ser previamente
diluido em solu¢bes que garantam a protecdo intra e extracelular das células
esperméticas (Viveiros & Godinho 2009; Cabrita et al. 2010). Geralmente, o
método aplicado é a exposicdo de palhetas contendo sémen diluido, em
nitrogénio a vapor, por um periodo de 12-24 horas, transferidas ao nitrogénio
liguido em temperaturas de -196°C, podendo nestas condi¢cdes, permanecerem
por periodos indeterminados (Carolsfeldt et al. 2003). O descongelamento é
realizado por meio de banho-maria, em agua em diferentes temperaturas (30-
65°C), durante alguns segundos (5-15s) (Viveiros & Godinho 2009).

A estocagem de sémen por curto-periodo € frequentemente avaliada em
peixes nativos_por se tratar de uma técnica simples, custos reduzidos e,
facilmente, aplicados em sistemas comerciais de cultivo (Marques & Godinho
2004; Romagosa et al. 2010; Viveiros et al. 2010a; Sanches et al. 2011c). As
avaliacdes a curto prazo foram realizadas do sémen in natura ( Luz et al. 2001;
Carneiro et al. 2006; Romagosa et al. 2010; Sanches et al. 2011a), com
suplementacdo de oxigénio (Marques & Godinho 2004), e com adicdo de
diluidores especificos ( Murgas et al. 2004; Maria et al. 2006; Oliveira et al. 2007;
Orfao et al. 2010; Viveiros et al. 2010a). A adicdo destes diluidores além de
proporcionarem maior tempo de viabilidade esperméatica em determinadas
situacdes, também servem de base para estudos com criopreservacao (Maria et
al. 2006; Ninhaus-Silveira et al. 2006; Viveiros & Godinho 2009; Felizardo et al.
2010a; Nascimento et al. 2010; Orfao et al. 2011; Batista Miliorini et al. 2011).
Além disso, a estocagem de sémen a curto prazo possibilita o maximo
aproveitamento dos gametas em ocasifes em que ocorre assincronismo dos
reprodutores apoOs utilizacdo de terapias hormonais (Rana 1995). Possibilita
também o transporte de gametas do campo para laboratérios e entre pisciculturas
(Sanches et al. 2011c) e reduz a necessidade de coletas seminais frequentes
(Babiak et al. 2006a) principalmente, em espécies de peixes ameacadas de

extingdo (Caneppele 2011).
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Os resultados oriundos de investigacdes revelam a possibilidade da
realizacdo da conservacdo do sémen de espécies de peixes nativos durante curto
prazo, como uma alternativa simples, barata e, tecnicamente de facil aplicacédo
em sistemas comerciais de cultivo. No entanto, a utilizacdo de diluentes
especificos pode aumentar a durabilidade dos espermatozdéides (Billard & Cosson
1992). Todavia, o fator temperatura deve receber atengéo especial, sendo um dos
principais responsaveis pela viabilidade dos espermatozoides (Billard 1990;
Sanches et al. 2011c).
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3) OBJETIVOS GERAIS

Padronizar metodologias de avaliacdo espermatica computadorizada e
aprimorar os procedimentos de reproducao artificial e condicbes de estocagem de

gametas de Steindachneridion parahybae.

3.1) Objetivos especificos

Padronizar a utilizacdo de software de cédigo aberto ImageJ/plugin CASA
para avaliacdo dos parametros de motilidade espermatica de S. parahybae.
Avaliar a motilidade esperméatica computadorizada ao decorrer do tempo pés-
ativacdo, e as correlacdes entre os parametros avaliados bem como os diferentes

comportamentos espermaticos.

Determinar o efeito da dose inseminante e do volume de agua sobre as

taxas de fertilizacdo, eclosao e larvas normais de S. parahybae.

Avaliar os valores das taxas de fertilizacdo, ecloséo e larvas normais de S.
parahybae apds estocagem in natura de ovécitos em quatro temperaturas durante

355 minutos.

Avaliar a qualidade espermatica de S. parahybae apds estocagem do

sémen de forma in natura ao longo de 112h em quatro temperaturas.
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4) ARTIGO 01: PARAMETROS ESPERMATICOS DE
Steindachneridion parahybae USANDO SISTEMA
COMPUTADORIZADO DE CODIGO ABERTO
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PARAMETROS ESPERMATICOS DE Steindachneridion parahybae USANDO
SISTEMA COMPUTADORIZADO DE CODIGO ABERTO

4.1) Resumo

Objetivou-se avaliar a motilidade espermatica de 13 machos de surubim-do-
Paraiba, Steindachneridion parahybae, utilizando sistema computadorizado de
codigo aberto (software Imajed/plugin CASA). Quatro fases experimentais foram
definidas a partir dos videos provenientes de cada macho: 1) padronizacdo da
caixa de dialogo do plugin CASA; 2) numero frames utilizados para realizagdo das
andlises; 3) motilidade entre 10 e 20s pds-ativagcdo com andlise a cada 1s; 4)
motilidade entre 10 e 50s poés-ativacdo com analise a cada 10s. Foi observado
gue as configuracdes utilizadas na caixa de dialogo do CASA foram satisfatorias e
os resultados coerentes. Estas analises devem ser realizadas utilizando-se 50
frames e, logo apdés, a ativagdo espermatica, pois 0s espermatozoides perdem o
vigor rapidamente. Em 10s ap0s a ativacdo espermatica observou-se 89,1 % de
espermatozdides méveis, 107,2 pm s™ de velocidade curvilinear, 83,6 um s™ de
velocidade média de deslocamento, 77,1 um s* de velocidade em linha reta,
91,6% de retilinearidade e 77,1% de oscilacdo. O plugin CASA utilizando o
software ImageJ pode ser aplicado em analise espermatica para a espécie, a

partir das configuracfes estabelecidas.

Palavras chave: CASA, espermatozoide, ImageJ, sémen, surubim-do-paraiba,

gualidade espermatica
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SPERM MOTILITY PARAMETERS FOR Steindachneridion parahybae BASED
ON OPEN-SOURCE SOFTWARE

4.2) Abstract

The objective of this work was to evaluate the sperm motility of 13 males of
Steindachneridion parahybae using open-source software (ImageJ/CASA plugin).
Four experimental steps were defined from the captured videos of each male as
follows: 1) standardization of a dialog box generated by the CASA plugin within
ImageJ; 2) frame numbers used to perform the analysis; 3) post-activation motility
between 10 and 20 s with analysis at each 1 s; and 4) post-activation motility
between 10 and 50 s with analysis at each 10 s. The settings in the dialog box
used to CASA were effective and satisfactory. Better results were obtained using
50 frames and just after sperm activation, because the sperm show rapid
decrease of the motility. At 10 seconds after activation sperm 89.1% of motile
sperm was observed, 107.2um s of curvilinear velocity, 83.6um s™ average path
velocity, 77.1uym s straight line velocity, 91.6% of straightness and 77.1% of
wobble. The CASA plugin using the ImageJ software may be applicable for sperm
analysis in this species using the obtained configuration set.

Key-words: CASA, ImageJ, spermatozoa, sperm quality, semen, surubim-do-

paraiba
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4.3) Introducgéao

A qualidade espermatica pode ser estimada por meio da motilidade,
concentracdo, morfologia e coloracéo diferencial, integridade do DNA e avaliacao
de estoques energéticos (Bobe & Labbe 2010; Fauvel et al. 2010; Perchec et al.
1995). Apesar disso, em muitas ocasides a estimativa da qualidade do processo
de reproducdo artificial leva em conta somente a qualidade dos ovécitos
ignorando o sémen (Rurangwa et al. 2004), que por sinal pode interferir
diretamente sobre as taxas de fertilizacdo (Billard et al. 1995; Billard & Cosson
1992; Tuset et al. 2008).

Métodos subijetivos tém sido utilizados para avaliar a qualidade do sémen
dos peixes, dentre eles, a motilidade espermatica progressiva e 0 vigor
espermatico (Sanches et al., 2009; Viveiros et al., 2010; Weingartner, 2010).
Estas mensuragdes tém levantado duvidas referentes a sua validagéo, pois, por
dependerem de critérios subjetivos, apresentam variacfes dos valores obtidos.
Recentemente, por meio de softwares especificos, vem-se utilizando programas
computadorizados tais como, computer assisted sperm analysis (CASA), método
que consiste na determinacdo dos padres de movimentacdo espermatica
(Ravinder et al. 1997; Sanches et al. 2010a; Wilson-Leedy & Ingermann 2007).

As avaliacbes da movimentacdo espermatica por métodos
computadorizados apresentam vantagens por oferecerem resultados confiaveis.
Entretanto, para estes métodos serem eficientes sdo necessarios conhecimentos
basicos sobre configuracdes e parametros utilizados nas andlises, tais como taxa
de frames, tempo de video e instante da avaliagdo. Além disso, programas
necessitam de padronizagdo especial para cada espécie de peixe, como é 0 caso
da utilizac&do do software livre ImageJ/plugin CASA (Sanches et al. 2010a; Wilson-
Leedy & Ingermann 2007).

O uso do software de codigo aberto ImageJ tem vantagens em testes
espermaticos, pois esta disponivel na Internet sem custo adicional, ndo exigem
computadores com configuracbes avancadas, a analise pode ser repetida em
qualquer lugar do mundo sem restricbes de informacdo e a avaliagcdo pode ser

realizada conforme as condicGes laboratoriais. Este software também da ao
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pesquisador a liberdade de escolha de configuracdes a serem testadas no mesmo
video, como o numero de quadros e momentos ocasionais ao longo do tempo o
movimento dos espermatozoides. A desvantagem deste método é a necessidade
de realizar todos os passos manualmente para obter os resultados, ao contrario

de softwares pagos, onde os resultados séo obtidos rapidamente.

A aplicacdo do software ImageJ para a avaliacdo dos parametros
espermaticos foi realizada com eficiéncia para espécies de peixes tais como,
Danio rerio (Ingermann et al. 2011; Kanuga et al. 2011; Wilson-Leedy &
Ingermann 2007; Wilson-Leedy et al. 2009), steelhead, Oncorhynchus mykiss
(Ingermann et al. 2010), Pimephales promelas, (Murack et al. 2011), Rhamdia
guelen (Sanches et al. 2010a), Steindachneridion melanodermatum (Bombardelli
et al. 2011). Além de peixes, o método também foi aplicado para o Mytilus edulis,
M. trossulus (Liu et al. 2011) e Passer domesticus (Helfenstein et al. 2010). Para
realizar as avaliacdes iniciais em cada espécie foi necessario padronizar

parametros e configurar a caixa de diadlogo do plugin CASA.

As analises computadorizadas também ajudam a estabelecer o padréo de
movimento espermatico em cada espécie de peixe, contribuindo desta forma em
estudos, tais como: bioindicadores de poluicdo ambiental (Kime et al. 2001) e
procedimentos de criopreservacao (Viveiros & Godinho 2009), principalmente
para a conservacdo de material genético de espécies de peixes ameacados de
extingdo (Mariante et al. 2011). Este € o caso do surubim-do-Paraiba,
Steindachneridion parahybae (Siluriformes: Pimelodidae), espécie endémica da
bacia do rio Paraiba-do-Sul e que atualmente, encontra-se no livro vermelho da
fauna brasileira ameacgada de extincdo (MMA 2008), definida como umas das
espécies que esta em estado critico de extincdo (IBGE 2009). Diante da
preocupacdo com a conservacao e recuperacao de estogues naturais, viu-se a
necessidade de realizar estudos preliminares com a reproducéo artificial desta
espécie, contribuindo em programas de recuperacdo da ictiofauna local
(Caneppele et al. 2009; Honji et al. 2009). Entretanto, estudos sobre a biologia de
gametas S. parahybae ainda sdo necessarios, e a partir destes, novas
perspectivas poderdo ser tomadas durante o processo de reproducao artificial e

conservacao dessa espécie de peixe.
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O objetivo deste estudo foi padronizar e validar as configuragdes da caixa
de dialogo do plugin CASA do software ImageJ, avaliar o numero de frames e o
comportamento espermatico apos ativacao e as correlacdes entre os parametros

esperméticos de Steindachneridion parahybae.

4.4) Material e Métodos

O experimento foi realizado na Estacdo de Hidrobiologia e Aquicultura
(EHA) da Companhia Energética de Sdo Paulo (CESP), na cidade de
Paraibuna/Sdo Paulo/Brasil (23°24°54”S; 45°35'52”W). Em novembro de 2010
foram selecionados nos tanques de criagcdo 13 machos de S. parahybae
(639,6+104,2 g) (geracdo F1) de sete anos de idade que apresentaram liberacao
de sémen sob leve pressdo abdominal. Os reprodutores estavam acondicionados
em tanques de alvenaria e fundo de areia (200m?), e foram alimentados com
racdo comercial extrusada, contendo 40% de proteina bruta, alimentados duas

vezes ao dia na proporcdo de 3% da biomassa dia™.

De cada macho foi coletado 1,0 mL de sémen (3,54x10%°+2 5x10%
espermatozéides mL™), evitando a contaminacéo por urina. Apés coleta individual
do sémen, realizou-se a ativacdo espermatica e a captura dos videos antes da
coleta seminal do préximo macho. Para cada macho foram realizadas trés

andlises (trés videos).

Para a ativacdo espermatica foi empregado agua destilada como ativador
em temperatura ambiente (=27°C). Para o processo de ativagdo em tubos
eppendorfs de 1,5 mL, foi utilizado 5uL de sémen e 200uL de agua destilada
(proporcdo de 1:40 para sémen:agua) correspondendo a 8,86x10%+6,25x10°
espermatozéides mL™* de agua. Logo apés a ativacdo 5uL de sémen e agua
foram adicionados em uma camara de Neubauer espelhada (100 pm
profundidade), coberta por laminula de vidro (24x24mm). A camara foi
imediatamente levada ao microscopio de luz trinocular (Nikon, modelo €200)
previamente focado em objetiva de 40x para captura de imagens. Para tanto,
utilizou-se uma camera Basler 602fc, conectada ao computador (intel core i7°
CPU 2,3 GHz, 4Gb de Ram), sistema operacional Microsoft Windows XP®, 2002).
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Os videos foram capturados pelo software AMCAP (noeld.com) a 100 fps
(656x490 pixels) em formato *.avi, editados no Virtualdub-1.9.0 (virtualdub.org), e
exportados como sequéncia de imagens em formato *.jpg, para um diretorio
especifico. As imagens correspondentes foram abertas, editadas no ImageJ
(National Institutes of Health, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/) e compiladas por
meio do plugin CASA (University of California and Howard Hughes Medical
Institute, USA) conforme Wilson-Leedy & Ingermann (2007) e Sanches et al.
(2010a).

O processamento dos videos foi realizado baseado na descricdo dos
componentes necessarios para a utilizacdo do aplicativo CASA por meio de
software livre disponivel em
<<http://rsbweb.nih.goV/ij/plugins/docs/CASAinstructions.pdf>> (Wilson-Leedy &
Ingermann 2006). Os parametros esperméticos calculados pelo CASA livre foram:
taxas de motilidade (MOT), velocidade curvilinear (VCL — velocidade entre cada
frame avaliado), velocidade média do deslocamento (VAP — velocidade entre
cada frame utilizando-se o deslocamento médio na taxa de 1/6 da taxa de frames
utilizados), velocidade em linha reta (VSL — velocidade entre o primeiro e o ultimo
frame analisado), oscilacdo (wobble: WOB - obtido pela divisdo de VAP por VCL)
e numero de espermatozoides (NSZP) conforme Wilson-Leedy & Ingermann
(2007). O parametro linearidade (LIN - obtido pela divisdo de VSL por VAP),
publicado pelo coédigo original do programa, foi renomeado conforme Wilson-
Leedy et al. (2009) para retilinearidade (straightness: STR) sendo definido através
da nomenclatura consistente ja estabelecida na literatura. Diante disso, foi
adotado straightness no presente trabalho. Os parametros progression e beat

cross frequency gerados pelo programa nao foram utilizados.

Apoés o procedimento de gravacdo e edicdo dos videos o experimento foi
dividido em quatro fases: 1) padronizacdo de configuracfes do plugin CASA,; 2)
nameros de frames utilizados para realizacdo das andlises; 3) motilidade entre 10
e 20s pos-ativacdo com andlise a cada 1s e, 4) motilidade entre 10 e 50s pds-

ativacdo com analise a cada 10s.
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4.4.1)Padronizacéo de configuracdes do plugin CASA

Para a padronizacdo das configuracdes utilizadas na caixa de dialogo do
plugin CASA foram utilizados duas formas de avaliacdo: (i) visual e (i)
comparativamente entre os resultados gerados pelo aplicativo com os obtidos

matematicamente.

(i) visualmente pelas imagens geradas pelo plugin CASA do trajeto
percorrido pelos espermatozéides (Figura 1A). Estas imagens foram comparadas
com as imagens geradas pelo software ImageJ em Image/Stacks/Z
Project/Projection Type: max intensity (Figura 1B), representando todos os pontos
das imagens compiladas. A partir disso, diferentes configuracfes foram testadas
com o intuito de aumentar a capacidade do plugin em identificar espermatozéides
com movimento lento. A identificacdo de espermatozéides considerados méveis e
estaticos foi realizada com base na cor de suas trajetorias, onde espermatozoides
considerados estaticos apresentaram trajetoria em cinza e os méveis em preto
(Figura 1A). Desta forma, pode-se identificar os espermatozoides moveis através
da comparacado das trajetérias gerados pelo plugin CASA e pelo Stacks/ImageJ.
Para a realizacdo destes testes um video de cada macho foi utilizado, sendo
avaliadas as imagens correspondentes a 0,5s de video (50 imagens) em 10s pos-
ativacdo. Além de espermatozoides imoveis, as imagens revelaram quais
espermatozdides sairam do campo de Vvisualizagdo e quais foram

desconsiderados devido as colisbes (Figura 1B).
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Figura 1. Imagens geradas pelo plugin CASA (A) e IMAGEJ em Image/Stacks/Z
Project/Projection Type: max intensity (B). Setas finas pretas (A) indicam
espermatozoides em movimento lento considerados como imdéveis. Setas largas
(1B) representam espermatozoides ndo considerados na andlise do plugin CASA,
as brancas representam espermatozoéides que sairam do campo de visualizacao e
as cinzas espermatozoéides que se colidiram no momento da avaliacao.

(i) realizada para verificar a capacidade de calculo de velocidades do
aplicativo, para tanto, as configuragcbes determinadas anteriormente, pela
comparacdo de imagens (i), foram utilizadas para gerar os resultados de
velocidades. Nesta avaliacdo utilizaram-se trés videos de cinco machos, sendo 50
imagens (0,5s) para cada video. Para avaliar a velocidade de um udnico
espermatozoide as imagens foram editadas e cinco espermatozoéides por video
(n=75) foram selecionados individualmente através da opcao Edit/Clear e
posteriormente avaliado por meio do aplicativo CASA utilizando-se as
configuracbes estabelecidas anteriormente. Os parametros espermaticos foram
obtidos por dois métodos: (1) resultados gerados pelo plugin CASA e, (2)
calculados as distancias entre dois pontos utilizando-se o Teorema de Pitagoras
(a®>=b*+c?) com o uso do software Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, WA,
USA) por meio dos pares ordenados gerados pelo aplicativo CASA a partir do
plano original dos espermatozodides (opgéo “s” das configuragdes =1) conforme
equacao:

VAx? + Ay?

At
Onde: Ax = Variacéo da posi¢cdo do espermatozoéide no eixo ‘x

Velocidade =

Ay = Variacdo da posi¢do do espermatozoéide no eixo ‘y’

Ay = Variagao do tempo entre os pontos
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Os resultados dos parametros VCL, VAP e VSL foram submetidos a analise
de variancia de um fator (one-way ANOVA) sobre os dois métodos de avaliacao.

4.4.2) Numero de frames utilizada para realizacdo das analises

Apbs captura e edicdo dos videos, 800 imagens correspondentes aos trés
videos de cinco machos foram editadas (Image/Adjust/Brightnes-Contrast e
Image/Adjust/Threshold) e salvas em um diretério especifico. Apds este
procedimento o numero de imagens: 25, 50, 75, 100, 150, 200, 400 e 800,
correspondentes aos tempos de 0,25; 0,50; 0,75; 1,00; 1,50; 2,00; 4,00 e 8,00
segundos de video, respectivamente, contados a partir dos 10s pdés-ativacao,
foram importadas e avaliadas no plugin CASA. Para tanto, em cada tempo foi
criada um novo macro (Plugins/New/Macro) com as especificacdes necessarias
para cada tempo (op¢ao “c” = “numero de frames a ser avaliado”). Os resultados
de MOT, VCL, VSL e NSPZ foram comparados pela andlise de variancia de
componentes principais (main effects ANOVA) e as médias comparadas utilizando
o teste de Duncan a 5% de significancia. Neste caso, os machos foram

considerados como o fator bloco.

4.4.3) Motilidade entre 10 e 20s poOs-ativagcdo com analise a cada 1s

Para esta fase foram utilizados resultados obtidos das andlises anteriores,
incluindo-se todos os reprodutores com trés videos cada. As imagens
correspondentes a 0,5 s de video (50 frames) foram editadas e avaliadas nos
tempos de 10 a 20 segundos apos ativacdo em intervalos de um segundo cada.
Os resultados de MOT, VCL, VAP e, VSL foram submetidos a analise de variancia
de componentes principais (main effects ANOVA) e posteriormente ao teste de
comparacdo de meédias de Duncan a 5% de significancia. Além disso, os
resultados foram submetidos a andlise de regresséo linear simples ao mesmo

nivel de significancia.
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4.4.4) Motilidade entre 10 e 50s poOs-ativacdo com analise a cada 10s

Esta fase foi semelhante a anterior, entretanto, os parametros espermaticos
foram avaliados entre 10 a 50 segundos apoOs ativacdo em intervalos de 10
segundos cada. Os resultados de MOT, VCL, VAP, VSL, STR e WOB foram
submetidos a andlise de variancia de componentes principais (main effects
ANOVA) e o teste de comparacdo de médias de Duncan a 5% de significancia.
Posteriormente aplicou-se analise de estimativa ndo-linear para os resultados de

motilidade.

Todos resultados de MOT, VCL, VAP, VSL, STR, WOB e NSPZ obtidos nos
tempos de 10, 20, 30, 40 e 50s apos ativacdo foram reunidos e submetidos ao

teste de correlacao linear de Pearson ao nivel de 5% de significancia.

Para analises estatisticas foi utilizado o software Statistica 7.0 (Stasoft

2005). Os pressupostos foram checados conforme Quinn & Keough (2002).

4.5) Resultados

4.5.1)Padronizacéo de configuracdes do plugin CASA

As configuragBes empregadas na caixa de didlogo do plugin CASA (Tabela
1) foram eficientes para definir espermatozoides moveis e estaticos (Figura 1).
N&do foram observadas diferencas significativas (P>0,05) dos parametros
espermaticos obtidos diretamente pelo plugin CASA e por céalculo. Os valores
(média + desvio padréo) verificados para os 75 espermatozoides avaliados foram
103,01+25,40 pm s™, 85,76+30,60 pm s, 81,95+29,97 um s+, 95,19+2.35 % e
81,32+13,85% para VCL, VAP, VSL, STR e WOB, respectivamente.

As trajetérias dos espermatozoides avaliadas pelo plugin CASA (Figura 2)
apresentaram na maioria dos espermatozoides movimento em linha reta ou

aleatdria, todavia, os movimentos circulares foram pouco evidentes.
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Tabela 1. Configuracbes empregadas na caixa de dialogo do plugin
CASA/ImageJ para avaliacdo dos parametros espermaticos em Steindachneridion
parahybae com video gravado em objetiva de 40x a 100 fps (656x490pixels).
Configuracdes para avaliagdo de 0,5s de video ou 50 frames. Taxa de motilidade
(MOT), velocidade curvilinear (VCL), velocidade média de deslocamento (VAP),
velocidade em linha reta (VSL), retilinearidade (STR) e oscilagédo (WOB).

Parametros de entrada Valores de entrada
A. Minimum sperm size (pixels): 1
B. Maximum sperm size (pixels): 150
C. Minimum track length (frames): 50
D. Maximum sperm velocity between frames (pixels): 15
E. Minimum VSL for motile (um/s): 3
F. Minimum VAP for motile (um/s) 20
G. Minimum VCL for motile (um/s): 25
H. Low VAP speed (um/s): 5
|. Maximum percentage of path with zero VAP: 1
J. Maximum percentage of path with low VAP: 25
K. Low VAP speed 2 (um/s): 25
L. Low VCL speed (um/s): 35
M. High WOB (percent VAP/VCL): 80
N. High LIN (percent VSL/VAP): 80
O. High WOB two (percent (VAP/VCL): 50
P. High LIN two (percent VSL/VAP): 60
Q. Frame rate (frames per second): 100
R. Microns per 1000 pixels: 258
S. Print xy co-ordinates for all tracked sperm? 0
T. Print motion characteristics for all motile sperm? 0
U. Print median values for motion characteristics? 0
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Figura 2. Trajetorias individuais de espermatozdides de Steindachneridion
parahybae e utlizadas pelo plugin CASA para a avaliacdo da velocidade
curvilinear (VCL), velocidade média de deslocamento (VAP) e velocidade em
linha reta (VSL). Linha continua preta representa a posicdo no plano cartesiano
dos espermatozoides ponto a ponto nos 50 frames utilizados para o célculo da
VCL. Linha seccionada preta representa trajetéria gerada pelo plugin CASA e
utiizada para avaliacdo da VAP. Linha continua cinza representa trajetéria
utiizada para avaliacdo da VSL. Ponto preto grande representa inicio da
trajetdria. Eixo x (x—axis); Eixo y (y—axis). Trajetérias: (A) perfeitamente retilinea;
(B) completamente erratica; (C) parcialmente erratica; (D) parcialmente retilinea.

4.5.2) Numero de frames utilizada para realizacdo das andlises

Os parametros espermaticos avaliados foram influenciados (P<0,05) pelos

nameros de frames utilizados na realizagéo das analises (Tabela 2).

Observou-se que a utilizacdo de mais frames para realizacdo das analises
€ importante para definir espermatozéides que apresentam movimentos
circulares, e avaliagbes com menos frames podem mascarar este tipo de

movimentacéao (Figura 3).
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Tabela 2. Parametros espermaticos (médiatdesvio padrdo) de Steindachneridion
parahybae obtidos em objetiva de 40x e a partir da utilizacdo de diferentes
nameros de frames. Taxa de motilidade (MOT), velocidade curvilinear (VCL),

velocidade em linha reta (VSL), retilinearidade (STR) e ndamero de
espermatozoides (NSPZ).
Parametros

MOT (%) VCL(ums')  VSL (ums™ STR (%) NSPZ
Frames F7.9= 1221  Feo0=1500  Feo=27,95  Feo0=2441  Fg 0= 41,58

p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01
25 79,48+13,77*° 105,15+14,96* 67,39+16,86°  82,86x0,54° 75+41°2
50 80,04+15,39° 100,57+14,81* 70,89+22,66%°  92,40+3,45% 51+27"
75 76,38+17,41° 96,18+14,85%® 64,14+2291*  89,20+7,41% 38+22°
100 72,45+24,05° 87,15+9,84™  4953+14,02°  83,16x7,97° 29+17%
150 71,84+22,61° 82,54+12,44° 39,92+10,47°° 74,24+10,50" 18+12%
200 69,45+27,14* 78,38+14,06° 34,69+10,96°  71,24+12 54° 12+8°
400 53,25+37,12° 66,62+15,01  18,55+5,79°  52,13+21,08° 3+3'
800 0,00° - - - 11"

Diferentes letras na mesma coluna representam diferenga significativa (P<0,05), de acordo com o
teste de comparacao de médias de Duncan.

00 (A ——vCL ----- VAP —o—VSL 30 (B) ~—VveL -0 VAP —o—VSL
25 25
,gzo 1 g 20 -
%15 % 15 4
>10 > 10 -
5 5 S
0 0
0 5 10 15 20 0 10 20 30 40
X - axis (um) X - axis (um)
Figura 3. Comportamento de um espermatozéide de Steindachneridion

parahybae com movimento circular em um plano cartesiano [eix0 X (X—axis); eixo
y (y—axis)] e indicacdo do calculo da velocidade curvilinear (VCL), velocidade
média de deslocamento (VAP) e velocidade em linha reta (VSL) em 50 frames (A)
e 100 frames (B). (A) VCL 94,65 um s™, VAP 50,88 ym s™, VSL 47,28 pym s,
retilinearidade (STR) 92,92%, oscilagdo (WOB) 53,75%. (B) VCL 85,49 um s,
VAP 47,64 ym s, VSL 35,69 pm s, STR 74,91%, WOB 55,73%.
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4.5.3) Motilidade entre 10 e 20s poOs-ativacdo com analise a cada 1s

Os parametros espermaticos foram diferentes entre os tempos de 10 a 20s
apos ativacao (P<0,05), apresentando maiores em 10s e menores em 20s, além
disso, os parametros avaliados apresentaram relacdo inversamente proporcional

(P<0,05) com o tempo (Figura 4).
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Figura 4. Motilidade espermatica (MOT), velocidade curvilinear (VCL), velocidade
media de deslocamento (VAP) velocidade em linha reta (VSL) in
Steindachneridion parahybae entre 10 e 20s apds ativacdo (meédia e desvio
padrdao). Andlise de variancia (ANOVA). Analise de regresséo linear (REG).
Diferentes letras indicam diferenca significativa (P<0,05) de acordo com o teste de

Duncan.
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4.5.4) Motilidade entre 10 e 50s poOs-ativacdo com analise a cada 10s

Os parametros espermaticos avaliados sofreram alteracdes (P<0,05) entre
0s 10 e 50s apos ativacao (Figura 5 e 6). Observou-se uma acentuada queda da
motilidade no tempo avaliado (Figura 5A), diante disso, foi estimado um modelo
nao linear (Figura 5B), a partir deste modelo, péde-se observar que em 23,65s
apenas a metade (50%) dos espermatozodides estavam moveis. Além disso, a
taxa de motilidade também foi diferente (P<0,05) entre os machos, onde cada

macho teve um comportamento distinto da motilidade (Figura 5C e 5D).

100
F4,172)598.63; p<0.01 90

100 -
Model:y=100/1-a*exp™™

y:lOO/1+O.0210*exp0.16334*x

(o] T0C

80 b 80

=0.951344
70 r=0.9513

QOCOTCD o]

60 60

g P70} S < B N o
5 E— c 0 .
= 40 = 40
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20 20
B
A 1 ol ®
0 —d 0 °
10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 60
Time after activation (s) Timer after activation (s)

100
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MOT (% of initial value)

20

Time after activation (s) Time after activation (s)

Figura 5. Taxa de motilidade (MOT) de Steindachneridion parahybae entre 10 e
50 segundos apés ativacdo (time after activation). (A) Média e desvio padréo,
letras diferentes representam diferenca significativa (P<0,05) de acordo com teste
de comparacdo de meédias de Duncan; (B) Modelo n&o-linear utilizado para
estimar a queda da motilidade, detalhe que em 23,65 segundos apenas 50% dos
espermatozoides estdao moveis; (C) comportamento da motilidade dos 13 machos;
(D) comportamento relativo da motilidade dos 13 machos utilizando o ponto inicial
como ponto de partida de 100%.
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Figura 6. Velocidade curvilinear (VCL), velocidade média de deslocamento(VAP)
e velocidade em linha reta(VSL), retilinearidade (STR), oscilacdo (WOB) e numero
de espermatozéides de Steindachneridion parahybae observados entre 10 e 50
segundos apoOs ativacdo. Médias e desvio padrdo. Diferentes letras indicam
diferenca significativa (P<0,05) de acordo com o teste de Duncan.

Foi observado efeito dos machos (P<0,05) sobre os parametros

espermaticos avaliados nas fases experimentais 2, 3 e 4, com distinto

comportamento para cada parametro. Para os 13 machos avaliados nas fases 2 e
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3 foram constatados maiores variacdes para as velocidades e WOB no tempo de
10 segundos, no entanto, para a MOT e STR a variacdo foi menor (Tabela 3).

Tabela 3. Variacdo dos parametros espermaticos de 13 machos de
Steindachneridiuon parahybae em 10 segundos ap0s ativagdo. Taxa de
motilidade (MOT), velocidade curvilinear (VCL), velocidade média de
deslocamento (VAP), velocidade em linha reta (VSL), retilinearidade (STR) e
oscilacéo (WOB).

Parametros N X DP(%) CV(%)
MOT (%) 35 89,11 7,41 8,32

VCL (um s™) 39 107,23 14,68 13,69
VAP (ums™) 39 83,58 21,76 26,03
VSL (um s™) 39 77,08 22,23 28,84
STR (%) 39 91,62 3,77 4,11

WOB (%) 39 77,06 12,04 15,63

N — nimero de amostras, X — média, DP — Desvio padrédo, CV — Coeficiente de variacio

Os parametros espermaticos avaliados entre 10 e 50s apds ativacdo
apresentaram correlacéo linear de Pearson significativa (P<0,05) (Tabela 4), com
excecdo para STRXMOT, STRxVAP e STRxVSL.

Tabela 4. Correlacdo linear de Pearson entre os parametros espermaticos de
Steindachneridion parahybae obtidos entre 10 a 50 segundos apos ativacao.
Valores em negrito indicam correlacdo linear significativa (P<0,05). Taxa de
motilidade (MOT), velocidade curvilinear (VCL), velocidade média de
deslocamento (VAP), velocidade em linha reta (VSL), retilinearidade (STR),
oscilacdo (WOB) e numero de espermatozoides (NSPZ).

Parametros  MOT VCL VAP VSL STR WOB  NSPZ
MOT 1,00

VCL 0,75 1,00

VAP 0,79 0,92 1,00

VSL 0,77 0,90 1,00 1,00

STR -0,09 -0,26 * * 1,00

WOB 0,74 * * 0,85 0,36 1,00

NSPZ -0,56 -0,39 -0,54 -0,55 -0,29 -0,65 1,00

* Estatistica ndo avaliada devido os parametros STR e WOB serem obtidos a partir das relagées
dos parametros.
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4.6) Discussao

Foi observado que as configuragcbes empregadas no plugin CASA, em
especial a maxima velocidade entre frames, minima VCL, VAP e VSL, sao
fundamentais para a avaliagcdo dos parametros espermaticos e que a visualizacdo
subjetiva da coloracdo que difere espermatozéides moveis dos totalmente
parados (estaticos) € uma O6tima ferramenta de controle das configuracfes
testadas. Além disso, constatou-se que o numero de frames, qualidade do video,
objetiva do microscépio e o nimero de imagens avaliadas sdo determinantes para
realizacdo das analises. Diferentes configuracdes na caixa de dialogo do plugin
CASA também foram estabelecidas para outras espécies nativas brasileiras e
espécies de clima temperado e foram ajustadas conforme as caracteristicas dos
espermatozodides (Bombardelli et al. 2011; Ingermann et al. 2010; Sanches et al.
2010a; Wilson-Leedy & Ingermann 2007).

A objetiva de 40x utilizada para a captura dos videos foi o principal fator
qgue influenciou diretamente nas configuracdes estabelecidas para a realizacao
das analises, proporcionando a visualizacdo dos espermatozoides mais clara e
evidente, entretanto, quando comparada com objetiva de 10%, o campo de

visualizacao reduziu 75%, facilitando a saida dos espermatozdéides deste campo.

Foi verificado que quanto mais frames utilizados nas andlises, menores sédo
as taxas de motilidade e velocidades. Entretanto, constatou-se que o parametro
gue descreve o movimento linear (Straightness) em espermatozéides que
apresentam trajetdrias circulares, € de certa forma mascarado quando se utiliza
menos frames para realizacdo das analises. A exemplo disso isolou-se um
espermatozdide com movimento circular e observou-se 92,9% de movimentacdo
linear ao utilizar 50 frames enquanto para 100 frames 74,9%. Como o0s
espermatozoides de S. parahybae apresentam comportamento altamente retilineo
e poucos com trajetéria circular, decidiu-se realizar o restante das andlises
utilizando-se 50 imagens (0,5s). Todavia, quando se utilizou maior tempo para as
analises, poucos espermatozoides foram observados no campo de visualizagao.
Isso ocorre porque espermatozoides saem do campo de visualizagdo, e ndo séo
considerados nas andlises, bem como os espermatozéides que entram no campo

apos iniciar as analises (Wilson-Leedy & Ingermann 2007).
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A aplicacdo de calculo matemético para determinar a velocidade
espermética e comparé-la com os resultados gerados pelo plugin CASA também
foi verificada por Wilson-Leedy and Ingermann (2007) para o zebrafish, que nao
verificaram diferencas entre as duas formas de avaliacdo (Imaged e calculo
matematico). Para Zebrasoma scopas, Pavlov (2006) observou que o célculo
utiizando planilha de excel é uma oOtima ferramenta para avaliacdo das
velocidades espermaticas em peixes. Para suas avaliagcbes o autor utilizou o
plugin MTrak2, pelo software ImageJ para gerar os pares ordenados necessarios

para os célculos.

Para o surubim-do-lguacu, Steindachneridion  melanodermatum,
Bombardelli et al. (2011) utilizaram o plugin CASA/ImageJ para avaliacdo de
sémen fresco e observaram 92,9+6,0%, 169,5+25,4 pm s™ e 38,5+1,3 pm s™ de
MOT, VCL e VSL, respectivamente. Para o S. parahybae Carvalho et al. (2011)
observaram que velocidade dos espermatozdides criopreservados variou
conforme o crioprotetor empregado no processo de congelamento. Os autores
verificaram de 62,6 a 81,5 ym s™* de VCL, 44,9 a 72,0 ym s™ de VAP e 26,6 a
60,0 um s de VSL. Possivelmente, o fato dos espermatozdides terem sido
congelados foi determinante para obtencdo de menores velocidades do que
observado no presente experimento. Este fato corrobora aos descritos por
Bombardelli et al., (2011) para o S. melanodermatum, que observaram variagdes
das VCL e VSL em funcdo de diferentes crioprotetores testados, além disso,

verificaram reducédo destas velocidades em comparacéo ao sémen fresco.

O comportamento dos espermatozoides de S. parahybae entre 10 a 20s
(Figura 4) e 10 a 50s (Figura 5 e 6) ap0s a ativagdo indicam uma continua
reducdo da qualidade espermatica em funcdo do tempo. Para espermatozoides
de peixes a reducdo da movimentacao frenética se deve a reducédo de reservas
energéticas apos inicio da movimentacado (Cosson 2010). Estes resultados séo
similares aos observados por Sanches et al. (2010a) para o Rhamdia quelen,
outro bagre sul-americano, onde ocorre a redugcédo da motilidade e velocidade
espermatica logo apdés a ativacdo. Diante disso, sugere-se a avaliagdo dos
parametros espermaticos em S. parahybae imediatamente apos a ativagdo, onde
possivelmente podem-se registrar as maiores taxas de motilidade e velocidade.

Entretanto, tempos menores sdo dificeis de serem obtidos e variam conforme a
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experiéncia de quem esté realizando as andlises. Medidas das caracteristicas
seminais em peixes de agua doce normalmente séo limitadas pelo curto tempo de
motilidade dos espermatozoides (Billard & Cosson 1992). Este fator é limitante
principalmente, em analises espermaticas computadorizadas que requerem
padronizacdo de métodos para espécies de peixes nativas de agua doce
(Sanches et al. 2010a).

A diminuicdo da motilidade e velocidade apés ativacdo € normalmente
observada em peixes de agua doce (Fauvel et al. 2010) e sédo diretamente
proporcionais aos estoques de energia esperméatica (Perchec et al. 1995). Além
disso, a utilizacdo de 4gua destilada para ativacdo € outro fator que promove a
precoce imobilidade espermatica. Isso ocorre porque a baixa osmolaridade da
adgua destilada (0 mOsm kg') é extremamente prejudicial & membrana
espermética, os quais apresentam alta presséao intracitoplasmatica. Este fato pode
prevenir a propagacdo de onda (Cosson 2010), e também, promove o
encurtamento do flagelo e a curvatura em forma de laco (Alavi et al. 2009). De
acordo com Alavi et al. (2009) a utilizacao de solucdes especificas contendo ions
de (K*, Na* e Ca*®) com baixa osmolaridade pode promover mais tempo de
motilidade espermética e inibir defeitos em espermatozdides de peixes de agua
doce. Entretanto, os efeitos destas solucbes para os espermatozoides de S.
parahybae n&do sao conhecidos e podem ser testadas em futuros experimentos.

A variacdo dos parametros espermaticos entre os exemplares indica que a
quantidade de machos utilizados é importante e deve ser considerada em
experimentos com sémen de peixes. A variacdo das taxas de motilidade entre os
machos nos tempos de 10 a 50 segundos indica claramente uma variacao
individual, conforme destacado também por Wilson-Leedy & Ingermann (2007)
para o zebrafish. Além disso, cabe ressaltar que os espermatozéides de S.
parahybae apresentam grande variacdo de VAP e VSL entre os machos, isso foi
evidente nos resultados do coeficiente de variagdo obsevados nestas variaveis
em relacdo aos demais parametros de motilidade. Estes resultados indicam que a
VAP e VSL apresentam a peculiaridade de grande varia¢do, sendo esta, normal

para a especie.

O modelo matematico aplicado (y=100/1+a*e™) para a motilidade (Figura
5B) representou 95,13% dos dados observados. A partir deste modelo péde-se
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estimar que 50% dos espermatozoides tinham cessado o0 movimento em 23,65s
apos a ativacdao com agua destilada. Para o S. parahybae, Sanches et al. (2010b)
observaram subjetivamente que 50% dos espermatozdides cessaram a
movimentacdo em 39,74+3,55s. Diante destas diferencas, sugere-se que o
modelo proposto pode ser aplicado em futuros experimentos destinados a
qualidade seminal e a validagdo de métodos subjetivos, além de estimativas da

motilidade espermatica em tempos distintos apds sua ativacao.

A partir das correlacdes entre os parametros espermaticos avaliados
sugerem-se duas hipéteses: (i) Correlacao inversamente proporcional entre a taxa
de motilidade e o nimero de espermatozoides. Esta correlacdo pode representar
gque quanto mais espermatozéides no campo de visualizagcdo, maior € a
probabilidade de colisbes e, consequentemente, os espermatozoides moveis
serdo desconsiderados das andlises e/ou a menor motilidade se deve ao maior
namero de espermatozoides parados no campo de visualizacdo. (ii) Correlacdes
inversamente proporcionais entre o nimero de espermatozoides e 0s parametros
de velocidade, sugerem que com menor velocidade, menos espermatozoides
saem do campo de visualizagdo e, consequentemente, sdo considerados nas

anéalises.

Logo, se os espermatozoides foram considerados nas analises, as altas
concentracbes de espermatozoéides ndo provocaram a reducao da motilidade por
colisbes e sim, pelo maior nUmero de espermatozoides estaticos presentes no

campo de visualizag&o do programa.

Para zebrafish a utilizacdo de 6 a 344 espermatozdides no campo de
visualizagcdo nao influenciou os pardmetros de motilidade, apesar disso,
concentragcbes extremamente altas ou baixas podem interferir nas avaliagbes
espermaticas e devem ser evitadas em analises computadorizadas (Wilson-Leedy

& Ingermann 2007).

Babiak et al. (2006) verificaram para o Hippoglossus hippoglossus que a
concentracdo espermatica teve correlacdo inversamente proporcional com a
MOT, VCL, VSL e Linearidade e, relacdo proporcional com o percentual de
espermatozoides de movimentos lentos e estaticos. Para evitar que a
concentragcdo de espermatozoides interferisse nas andlises computadorizadas, 0s

autores descartaram as imagens que apresentaram o0 nlmero de
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espermatozdides superior a 200 por campo de visualizacdo. Apesar deste
procedimento ser aplicado & uma espécie marinha, ele pode ser uma alternativa
na rotina de avaliacdo espermatica computadorizada em peixes de agua doce a

fim de evitar possiveis erros nas analises.

4.7) Conclusao

A implantacdo de sistemas computadorizados em andlises espermaticas
em peixes esta se tornando pratica de rotina em investigagcbes, entretanto, a
aquisicdo de softwares comerciais € relativamente dispendiosa, desta forma, a
utilizacdo do pacote CASA free (plugin CASA/Imaged) é uma Gtima ferramenta
para descrever o comportamento dos espermatozoides. No presente experimento,
observou-se que o CASA free é um método eficiente, exato e objetivo na
avaliacdo dos parametros espermaticos em surubim-do-paraiba,
Steindachneridion parahybae. Além disso, observou-se que as analises
espermaticas utilizando objetiva de 40x devem ser realizadas utilizando-se 25 ou
50 imagens. A melhor qualidade espermética foi observada imediatamente apds
a ativacdo com agua destilada e ap6s 50s quase todos os espermatozéides
pararam seu movimento. Este comportamento pode ser representado pelo

modelo nao linear y=100/1+0.0210*exp®16334,
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5) ARTIGO 02: DOSE INSEMINANTE E VOLUME DE AGUA
APLICADA A FERTILIZACAO ARTIFICIAL DE

Steindachneridion parahybae
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DOSE INSEMINANTE E VOLUME DE AGUA APLICADA A FERTILIZAC}AO
ARTIFICIAL DE Steindachneridion parahybae

5.1) Resumo

Objetivou-se avaliar doses inseminantes e volume de agua sobre os valores das
taxas de fertilizacdo, eclosédo e larvas normais em Steindachneridion parahybae.
Foram utilizados gametas provenientes de quatro reprodutores, dois machos
(1,95+0,50kg) e duas fémeas (2,30+0,42kg). A taxa de motilidade (87,10+£6,67%)
e concentracdo espermaética (1,696x10'%espermatozéides mL™) foram avaliadas
antes da realizagao do ensaio de fertilizagdo. Para tanto, realizou-se a coleta do
sémen (26,80+7,07mL) antes que os ovdcitos (287+7ovdcitos g™). Estimou-se a
quantidade de espermatozéides méveis (1,477x10% células mL™) e o volume de
sémen necesséario para a aplicacdo das doses inseminantes, utilizando-se um
delineamento experimental fatorial (4x4), com quatro doses inseminantes:
1,0x10% 1,0x10° 1,0x10°% 1,0x10’espermatozéides ovécito™ e quatro volumes de
agua: 1; 35; 65 e 95mL de agua g de ovocitos em triplicatas (n=48). Cada
incubadora (1,5L de volume util) contendo 1g de ovdcitos foi considerada como
uma unidade experimental. Os valores das taxas de fertilizacdo (FER), eclosao
(ECL) e larvas normais (LN) foram submetidos a andlise de superficie de resposta
ao nivel de 5% de significancia. Interacfes significativas (P<0,05) para FERT e
efeito quadrético (P<0,05) para ECL foram verificadas. As dosagens e 0s volumes
aplicados nao influenciaram no percentual de LN (87,70+5,06%). As melhores
FER foram encontradas por meio da aplicacdo de 5,4x10%spermatozéides
ovécito em 1mL de agua g de ovécitos e 6,4x10%espermatozéides ovécito™ em
95mL de 4gua g de ovécitos. Os maiores valores ECLOS foram observados na
aplicacdo de 5,5x10%spermatozoides ovécito™ entre 1mL e 95mL de agua g™ de
ovécitos. Recomenda-se a aplicacdo de 5,5x10°espermatozéides ovécito™ e a
utilizacéio de 1mL de &gua.g™ de ovécitos no procedimento de fertilizac&o artificial
in vitro. Estes resultados permitiram desenvolver novas estratégias

biotecnolégicas aplicadas na conservacédo do S. parahybae.

Palavras chave: espermatozoides, ovocitos, peixe de agua doce, reproducao

artificial, sémen, surubim-do-paraiba
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INSEMINATING DOSE AND WATER VOLUME APPLIED TO THE ARTIFICIAL
FERTILIZATION OF Steindacneridion parahybae

5.2) Abstract

The aim of this study was to assess insemination doses and water volume upon
the fertilization, hatching rates and percentage of normal larvae in
Steindachneridion parahybae. Gametes from four breeders were used, two males
(1.95+0.50kg) and two females (2.30£0.42kg). The motility rate (87.10+£6.67%) and
sperm concentration (1.696x10'spermatozoa mL™) were evaluated before the
fertilization trials, so, the collection of semen (26.80£7.07mL) was carried before
than oocytes (287+7o0ocytes g'). Was estimated the number of motile sperm
(1.477x10"° cells mL™?) and semen volume necessary for the implementation of
insemination, using a factorial experimental design (4x4) with four insemination
doses: 1.0x10%, 1.0x10°, 1.0x10° 1.0x10” spermatozoa oocyte™ and four volumes
of water: 1, 35, 65 and 95ml of water g of oocytes in triplicates (n=48). Each
incubator (1.5L of useful volume) with 1g of oocytes was considered as an
experimental unit. The fertilization, hatching rates and percentage of normal larvae
were analyzed by response surface at 5% significance level. Significative
interactions (P<0.05) to fertilization rates and quadratic effect (P<0.05) to hatching
rates were observed. The doses and volumes did not influence the percentage of
normal larvae (87.70+5.06%). The best fertilization rates were found at
5.4x10%°spermatozoa oocyte® in 1 ml of water g’ of oocytes and
6.4x10°spermatozoa oocyte™ in 95ml of water g of oocytes. The highest hatching
rates were observed at 5.5x10°spermatozoa oocyte™ in 1ml or 95ml of water g™ of
oocytes. It is recommended that the usage of 5.5x10° spermatozoa oocyte™ and
using 1mL of water g* of oocytes during in vitro fertilization procedure. These
results allowed us to develop new biotechnological strategies applied to the
conservation of S. parahybae.

Keywords: sperm, oocytes, freshwater fish, artificial reproduction, semen,

surubim-do-paraiba
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5.3) Introducéo

O surubim-do-Paraiba, Steindachneridion parahybae (Siluriformes:
Pimelodidae), € um bagre endémico da bacia do rio Paraiba do Sul (Garavello
2005). O estoque pesqueiro desta espécie no ambiente natural sofreu grandes
reducbes desde a década de 1950 (Machado and Abreu 1952, Hilsdorf and
Petrere Jr 2002, Caneppele et al. 2009) principalmente devido a pesca
desordenada e a¢bes antrOpicas, como construcdes de barragens e excesso de
poluicdo (Araujo et al. 2009). Atualmente, o S. parahybae € uma espécie de peixe
gue se encontra na lista vermelha dos animais brasileiros ameacados de extingao
(MMA 2008), sendo considerado regionalmente extinto no estado de S&o Paulo
(PAN 2011).

Caneppele et al. (2009) realizaram a reproducéo artificial do surubim-do-
Paraiba por meio de agente indutores, sendo empregada a fertilizacéo artificial a
“seco” (lhering 1937). Os autores verificaram a ovulacdo no periodo de 250 horas-
grau com 85% ovacitos fertilizados. Estes resultados preliminares vém sendo
utilizados em programas de recuperacdo da ictiofauna local (Honji et al. 2009,
Araldjo 2011). Entretanto, estudos de caracterizacdo dos gametas e manejos
reprodutivos durante o processo de fertilizacao artificial, bem como as biotécnicas
reprodutivas em cativeiro desta espécie SAo necessarios para maximizar o
sucesso reprodutivo e contribuir para sua preservagao. Estes podem contribuir
diretamente para o0 uso racional de gametas aumentando 0 sucesso da
propagacéo artificial, como no caso da aplicacdo de doses inseminantes
(Rurangwa et al. 2004).

Doses inseminantes foram aplicadas com sucesso em outras espécies de
peixes nativos sul-americanos, proporcionando condicbes adequadas para
promover a maxima fertilizagdo, a exemplo do Salminus brasiliensis (Sanches et
al. 2009, Weingartner 2010), Rhamdia quelen (Bombardelli et al. 2006), Brycon
insignis (Shimoda et al. 2007) e Piaractus mesopotamicus (Sanches et al. 2011a).
A aplicacdo de doses inseminantes adequadas durante os procedimentos de
fertilizacdo artificial apresenta importantes implicacbes, tais como, maiores
valores das taxas de fertilizacdo, otimizacdo de gametas e reprodutores e, serve
de base em programas de criopreservacao, possibilitando o descongelamento
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somente da quantidade de espermatozoides necessaria para fertilizar a
quantidade de ovdcitos desejada (Fogli da Silveira et al. 1988, Rurangwa et al.
1998, Chereguini et al. 1999, Bombardelli et al. 2006, Sanches et al. 2009,
Sanches et al. 2011a, Yasui et al. 2009).

Diante disso, objetivou-se avaliar as doses inseminantes versus volume de
adgua sobre os valores das taxas de fertilizacdo, eclosdo e larvas normais em

Steindachneridion parahybae, mantidos em viveiros escavados.

5.4) Material e Métodos

5.4.1) Local e selecao dos reprodutores

O experimento foi conduzido na Estacéo de Hidrobiologia e Aquicultura da
Companhia Energética de Sdo Paulo - EHA/CESP, Paraibuna/SP/BR (Anexol-B)
(23°24’54”S; 45°35'52”W), utilizando-se reprodutores de S. parahybae
provenientes de ambiente natural (FO) e de reproducdo induzida realizada na

prépria estacao a partir de exemplares selvagens (F1).

Os peixes foram mantidos em dois tanques escavados revestidos de
concreto e fundo de areia (200m?), receberam racdo comercial extrusada para
peixes carnivoros, com 40% de proteina bruta na propor¢cdo de 5% da biomassa
semana’, sendo & refeicéo fornecida em duas por¢des as 08h00min e 16h00min

em trés dias da semana.

No periodo reprodutivo (out-fev/2011-2012) foram selecionados
reprodutores aptos a desova no préprio tanque (Anexol-C) a partir de leve
pressdo abdominal. Selecionou-se machos apresentando liberacdo de sémen e
fémeas com ventre ligeiramente abaulado (Anexol-D) e com liberagdo de uma
pequena parcela de ovocitos de tamanho uniforme (Caneppele et al. 2009). Além
disso, nas fémeas, realizou-se a retirada de uma pequena parcela de ovécitos por
meio de bidpsia, empregando-se um cateter de 2,0mm e succao (Anexol-E), esta
parcela foi imersa em solucao de serra (Lemanova and Sakun 1975) para afericao

do percentual de ovécitos com vesicula germinal migrada (265% de nucleo
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periférico) (Anexol-F, G). Selecionaram-se oito fémeas (1.350+661g), sendo
quatro FO e quatro F1 e seis machos FO (1.659+5509). Apdés a sele¢do, as fémeas
foram transferidas para o laboratorio e mantidas em aquarios (500L) dotadas de
aeracdo, durante 26h (tempo transcorrido entre a primeira dosagem hormonal e a
coleta dos ovécitos). Os machos foram transferidos para um tanque revestido de
concreto (12m?) préximo ao laboratério com renovacéo constante de 4gua (3.600L
h™). A 4gua utilizada para a estocagem e manejo dos reprodutores, fertilizagéo e

incubacédo de ovos foi proveniente do reservatorio da CESP de Paraibuna/SP.

5.4.2) Inducao hormonal

Foi realizada inducdo hormonal das fémeas (Anexol-H) por meio da
aplicacdo de extrato bruto de hipdfise de carpa (EBHC) com duas doses, a
primeira de 0,5mg de EBHC kg* e a segunda de 5,0mg de EBHC kg’ em um
intervalo de 12 horas, diluidas em soro fisiolégico (0,9% NaCl) conforme
Caneppele et al. (2009). As aplicacbes foram realizadas na parte superior da
nadadeira dorsal, intramuscular. Os machos ndo foram submetidos ao processo

de inducdo hormonal (Caneppele 2011).

5.4.3) Coleta e avaliacdo de caracteristicas seminais

Para a coleta do sémen, os peixes foram contidos e secos (panos e papel
toalha) e submetidos a pressao abdominal no sentido céfalo-caudal. A primeira
gota de sémen foi desprezada para evitar possivel contaminagdo com urina. O
restante de sémen foi coletado em tubos de ensaio graduados (x0,1 mL) e,
posteriormente conservados a temperatura ambiente (=25°C) durante uma hora
(tempo necessario para a avaliagdo dos parametros esperméticos e realizacdo da
fertilizacdo artificial). No momento da liberacdo do sémen evitou-se a

contaminacgao das amostras com sangue e urina.

Apébs a coleta seminal, realizou-se de cada macho, uma avaliacdo prévia

de motilidade subjetiva sobre a qualidade espermatica conforme Sanches et al.

Caunesp 69



Doutorando — Eduardo Ant6nio Sanches Orientadora — Elizabeth Romagosa

(2009). Foram selecionados para o0 experimento, sémen proveniente de dois
machos (1.950+495g) que apresentavam acima de 80% de motilidade.

ApoOs a escolha dos machos, realizaram-se analises de concentracdo
espermatica e analises de motilidade espermatica computadorizada conforme
Sanches et al. (2010). Estes resultados foram empregados para estimar as
dosagens de sémen em fungdo da quantidade de espermatozoides moveis. Além
disso, avaliou-se a taxa de alteracbes morfoloégicas e de sobrevivéncia

espermatica.

Para mensuracdo da concentracdo esperméatica foram utilizadas duas
amostras, em cada uma utilizou-se 5 yL do sémen diluido em 5.000 uL de formol
salino tamponado, resultando em uma diluicho de 1:1.000. Uma céamara
hematimétrica de Neubauer (espermatozéides mL™) foi utilizada para a contagem

de células esperméticas (Sanches et al. 2011b).

Do mesmo sémen fixado em formol salino foram preparadas trés laminas
com espermatozoides corados com rosa de bengala (Streit Jr. et al. 2004) para
avaliar as possiveis alteracbes morfoldégicas dos espermatozéides. Para tanto,
adaptou-se a metodologia empregada por Streit Jr. et al. (2006) e Bombardelli et
al.  (2010) para confeccago de laminas. Utilizou-se 500uL de
espermatozoides+formol salino tamponado (diluicdo 1:1000 de
espermatozoides:fixador) foram mantidos em tubos eppendorf (1,5 mL) e
posteriormente, adicionou-se 10uL de corante. Apdés homogeneizagao, 10uL de
fixador+espermatozoides+corante foram acrescentados em uma extremidade da
lamina de vidro. A lamina foi elevada obliquamente ao angulo de 45° para
deslizamento desta goticula até outra extremidade. As laminas foram secas ao ar
livre e apds 24h, analisadas em microscépio de luz (obj. 40x) (Hafez and Hafez
2004), com avaliagcéo de 200 espermatozoides (CBRA 1998) (Anexo 2-G, H, I).

A avaliacdo da viabilidade espermatica foi realizada pelo método de
coloracdo eosina-nigrosina (Adaptado de Blom 1950), utilizando-se 30uL de
sémen, 90uL de eosina amarela (3%) e 90uL de nigrosina (5%). Vinte e quatro
horas ap0s o processamento das laminas, 200 espermatozdides (CBRA, 1998)
foram analisados em microscoépio de luz (obj. 40x) (Sanches et al. 2009), sendo
considerados mortos 0os espermatozoides corados e vivos o0s incolores (Kavamoto
and Fogli da Silveira 1986).
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As avaliacdes da motilidade espermética pelo método computadorizado
foram realizadas conforme descrito por Wilson-Leedy and Ingermann (2007) e
Sanches et al. (2010) utilizando-se softwares livres. O processo de ativagdo foi
realizado em tubos tipo eppendorf (1,5mL), utilizando-se 1uL de sémen e 1.000uL
de agua proveniente do sistema de incubacdo. As imagens foram obtidas através
da utilizagdo de um microscopio de luz trinocular Nikon (modelo e50i) previamente
focado (obj. 10x) acoplado com uma camera Prosilica GE680c
(http://www.alliedvisiontec.com), conectada ao computador (intel core i7° CPU 2,3
GHz, 4Gb de Ram), sistema operacional Microsoft Windows 7. Os videos foram
capturados pelo software AVTUniversalPackage a 101fps (640x480 pixels) em
formato *.avi, editados no software VIRTUALDUB-1.9.0 (virtualdub.org), e
exportados como sequéncia de imagens em formato *.jpg, para um diretorio
especifico. As imagens correspondentes foram abertas, editadas no IMAGEJ
(National Institutes of Health, USA, http://rsbweb.nih.gov/ij/) e compiladas por
meio do plugin CASA (University of California and Howard Hughes Medical
Institute, USA, http://rsbweb.nih.gov/ij/plugins/casa.html).

O processamento dos videos foi realizado baseado na descricdo dos
componentes necessarios para a utilizacdo do aplicativo CASA por meio de
software livre (Wilson-Leedy and Ingermann 2006), entretanto, as configuracdes
utilizadas foram adaptadas para espécie. Os parametros espermaticos obtidos a
partir de quatro réplicas foram: taxas de motilidade (MOT), velocidade curvilinear
(VCL), velocidade média do deslocamento (VMD), velocidade em linha reta (VLR),
retilinearidade (RET) e progressao (PROG).

5.4.4) Coleta e avaliagédo de ovocitos

Os ovocitos foram coletados apos um periodo de 320 horas-grau (13,9h a
23°C), sendo registradas a partir da ultima aplicacdo hormonal (Caneppele et al.
2009). A coleta foi realizada por meio de extrusdo, que consiste na massagem
abdominal no sentido encéfalo caudal (Anexo 1-J). Os ovdcitos foram coletados
em almofariz de porcelana e, posteriormente, pesados (£0,1g) para a estimativa

do numero de ovdcitos produzidos por grama de fémea. Todavia, para a
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estimativa do numero total de ovdcitos em cada unidade experimental foi
realizada a contagem de quatro sub-amostras de um grama de ovdcitos de cada

fémea.

ApoOs a extrusdo dos ovocitos, utilizou-se como pré-requisito, uma afericao
subjetiva (macroscoépica) da qualidade, com relacdo a uniformidade no tamanho,
cor amarela e auséncia de sangue. Diante disso, utilizaram-se ovdcitos
provenientes de duas fémeas FO (2.300+424Q). A seguir, 30 gramas de ovdcitos
das duas fémeas foram homogeneizados, dando origem a uma amostra composta
“‘pool” de ovécitos que posteriormente foi empregada ao experimento de
fertilizacdo. Uma parcela de 1g de ovdcito foi submetida a imersdo em solugéo de
Gilson (Simpson 1951) para avaliacdo do diametro dos ovdcitos
(estereomicroscopio, 20x). Para a fertilizacdo, foram empregadas quantidades de
ovOcitos pré-estabelecidas por peso (1g) em cada unidade experimental (Anexo
1-K).

5.4.5) Delineamento experimental

As doses inseminantes (espermatozoéides ovécito™) e volume de agua (mL
g’ de ovécitos) empregadas foram determinadas por meio da realizacdo de trés
ensaios pilotos.

Os gametas selecionados foram distribuidos em um delineamento
experimental fatorial 4x4. Os tratamentos foram compostos por quatro doses
inseminantes de 1,0x10% 1,0x10° 1,0x10° e 1,0x10’espermatozéides ovécito™,
quatro volumes de agua de 1, 35, 65 e 95mL de agua g de ovocitos e trés
réplicas (48 unidades experimentais). Foi considerada como uma unidade
experimental uma incubadora cénica (1,5L), contendo 1,0g (287+7 ovOcitos)
fertilizados com suas respectivas doses inseminantes e volume de agua. Para
minimizar o efeito do tamanho do recipiente em relacdo ao volume de agua
realizaram-se as fertilizacbes em diferentes copos plasticos com os seguintes
volumes de 50, 100, 150 e 250mL para os respectivos volumes de agua de 1, 35,

65 e 95mL g™ de ovécitos.
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5.4.6) Fertilizacédo Artificial

A fertilizacdo artificial dos ovocitos do S. parahybae foi realizada pelo
método a “seco” (lhering 1937) com homogeneizacdo dos gametas na auséncia
de agua. Posteriormente, a 4gua foi adicionada para ativacdo dos gametas com

as qualidades e quantidades pré-estabelecidas descritas acima.

Os gametas masculinos foram dosados com micropipetas automaticas
(Anexo 2-A), e os femininos, baseados na quantidade de ovocitos
correspondentes a 1g. O processo de fertilizacdo foi realizado em recipientes
plasticos de 50, 100, 150 e 250mL (Anexo 2-B), utilizando-se agua do sistema de

incubacéo artificial.

Apoés a adicao de agua, os recipientes plasticos foram agitados durante um
minuto e logo em seguida, os ovos foram transferidos para incubadoras
experimentais (1,5L) com fluxo de 4gua suficiente para movimentag&o dos ovos, e
distribuidas aleatoriamente em cinco sistemas de recirculagdo de agua de 300L
(Anexo 2-C, D, E, F) de modo que, quatro sistemas foram compostos por 10
incubadoras e um sistema com oito. A temperatura, pH, potencial de oxirreducao,
condutividade elétrica, oxigénio dissolvido, saturacao de oxigénio e sélidos totais
dissolvidos da 4gua do sistema de incubac&@o foram monitorados trés vezes entre
o momento da fertilizacdo até a eclosdo total dos ovos em cada sistema de
recirculagdo. Para tanto, utilizou-se o aparelho multiparametro Horiba (Modelo U-
50).

Onze horas apos a fertilizacdo, correspondente ao final do movimento de
epibolia ou fechamento do blastéporo (Honji 2011) foram estimadas o percentual
de ovos fertilizados a partir da contagem de todos os ovos de cada unidade
experimental. Considerou-se ovos fertilizados, aqueles que se apresentavam
translucidos e com desenvolvimento embrionario aparentemente normal (Anexo
2-J) e os nao-fertilizados (=gorados, opacos ou brancos) (Anexo 2-K). Apés a
eclosdo dos ovos (1.320 horas-grau) estimaram-se os valores das taxas de

eclosdo, para tanto, todas larvas recém eclodidas de cada unidade experimental
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foram anestesiadas com benzocaina (50mg L™) (Anexo 2-M), para posterior

classificacdo em normais e anormais (Anexo 2-N) sob estereomicroscopio (10x).

5.4.7) Anédlises estatisticas

As possiveis influéncias das doses inseminantes (DI) e volumes de agua
(VA) sobre as variaveis respostas (VR) foram avaliadas por meio do modelo de

superficie de resposta:

VR=0+3; DI+3,V A++3;(DI*VA)+3,(DI)>+3s(VA)*+E

onde: di = constantes; € = erro com ~N(0, %)

Os parametros nao significativos (P>0,05) foram removidos
progressivamente nos termos de ordens superiores pelo método backward
stepwise. Os pressupostos foram seguidos conforme sugerido por Myers (1990) e
Quin & Keough (2002). As andlises foram realizadas utilizando-se o software
Statistica© (Stasoft 2005).

5.5) Resultados

As fémeas liberaram 73,55+7,00g de ovQcitos, correspondendo a
fecundidade de 9.418+2.6100vécitos kg™ de reprodutor. Logo apds a extrusdo, os
ovocitos apresentaram diametro médio de 1,70+0,07mm. Os parametros seminais
e espermaticos avaliados estdo apresentados na Tabela 1 e os parametros de

gualidade de agua na Tabela 2.
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Tabela 1. Parametros seminais e espermaticos em Steindachneridion parahybae
(médiatdesvio padrédo) (n=2).

Parametros Valores
Volume coletado (mL) 26,80+7,07
Volume relativo (mL kg™) 14,68+7,35
Taxa de motilidade (%) 87,10+6,69
Velocidade curvilinear - VCL (um s™) 132,71+11,99
Velocidade média de descolamento - VMD (um s™) 103,65+11,32
Velocidade em linha reta — VLR (um s™) 91,06+9,05
Retilinearidade - RET (%) 87,94+1,79
Progressdo — PROG (um) 3.870+372
Concentracdo espermatica (espermatozéides mL™?)  1,70x10%
Espermatozoides vivos (%) 88,83+4,86
Espermatozoides normais (%) 52,4941 .54

Tabela 2. Parametros mensurados da qualidade de agua empregada na
fertilizacdo de ovocitos e incubacdo dos ovos de Steindachneridion parahybae
(médiatdesvio padréo) (n=3)

Parametros Valores
Temperatura (°C) 22,96+0,41
pH 7,07+0,17
Potencial de oxirreducdo (ORPmMV) 308,07+13,08
Condutividade elétrica (mS cm™) 0,04+0,03
Oxigénio dissolvido (mg L™) 6,19+0,47
Saturacao de oxigénio (%) 74,0615,46

Sélidos totais dissolvidos (g L* TDS)  0,03+0,02

Os valores das taxas de fertilizacdo apresentaram efeito interativo (P<0,05)
das doses inseminantes e volume de &gua aplicado (Figura 1). Os maiores
valores podem ser verificadas na aplicacdo das doses inseminantes de
5,4x10%spermatozdides ovécito® em 1,0mL de &gua.g® de ovdcitos até
6,4x10%spermatozéides ovécito™ em 95,0mL de agua.g™ de ovécitos (Figura 1).
Em volumes intermediarios (x), os maiores valores das taxas de fertilizagdo
podem ser obtidos na dose inseminante (y) obtida conforme a equacgao
y=5.423.431,90+10.674,42*x (Figura 1).

Os valores das taxas de eclosdo apresentaram comportamentos
semelhantes as taxas de fertilizagdo, entretanto, ndo foi verificada interacdo entre
as doses inseminantes e o volume de agua, apenas efeito quadratico (P<0,05)
(Figura 2). As maiores taxas de eclosdo foram encontradas na dose inseminante

de 5,5x10°espermatozéides ovécitos™ independentemente do volume de agua
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(Figura 2). Assim como notado para as taxas de fertilizagdo, o menor volume de

agua também promoveu as maiores taxas de eclosao (P<0,05) (Figura 2).

Figura 1. Valores das taxas de fertilizacdo (Fert) de S. parahybae com relacéo as
diferentes doses inseminantes versus volume de agua. Esquerda — representacéo
gréafica em 3D. Direita — representacdo grafica em 2D. Espermatozoéides ovdcito™
(spz ovc™). r2=77,47%

Figura 2. Comportamento dos valores das taxas de ecloséo (Eclos) de S.
parahybae com relacao as diferentes doses inseminantes versus volume de agua.
Esquerda — representacédo grafica em 3D. Direita — representacéo grafica em 2D.
Espermatozéides ovécitos™ (spz ovc™?). r2=72,29%.

O porcentual de larvas normais ndo apresentou efeito da dose e volume

(P>0,05), entretanto, apresentaram meédias de 87,70+5,06%.
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5.6) Discussao

A producdo espermatica verificada foi superior as verificadas para a
mesma espeécie por Caneppele (2011) e as caracteristicas espermaticas
computadorizadas foram superiores as verificadas por Sanches et al., (2011c)
para sémen in natura e por Araujo (2011) para sémen criopreservado, sendo,
portanto, satisfatorias para reproducao artificial realizada em rotinas laboratoriais.
A producdo de ovos e o diametro foram semelhantes aos encontrados por
Caneppele et al. (2009), com producdo entre 9.000 e 10.000ovoécitos kg™ de

fémea e diametro em torno de 1,90mm.

O comportamento dos valores das taxas de fertilizacdo e eclosao
observadas no presente experimento foi diferente aos encontrados em outras
espécies de peixes nativos sul-americanos. Para o Brycon insignis, Shimoda et al.
(2007) observaram um comportamento de plateau dos valores das taxas de
fertilizacdo a partir da dosagem de 3,1x10°espermatozéides ovécito™. Sanches et
al. (2009), observaram para o Salminus brasiliensis, um comportamento
quadratico, com melhores doses na aplicacdo de 3,1x10%espermatozéides
ovécito™. Para o Piaractus mesopotamicus, Sanches et al. (2011a) constataram
influéncia nos valores das taxas de fertilizacdo apenas em super dosagens
seminais. Os autores verificaram que a dose inseminante de
7,0x10’espermatozéides ovécito™ reduziu os valores das taxas em comparacéo as
dosagens entre 7,0x10° a 7,0x10°espermatozdides ovécito™. Também verificaram
gque o volume de &gua influenciou nas taxas, sendo que pouca agua no
procedimento (0,5mL mL™ de ovécitos) influencia negativamente nos valores das
taxas de fertilizacéo e a utilizagéo de 15 a 60mL mL™ de ovdcitos néo interferiu. A
utilizacdo de grandes quantidades de agua em procedimentos de fertilizacédo
artificial também foi relatada por Weingartner (2010) para o S. brasiliensis,
aumentando quatro vezes as taxas de fertilizacdo na aplicacdo de 50 ao invés de
10mL 10g™ de ovécitos. A utilizagéo de grandes quantidades de 4gua pode ajudar
na diluicdo de algum componente tdxico, como por exemplo, magnésio, calcio e
potassio (provenientes do fluido ovariano ou da utilizacdo de crioprotetores), que
em determinadas quantidades, podem proporcionar reducdo da qualidade

espermatica e consequentemente menor fertilizacao (Yasui et al. 2012).
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No presente experimento a utilizacdo de grandes quantidades de &gua
influenciaram negativamente os valores das taxas de fertilizagcéo e eclos&o, sendo
o volume de 1,0mL g™ de ovécitos mais recomendado. Possivelmente a utilizacdo
de grandes quantidades de agua diluiu excessivamente o meio inseminante, que
mesmo em grandes quantidades de espermatozoides, pode ter proporcionado
uma condicdo inapropriada para a entrada dos espermatozéides na micropila
(Chereguini et al. 1999, Sanches et al. 2009). Por outro lado a utilizacdo de pouca
agua pode comprometer a ativagcdo espermatica e posteriormente, as taxas de

fertilizac&o (Billard and Cosson 1992).

Observou-se que os melhores valores de fertilizacdo e eclosdo podem ser
obtidos na utilizacdo de dosagens seminais préximas a 5,5x10°espermatozéides
ovécito™. Entretanto, dosagens ideais podem variar conforme a qualidade dos
gametas (Bobe and Labbe 2010) e do procedimento empregado para a realizacao
da fertilizacado (Rurangwa et al. 2004).

Em geral, o tempo de ativacdo espermatica em peixes de agua doce é
curto, sendo outro fator que pode influenciar nos valores das taxas de fertilizacéo
(Cosson 2010). Para o S. parahybae Caneppele (2011) observou que o tempo
necessario para perda de movimentacdo de aproximadamente 50% dos
espermatozoides € de 38,76+0,74 segundos, sendo que em torno de um minuto
todos cessam o movimento. A utilizacdo de ativadores especificos pode garantir
maior tempo de movimentacdo espermatica para o S. parahybae (Araujo 2011),
entretanto, a influéncia destes sobre os valores das taxas de fertilizacdo é

desconhecida.

Além disso, outros fatores podem variar, como por exemplo, o diametro dos
ovoécitos, pois quanto maiores, mais espermatozoides sdo necessarios para
circundar o perimetro do ovoécito e atingirem micropila. Este fato pode ser
observado quando comparado com outras espécies, como por exemplo, o
Rhamdia quelen, que apresenta ovécitos com diametro meédio de 1,0mm (Pereira
et al. 2006) a 1,5mm (Amorim et al. 2009), 1.141ovécitos g™ e dose inseminante
minima de 8,9x10%espermatozéides ovécito™ (Bombardelli et al. 2006). Para esta
espécie Sanches et al. (2010) observaram em 15s pods ativacdo a VMD de
58,67+9,01um s e progressdo de 1.202,80+163,89um. Diferentemente do S.

parahybae, que apesar de apresentar ovocitos maiores, também apresentam
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maiores VMD e PROG e, mesmo assim, necessita de doses inseminantes
superiores, logo, mais estudos sdo necessarios para elucidar estes efeitos na

espécie.

Sabe-se que as velocidades curvilinear (VCL) e média de deslocamento
(VMD) séao fatores que interferem na fertilizacdo do S. parahybae (Araujo 2011). O
autor observou correlacao linear positiva entre estas velocidades e os valores de
fertilizacdo, indicando que espermatozoides mais rapidos apresentam maiores
chances de encontrar a micrépila antes de seu fechamento ou, antes de cessar
seu movimento. Com isso, sugere-se, que espermatozéides que apresentam
movimentos circulares apresentam maior capacidade de fertilizacdo. Esta
hipétese é corroborada por Tused et al. (2008), aos quais verificaram para
Oncorhynchus mykiss correlagdo positiva entre os valores das taxas de
fertilizacdo com a VCL e correlagdo negativa com a velocidade em linha reta
(VLR). Estes resultados indicam que os maiores valores de fertilizagdo podem ser
observados quanto menor a VLR, uma vez que a VLR é um indicativo de

retilinearidade (correlagcéo positiva) (Tuset et al. 2008).

Os valores das taxas de fertilizacao e eclosao verificadas a partir das doses
inseminantes e volumes de agua testados no presente experimento apresentam
importantes implicacdes na reproducdo artificial de surubim-do-Paraiba. Novos
estudos poderdo complementar a eficiéncia reprodutiva com a finalidade de
aproveitamento de material genético, maximizacdo dos reprodutores e emprego
de programas de criopreservacdo. Além disso, poderdo contribuir em estudos
voltados a caracterizacdo dos gametas e suas possiveis influéncias na

fertilizac&o.

5.7) Concluséao

De acordo com as caracteristicas seminais e espermaticas observadas no
presente experimento, as maiores taxas de fertilizagcdo de ovdcitos e eclosdo de
ovos de surubim-do-Paraiba, Steindachneridion parahybae, podem ser obtidas

utilizando-se a dose inseminante de 5,5x10°espermatozdides ovécito™ e o volume
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de agua de 1,0mL g* de ovécitos, correspondendo para cada 10g de ovécitos,
10mL de agua e 1,0mL de sémen.
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6) ARTIGO 03: ESTOCAGEM DE OVOCITOS DE Steindachneridion
parahybae EM DIFERENTES TEMPERATURAS
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ESTOCAGEM DE OVOCITOS DE Steindachneridion parahybae EM
DIFERENTES TEMPERATURAS

6.1) Resumo

Objetivou-se avaliar a temperatura e o tempo de exposicdo de ovocitos de
surubim-do-Paraiba, Steindachneridion parahybae sobre os valores das taxas de
fertilizacdo, eclosdo e larvas normais. Para tanto, realizaram-se dois ensaios: (1)
avaliou-se os valores das taxas de fertilizacdo de ovOcitos expostos nas
temperaturas de 5; 15; 28 (ambiente) e 35°C nos tempos apos a liberacdo de: 15
(controle), 115, 235 e 355min. com trés repeticdes cada; (2) avaliou-se os valores
das taxas de fertilizacdo, eclosdo e larvas normais de ovocitos expostos nas
temperaturas de 14, 17 e 20°C durante 20 (controle), 50, 80 e 110min. pos-
extrusdo. Foi considerado como uma unidade experimental uma incubadora
(1,5L) contendo 195+38 e 321+47 ovocitos para o0 1° e 2° ensaios,
respectivamente. Os ovocitos foram estocados em tubos eppendorfs (2,0mL),
para cada temperatura de exposi¢ao. Para o 1° ensaio verificou-se efeito (P<0,05)
quadratico para o tempo e temperatura de exposi¢cdo, com maiores taxas de
fertilizacdo constatadas na temperatura teérica de 17,25 C. Os maiores valores
das taxas de fertilizacdo (P<0,05) foram obtidos no tratamento controle (15min, 28
°C), com 74,34+5,48%, indicando perda de viabilidade em funcdo do tempo pés-
coleta. Para o 2° ensaio, foi observado reducao (P<0,05) das taxas de fertilizagao
nas temperaturas e tempos testados, entretanto, para as taxas de eclosdo em 110
minutos apenas a temperatura de 14°C proporcionou menores valores (P<0,05). A
temperatura de 14°C proporcionou reducao de larvas normais (P<0,05). Sugere-
se a fertilizacao artificial de ovocitos de S. parahybae logo apos sua coleta e, caso

haja a necessidade de estocagem, que seja realizada entre 17 e 20°C.

Palavra-chave: exposicdo de gametas, fertilizagéo artificial, larva, ovos, peixes,

surubim-do-paraiba
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STORAGE OF Steindachneridion parahybae OOCYTES IN DIFFERENT
TEMPERATURES

6.2) Abstract

The aim of this study was to evaluate the effects of temperature and incubation
period upon the storage ability of surubim-do-Paraiba, Steindachneridion
parahybae, oocytes, by means of fertilization, hatching and normal larvae rates.
Two experiments were performed: (1) evaluation of fertilization rates of oocytes
stored at 5, 15, 28 (environment) and 35°C during 15 (control), 115, 235 and
355min. after sampling (2) evaluation of fertilization, hatching and normal larvae
rates derived from oocytes stored at 14, 17 and 20°C for 20 (control), 50, 80 and
110min. after sampling. Each 1,5L incubator (containing 195+38 and 321+
4700cytes for the 1st and 2nd trials, respectively) was considered an experimental
unit. Oocytes were placed in 2.0mL minitubes eppendorfs for each experiment.
Was found a quadratic effect (P<0.05) of time and temperature of exposure for the
1st experiment. The highest values of fertilization rate (P<0.05) were obtained in
the control treatment (15 min, 28°C), with 74.34+5.48%, indicating decrease on
the viability at increasing of time post-collection. In addition, the highest rates were
found in the estimated temperature of 17.25°C. For the 2nd experiment, a
reduction (P<0.05) of fertilization rates was found in the temperatures and times
tested, however, for the hatching rates in just 110 minutes at a temperature of
14°C gave lower values (P<0.05). The temperature of 14°C caused a reduction of
normal larvae (P<0.05). It is suggested that the artificial fertilization of eggs of S.
parahybae is optimized immediately after collection and, if there is a need for

storage, which is performed between 17 and 20°C.

Key-words: artificial fertilization, egg, fish, gametes exposure, larva, surubim-do-

paraiba
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6.3) Introducéao

A utilizacdo da propagacao artificial € um dos principais aspectos para a
intensificacdo da producéo piscicola (Romagosa 2006). Para tal, devem-se utilizar
gametas de qualidade promovendo maxima fertilizacdo e, subsequentemente,
desenvolvimento normal do embrido (Bobe & Labbe 2010; Romagosa 2008). Uma
das formas de se determinar o potencial de desenvolvimento € estima-lo por meio
de medidas/estimativas diretas (tamanho, fertilizacdo, eclosdo, percentual de
larvas normais) (Bobe & Labbe 2010; Brooks et al. 1997; Coward et al. 2002).

De um modo geral, encontram-se poucas informacdes na literatura
mencionando o tempo de viabilidade ex situ dos gametas da ictiofauna neotropical.
O procedimento recomendado € a rapida homogeneizacdo dos gametas
(fertilizac&o artificial, por extruséo) baseada na hipétese de que os ovocitos e o
sémen podem perder a viabilidade ao longo do tempo (Sanches et al. 2011b;
2011c). Neste sentido, é importante conhecer os mecanismos de perda de
viabilidade e desenvolver métodos que garantam a longevidade dos gametas
visando a otimizacdo do uso racional dos reprodutores e das técnicas de
propagacéo artificial de peixes (Babin et al. 2007; Fornari et al. 2011; Rana 1995).

A temperatura € o principal fator que parece afetar a qualidade dos
ovOcitos estocados in vitro (Sanches et al. 2011b), sendo a estocagem realizada
em temperaturas proximas a zero para reduzir sua carga metabdlica (Rana 1995).
O resfriamento em curto-prazo é uma técnica simples, de custos reduzidos e
facilmente aplicados em sistemas comerciais de cultivo (Sanches et al. 2011b).
Além disso, possibilita 0 maximo aproveitamento dos gametas em ocasiées em
que ocorre assincronismo dos reprodutores apos utilizacdo de terapias hormonais
(Rana 1995).

O surubim-do-Paraiba, Steindachneridion parahybae (Siluriformes:
Pimelodidae), € um bagre cinza com pintas escuras ao longo do corpo (Anexol-
A), endémico da bacia do rio Paraiba do Sul (Garavello 2005). Esta espécie de
peixe vem sofrendo exploracdes desordenadas, desde a década de 50, onde
foram capturadas aproximadamente 2.000kg ano™® (Machado & Abreu 1952).

Atualmente, esta espécie encontra-se na lista vermelha da fauna brasileira
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ameacada de extingdo (IBGE 2009; MMA 2008) e é definida como umas das
espécies que esta em estado critico de extingdo (IBGE 2009), sendo considerada
regionalmente extinta no Estado de Sdo Paulo (Caneppele 2011; Hilsdorf &
Petrere Jr 2002; Honji et al. 2009). Assim, devem ser adotadas estratégias para a

propagacéao artificial, incluindo o manejo de gametas para a fertilizac&o in vitro.

O objetivo foi determinar o efeito de diferentes temperaturas e tempo na
estocagem de ovdcitos de S. parahybae estocados in natura.

6.4) Material e Métodos

O experimento foi conduzido na Estacéo de Hidrobiologia e Aquicultura da
Companhia Energética de S&do Paulo - EHA/CESP, Paraibuna/SP/BR
(23°24°54”’S; 45°35'52”W), utilizando-se reprodutores de S. parahybae selvagens
(FO) e provenientes de reproducédo induzida realizada na propria estacao a partir

de exemplares selvagens (F1).

Os peixes foram mantidos em dois tanques escavados revestidos de
concreto e fundo de areia (200m?), receberam racdo comercial extrusada para
peixes carnivoros, com 40% de proteina bruta na proporcao de 5% da biomassa
semana™, sendo a refeicéo fornecida em duas por¢des as 08h00min e 16h00min

em trés dias da semana.

Para avaliar os efeitos da temperatura sobre os ovocitos pos-extrusao
realizaram-se dois ensaios experimentais: 1°) quatro temperaturas durante 355
minutos; 2°) trés temperaturas durante 110 minutos. O segundo ensaio foi

realizado com intuito de complementar os resultados obtidos no primeiro.

No periodo reprodutivo (out-fev/2010-2011 e out-fev/2011-2012) foram
selecionados reprodutores aptos a desova no proprio tanque conforme Caneppele
et al. (2009). Nos machos verificou-se a liberacdo de sémen e as fémeas
avaliadas conforme caracteristicas externas como, ventre ligeiramente abaulado,
liberacdo de uma pequena parcela de ovdécitos apos leve pressdo abdominal.

Apos a selecao, os reprodutores foram transferidos para o laboratorio, onde foram
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pesados e separados em aquarios (500L), dotadas de aeracdo, permanecendo
neste ambiente durante o tempo de manipulagédo hormonal e extrusao (~24h).

Para o 1° ensaio utilizou-se uma amostra composta (pool) de ovécitos
provenientes de trés fémeas (1.400+£600g) sendo duas FO e uma F1 e trés
machos F1 (607+32g). Para o 2° ensaio foi utilizado outro pool de ovdcitos
provenientes de duas fémeas FO (2.450£212g) e de sémen de quatro machos FO
(2.133+635Q).

Apoés a pesagem, foi realizada a indu¢do hormonal das fémeas por meio de
aplicacdo de extrato bruto de hipdfise de carpa (EBHC) diluidas em soro
fisioldgico (0,9% de NaCl), em duas dosagens (0,5 e 5,0 mg de EBHC kg™), em
um intervalo de 12 horas (Caneppele et al. 2009). Os machos nao foram

submetidos ao processo de induc¢do hormonal (Caneppele 2011).

Os ovacitos foram coletados somente quando constatado facil liberacdo a
partir de leve pressdo abdominal. A coleta dos gametas foi realizada apds um
periodo de 240 (9,8h a 24,56+0,44°C) e 300 horas-grau (11,9h a 25,11+3,39°C),
para o 1° e 2° ensaio, respectivamente (Caneppele et al. 2009). As coletas foram
realizadas a partir de massagem abdominal no sentido cranio-caudal (por
extrusdo). A coleta do sémen foi realizada 15 minutos antes dos ovdcitos, a fim de

estimar sua qualidade (Sanches et al. 2011b).

A qualidade espermatica foi estimada por meio das andlises esperméticas
computadorizadas utilizando o software IMAGEJ (National Institutes of Health,
USA, http://rsbweb.nih.gov/ij/) por meio do plugin CASA (University of California
and Howard Hughes Medical Institute, USA,
http://rsbweb.nih.gov/ij/plugins/casa.html) conforme Wilson-Leedy & Ingermann
(2007) e Sanches et al. (2010). Os parametros dos valores das taxas de
motilidade, velocidade curvilinear, velocidade em linha reta e retilinearidade foram
avaliados em dois momentos, no inicio (imediatamente apds a coleta) e ao fim do
tempo de exposicdo dos ovocitos (correspondendo aos tempos de 375 e 120

minutos pos-coleta para o0 1° e 2° ensaios, respectivamente).

Além dos parametros espermaticos de motilidade, avaliou-se para cada
ensaio o volume de sémen liberado e a concentracdo espermatica utilizando-se a

contagem em camara hematimétrica de Neubauer (Sanches et al. 2011a)
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Para o 1° ensaio utilizou-se um delineamento experimental fatorial (4x3)
considerando-se a exposicdo dos ovdcitos apds a coleta nas temperaturas de 5;
15; 28 (ambiente) e 35°C nos tempos de 115; 235 e 355 minutos, além de um
tratamento controle constituido pela fertilizacdo artificial a 15 minutos apos a
extrusdo na temperatura ambiente de 28°C. Todas combinac¢des experimentais
foram realizadas em triplicata, totalizando 39 unidades experimentais. Foi
considerado como uma unidade experimental uma incubadora (1,5L) contendo
195+38 ovdcitos, fertilizados com 50uL de sémen e 5mL de agua do sistema de
incubacédo (25,95+1,72°C; 7,32+0,17 de pH; 6,30£1,00mg de oxigénio dissolvido
LY.

O 2° ensaio foi realizado utilizando os resultados obtidos no 1° ensaio, a
partir de entdo, determinou-se as temperaturas e 0s tempos testados no 2°
ensaio. Utilizou-se um delineamento experimental fatorial (3x3) considerando-se
as temperaturas de 14; 17 e 20°C e o tempo de exposi¢cdo dos ovocitos apds a
coleta de 50; 80 e 110 minutos, além de um tratamento controle constituido pela
fertilizacdo de ovacitos em 20 minutos apds a extrusao em temperatura ambiente
de 23°C (30 unidades experimentais). Foi considerado como uma unidade
experimental uma incubadora (1,5L) contendo 321+47 ovécitos, fertilizados com
100puL de sémen e 10mL de agua do sistema de incubacdo (22,07+0,28°C;
6,96+0,24 de pH; 6,89+0,34mg de oxigénio dissolvido L™).

Para cada tratamento foram utilizados ovécitos provenientes do “pool” dos
ovocitos fertilizados com o “pool” de sémen conservados a temperatura ambiente

durante o tempo de experimento.

Para o 1° ensaio utilizou-se como sistemas de resfriamento dois
refrigeradores contendo termostato (+1,0°C) um a 5°C e outro a 15°C. A
temperatura de 28°C foi utilizada a temperatura ambiente (interior do laboratorio).
Para o sistema de aquecimento com temperatura de 35°C foi utilizado um sistema
de termostato (x1,0°C) instalado em uma caixa de madeira e aquecido por meio
de lampada incandescente (240W). As temperaturas foram monitoradas
frequentemente, por meio de termémetros de mercurio (maxima e minima). Os
ovocitos foram adicionados em tubos eppendorfs (2,0mL) fechados e mantidos
em suportes de isopor e, posteriormente, submetidos aos seus respectivos

sistemas de controle de temperatura.
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No 2° ensaio utilizaram-se trés sistemas de resfriamento da agua composto
por caixas de isopor contendo agua e gelo. A temperatura foi mantida e
monitorada com auxilio de termémetro digital (maxima e minima) para os trés
sistemas. Neste caso, os ovocitos foram adicionados em tubos eppendorfs (2,0
mL), estes foram fechados e submersos em agua para exposicdo nas

temperaturas propostas.

O efeito das temperaturas de estocagem foi determinado apenas com base
nas estimativas dos valores das taxas de fertilizacdo dos ovocitos para o 1°
ensaio, sendo considerado como experimento piloto. Para o 2° ensaio, avaliou-se
os valores das taxas de fertilizacdo de ovadcitos, eclosdo dos ovos e percentual de

larvas normais.

Os percentuais de fertilizagdo obtidas no 1° ensaio foram submetidos a
andlise de regressdo do modelo de superficie de resposta. As possiveis
influéncias do tempo de exposicéo (T), temperatura de exposicéo (TE) e sobre as
taxas de fertilizacdo (TF) foram avaliadas por meio do modelo de superficie de

resposta:
TF=00+0,T+0,TE++05(T*TE)+0,(T)*+05(TE)*+E
onde: di = constantes; € = erro com ~N(0, %)

Os parametros de ordens superiores nao significativos (P>0,05) foram
removidos progressivamente pelo método backward stepwise. Em caso de efeito
significativo do modelo de superficie de resposta realizou-se derivadas parciais
(Quinn & Keough 2002) do modelo estatistico para obtencéo da linha de maximo.
Além da andlise de regresséo realizou-se para os valores das taxas de fertilizagéo
obtidas no primeiro ensaio, a analise de variancia fatorial (factorial ANOVA) ao
mesmo nivel de significancia e, em caso, de efeito aplicou-se o teste de

comparacao de meédias de Duncan.

As taxas de fertilizacdo, eclosdo e larvas normais obtidas no 2° ensaio foram
submetidas a analise de variancia de um fator (one-way ANOVA) ao nivel de 5%
de significancia, para tanto, considerou-se como um fator a combinagdo de
temperatura versus tempo de exposicdo. Em caso de efeito significativo aplicou-
se o teste de comparacédo de médias de Duncan ao mesmo nivel de significancia.

Os parametros seminais obtidos no inicio e no fim de cada ensaio foram
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submetidos a andlise de variancia de um fator (one-way ANOVA) ao nivel de 5%
de significancia e, em caso, de efeito aplicou-se o teste de comparacao de médias

de Duncan.

As andlises estatisticas foram realizadas pelo software Statistica© (Stasoft
2005). Os pressupostos foram checados nos residuos conforme sugerido por
Myers (1990) e Quin & Keough (2002).

6.5) Resultados

No 1° ensaio as fémeas liberaram 29,44+13,38g de ovdcitos, com 278
ovécitos g*, correspondendo & 6.145+2.200 ovécitos kg*. No 2° ensaio
constatou-se a liberacdo de 64,21+3,60g, com 294 ovécitos g™ correspondendo &
7.752+1.103 ovécitos kg™.

Observou-se o efeito do tempo apds coleta (P<0,05) apenas para a
velocidade curvilinear no 1° ensaio (Tabela 1). Para os demais parametros
esperméaticos nado foi verificado efeito (P>0,05) do tempo de exposicdo em

temperatura ambiente (Tabela 1).

As taxas de fertilizacdo obtidas no 1° ensaio apresentaram efeito
quadratico (P<0,05) para o tempo e a temperatura de exposicdo (Figura 1).
Observou-se que a temperatura teérica que proporcionou maiores resultados foi
de 17,25°C desde o inicio (tempo zero) e final de exposi¢cdo de 355 minutos
(Figura 1).
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Tabela 1. Parametros seminais e espermaticos (meédiatdesvio padrdo) de
Steindachneridion parahybae avaliados no inicio e no final dos dois ensaios
experimentais.

A Ensaio 01 Ensaio 02

Parametros — ; T X
Inicio Final01 Inicio Final02

MOT (%) 65,23+13,91 72,06+8,58 52,23+18,55 45,06+13,95
VCL (um s™h* 109,78+9,27% 88,05+6,32° 62,13+13,41 64,70+6,16
VLR (um s™) 73,18%6,22 60,42+11,01 26,25+6,07 28,49+6,72
RET (%) 89,22+2,25 92,28+1,54 83,71+3,64 82,25+4,39
VOL (mL) 7,63%3,90 10,15+4,49
CSPZ (spz mL™) 2,28x10° 34,68x10°

Inicio=imediatamente ap6s a coleta; Final0l=andlise realizada 375min ap6s coleta;
Final02=Analise realizada 120min apos coleta. *Letras diferentes na mesma linha indicam P<0,05
conforme com o teste de Duncan. MOT=taxas de motilidade, VCL=velocidade curvilinear,
VLR=velocidade em linha reta, RET=retilinearidade, VOL=Volume de sémen liberado,
CSPZ=concentra¢do espermatica, SPZ= espermatozoides.

No 1° ensaio os valores das taxas de fertilizagdo obtidas nos tempos
testados foram diferentes em relacdo ao controle (P<0,05), entretanto, a maior
reducdo da qualidade dos ovécitos € evidente em temperaturas extremas (5 e
35°C) (Figura 2). Apesar da maior reducédo dos valores de fertilizagdo em 115
minutos com relacao a temperatura de 28°C, a temperatura de 15°C proporcionou

maiores taxas no tempo de 235 e 355 minutos (Figura 2).

Para o 2° ensaio verificou-se o efeito (P<0,05) do tempo e temperatura
sobre a fertilizacdo (Figura 3), eclosdo (Figura 4) e larvas normais (Figura 5).
Constatou-se reducdo da fertilizacdo apds o inicio da exposicdo (50min) nas
diferentes temperaturas testadas, entretanto, observaram-se em 80min a 14°C
valores estatisticamente semelhantes aos do controle, assim como em 110min na

temperatura de 17°C (Figura 3).

As taxas de eclosdo apresentaram-se semelhantes entre os tratamentos
aplicados e o controle. Em 110 minutos de exposi¢cdo nas temperaturas de 17 e
20°C verificaram-se taxas iguais (P>0,05) quando comparadas ao tratamento
controle. Houve reducédo das taxas de eclosdo apos 110min de exposicdo dos
ovocitos quando submetidos a 14°C (Figura 4).

Para o percentual de larvas normais constatou-se que 14°C proporcionou
maiores percentuais de larvas defeituosas (P<0,05), entretanto, para 17 e 20°C os

valores foram iguais para os tempos testados (Figura 5).
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Figura 1. Superficie de resposta das taxas de fertilizacdo (Fert) de ovdcitos de
Steindachneridion parahybae em relacdo a temperatura de exposi¢ao durante 355
minutos. Esquerda — representacao grafica em 3D. Direita — representacéo grafica
em 2D.
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Figura 2. Taxas de fertilizagdo de ovécitos de Steindachneridion parahybae em
relacdo a temperatura de exposi¢do durante 355 minutos. Letras diferentes nas
colunas indicam (P<0,05) de acordo com o teste de comparacao de meédias de
Duncan.
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Figura 3. Taxas de fertilizacdo de ovécitos de Steindachneridion parahybae
expostos em trés temperaturas durante 110 minutos. Letras diferentes nas

colunas indicam (P<0,05) de acordo com o teste de comparacdo de médias de
Duncan.
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Figura 4. Taxas de eclosdo de ovos a partir de exposicdo de ovocitos de
Steindachneridion parahybae em trés temperaturas durante 110 minutos. Letras
diferentes nas colunas indicam (P<0,05) de acordo com o teste de comparacao de
meédias de Duncan.
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Figura 5. Taxas de larvas normais a partir de exposicdo de ovocitos de
Steindachneridion parahybae em trés temperaturas durante 110 minutos. Letras
diferentes nas colunas indicam (P<0,05) de acordo com o teste de comparacao de
médias de Duncan.

6.6) Discusséo

A producdo de ovocitos obtida no presente experimento foi inferior a
verificada por Caneppele et al. (2009) para o S. parahybae com producéo entre
9.000 e 10.0000vécitos.kg™. Entretanto, é sabido que a quantidade de ovdcitos de
peixes nativos sul-americanos pode variar conforme a época do ano, estadio de
maturacdo, estado nutricional e hormoénios utilizados nos reprodutores
(Romagosa 2008; 2010).

A produgcdo de sémen e concentragdo espermatica foi semelhante a
observada por Caneppele (2011) com exemplares de S. parahybae nao-induzidos
hormonalmente, com 9,39+1,19mL de sémen liberado e com concentracdo de
9,39x10°+0,88x10%espermatozéides mL™. Os parametros esperméticos avaliados
apresentaram resultados inferiores aos encontrados por Sanches et al. (2011d)
para o S. parahybae em sémen fresco, com 89,11+1,25%, 107,23+2,35um s,
77,08+3,56um s para motilidade, velocidade curvilinear e velocidade em linha

reta, respectivamente. Entretanto, estes resultados possivelmente néo interferiram
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no processo de fertilizacdo, visto que, mesmo com valores menores no inicio do
2° ensaio as taxas de fertilizacdo do controle foram superiores (85,37+6,16%).
Neste mesmo sentido, a reducao da velocidade curvilinear no 1° ensaio apés 375
minutos da coleta provavelmente, ndo influenciou sobre os valores das taxas de

fertilizag&o.

Os valores das taxas de fertilizagcdo obtidas no 1° ensaio reduziram em
funcdo do tempo pobs-coleta, e o0s maiores resultados foram obtidos
imediatamente apds a extrusdo. Caso haja necessidade de conservacdo dos
ovOcitos, estes devem ser estocados respeitando a linha tedrica de méaxima
fertilizacdo. Esta linha obtida no 1° ensaio sugere a temperatura tedrica de
17,25°C como temperatura indicada entre o tempo experimental testado,
corroborando os resultados do 2° ensaio, em que as temperaturas de 17°C e
20°C proporcionaram melhores condicdes para a exposicdo in natura dos
ovocitos. No 1° ensaio, embora a temperatura de 15°C ter proporcionado a
reducdo mais rapida dos valores das taxas de fertilizacdo em comparacdo a
temperatura de 28°C, ela proporcionou maiores valores a partir de 235 minutos
quando comparada com as demais. A temperatura de 35°C proporcionou rapida
queda dos valores das taxas de fertilizacdo indicando que em elevadas
temperaturas ocorre uma maior degradacdo dos ovocitos e, consequentemente,

reducado dos valores das taxas de fertilizacao.

Em outras espécies de peixes nativos sul-americanas foram constatadas a
relacdo da viabilidade ex-situ dos ovdcitos por curto prazo, como é o caso do
Salminus brasiliensis, que apresentou reducdo da viabilidade dos ovoécitos na
temperatura de 22,8°C apo0s 30 minutos de exposi¢cdo (Weingartner 2010). Além
disso, Weingartner (2010) observou que a qualidade dos ovdcitos provenientes de
diferentes fémeas interfere no tempo de viabilidade ex-situ, pois ovocitos
melhores apresentam maior resisténcia ao tempo de exposi¢cdo. Para ovocitos de
Prochilodus marggravii, Rizzo et al. (2003) verificaram que a temperatura de 26°C
promove maior viabilidade dos ovécitos do que em 18°C, bem como, a estocagem
ex-situ em relagdo a in-situ, entretanto, a partir de 60 e 30 minutos em 26°C e
18°C ocorre reducéo das taxas de fertilizacdo, respectivamente. Além disso, 0s
autores verificaram que as quedas da viabilidade em ambas as temperaturas nao

estdo relacionadas ao fechamento da micrépila, mas sim, as mudancas da
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organizagdo espacial dos filamentos do citoesqueleto dos ovocitos. Estas
mudancas nao interferem diretamente na fertilizacdo, mas prejudicam o
desenvolvimento embrionario, levando a morte. Os diferentes comportamentos da
viabilidade ex-situ de ovocitos in-natura para as diferentes espécies tropicais
podem estar relacionada as diferentes composi¢des citoquimicas dos ovécitos
que as espécies apresentam (Bazzoli & Rizzo 1990), entretanto, estudos devem

ser realizados para elucidar estes efeitos.

Diferentes resultados da exposicdo dos ovécitos a curto-prazo também
foram examinados em espécies de peixes temperados. Para ovocitos Psetta
maxima expostos em trés temperaturas e em diferentes condicbes contendo
oxigénio, ar atmosférico e antibidticos Suquet et al. (1999) nao verificaram
diferencas da temperatura para os valores das taxas de fertilizacao, entretanto, as
taxas de ecloséo foram ligeiramente superiores em temperaturas de 13 e 8°C ao
invés de 3°C. Em Cyprinus carpio (koi), Rothbard et al. (1996) observaram mais
de 50% de embrides e larvas vivas quando os ovécitos foram expostos durante 6h
em 22-24°C, engquanto que temperatura entre 6-9°C a sobrevivéncia néo
ultrapassou os 30%. Para ovdcitos de Acipenser persicus a temperatura de 18°C
apresentou condicdo de estocagem mais propicia ao invés de 4°C (Sohrabnezhad
et al. 2006). Apesar destes estudos indicarem alguns resultados satisfatorios,
contradicbes entre as metodologias empregadas na estocagem de ovécitos de
espécies temperadas e tropicais sao observadas, sendo que investigacfes
praticas e objetivas sd0 necessdrias para encontrar a condicao ideal de

estocagem para cada espécie.

A utilizacdo de fluido ovariano ou fluido artificial e adicdo de antibioticos
foram aplicados para obtencdo de relativo sucesso na preservacdo em curto
prazo de ovos de Oncorhynchus mykiss (Goetz & Coffman 2000; Holcomb et al.
2005; Niksirat et al. 2007). Entretanto, o efeito destes componentes sobre 0s
ovocitos de S. parahybae ainda é desconhecido e devem ser estudados a fim de

aumentar a viabilidade ex situ.

Sanches et al., (2011b) verificaram que o0s ovocitos expostos a 35°C
ficavam envoltos por um denso fluido, e quando submetidos a temperatura de
5°C, adquiriam o aspecto de desidratacdo. Os autores sugerem que durante o
processo de exposi¢cdo em 35°C, os ovocitos podem ter se degenerado, fechando
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a micrépila e impedindo a entrada dos espermatozoides. O ressecamento, por
sua vez, pode ter originado mudancas dos filamentos do citoesqueleto e,
posteriormente, interferido na fertilizacdo, como observado por Rizzo et al.,
(2003).

O percentual de larvas normais registradas no 2° ensaio foi menor em 14°C
do que em 17 e 20°C, indicando que as temperaturas mais baixas proporcionaram
menores taxas de eclosao, todavia, as larvas que eclodem apresentam-se com
menores valores das taxas de larvas normais e com menos chances de atingir a

fase adulta.

Visto que, o sémen ndo perde a qualidade em curto-tempo de exposicéo
em temperatura ambiente e, os ovocitos perdem rapidamente sua viabilidade
apos coleta, sugere-se em rotinas de reproducao artificial de S. parahybae a
realizacdo da coleta seminal antes que 0s ovacitos. Resultados fundamentais em
rotinas de reproducdo artificial da espécie, pois podem possibilitar maior
aproveitamento do material fertilizante, principalmente em laboratérios em que a
amplitude térmica durante o periodo reprodutivo seja ampla. Além disso, podem
ser aplicados em transporte a curtas distancias, em ocasides em que ndo ocorra
sincronia da ovulacédo e espermiacdo, e também, em rotinas experimentais com

inUmeras réplicas a serem realizadas ao mesmo tempo.

6.7) Concluséao

Os ovocitos de surubim-do-Paraiba, Steindachneridion parahybae, perdem
a qualidade ao longo do tempo apés a coleta sendo, portanto, recomendada a
fertilizagdo artificial imediatamente apos a coleta. Sugere-se a coleta do sémen
antes que os ovocitos. Caso haja a necessidade de estocagem de ovocitos, esta

deve ser realizada entre 17 e 20°C.
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7) ARTIGO 04: CARACTERISTICAS ESPERMATICAS DE Steindachneridion
parahybae AO LONGO DE 112 HORAS DE ESTOCAGEM EM QUATRO
TEMPERATURAS
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CARACTERISTICAS ESPERMATICAS DE Steindachneridion parahybae AO
LONGO DE 112 HORAS DE ESTOCAGEM EM QUATRO TEMPERATURAS

7.1) Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito da temperatura de estocagem de sémen de
Steindachneridion parahybae sobre a qualidade espermatica durante 112 horas
de exposicao in natura. O sémen proveniente de cinco machos foi distribuido em
um delineamento experimental em esquema fatorial (12x4). Os fatores foram
constituidos pelos tempos de exposicdo do sémen de: 0 (controle); 1; 2; 4, 8, 16,
24, 36, 48, 64, 88 e 112 horas pdés-coleta, nas temperaturas (MédiatDP) de
5,15+3,44; 12,92+1,61 24,38+1,68 e 34,90+1,09°C. Avaliaram-se 0s seguintes
parametros espermaticos do sémen proveniente de cinco machos: taxa de
motilidade (MOT), velocidade curvilinear (VCL), velocidade média de
deslocamento (VMD) velocidade em linha reta (VLR), retilinearidade (RET), taxa
de espermatozoides normais (NOR) e taxa de sobrevivéncia (SOB). Os
parametros VCL, VMD e VLR foram agrupados para formacdo da velocidade
espermética (VE) através da analise de componentes principais. Os parametros
avaliados apresentaram efeito (P<0,05) da temperatura e do tempo de exposicao.
Para os parametros, RET, NOR e SOB, foram observados efeitos interativos entre
a temperatura e o tempo (P<0,05) e para MOT e VE, observou-se efeito
quadratico dos fatores (P<0,05). Verificou-se entre os parametros avaliados,
correlacao linear de Pearson (P<0,05), indicando que MOT, VCL e RET sao bons
indicadores de qualidade espermética. Constatou-se que o procedimento de
resfriamento em temperaturas proximas a 5°C e aquecimento em temperaturas
proximas a 35°C é prejudicial aos espermatozoides de S. parahybae. Sugere-se,
caso haja a necessidade de estocagem de sémen por curto-periodo, que seja

realizado entre 15 a 25°C.

Palavras-chave: CASA, espermatozoide, estocagem a curto prazo, parametros

espermaticos, peixe; surubim-do-paraiba
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SPERM CHARACTERISTICS OF Steindachneridion parahybae ALONG 112
HOURS OF STORAGE AT FOUR TEMPERATURES

7.2) Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of temperature upon the storage of
semen from Steindachneridion parahybae. Semen from five males was allotted to
a factorial experimental design (12x4). The factors consisted of the semen storage
period: O (control), 1, 2, 4, 8, 16, 24, 36, 48, 64, 88 and 112 hours post-collection,
at temperatures (meanstSD) of 5.15+3.44, 12.92+1.61 24.38+1.68 and
34.90+1.09°C. The following sperm parameters were evaluated: motility rate
(MOT), curvilinear velocity (VCL), average path velocity (VAP) straight line velocity
(VSL), straightness (STR), the proportion of normal spermatozoa (NOR) and
survival (SOB). The VCL, VAP and VSL were grouped to formation of sperm
velocity (SV) by principal components analysis. All sperm parameters showed
effects (P<0.05) of temperature and exposure time. The parameters STR, NOR
and SOB, interactive effects between temperature and time (P<0.05) were
observed and for MOT and SV a quadratic trend was observed (P<0.05). MOT,
VCL, and STR correlated significantly with motility parameters and may be used
for the prediction of sperm quality. Additionally, cooling procedure at temperatures
around 5°C or heating at 35°C is detrimental for the sperm of S. parahybae. The

sperm quality is optimized immediately after sampling or stored between 15-25°C.

Key-words: CASA, fish, short-term storage, spermatozoa, sperm parameters;

surubim-do-Paraiba
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7.3) Introducgéo

A qualidade espermatica em peixes pode ser estimada com base nos
valores de motilidade, integridade de membrana, integridade de DNA,
anormalidades morfoldgicas, estoques energéticos (Fogli da Silveira et al. 1988;
Billard & Cosson 1992; Billard et al. 1995b; Perchec et al. 1995; Rurangwa et al.
2004; Tuset et al. 2008a; Tuset et al. 2008b; Fauvel et al. 2010; Mansour et al.
2011). Baseado na hipdtese que o espermatozoide perde qualidade ao longo do
tempo apoOs a coleta, sdo aplicados métodos de estocagem que garantam a
longevidade, proporcionando a otimizagdo do uso dos reprodutores e aumentando
a eficiéncia dos procedimentos empregados na propagacéao artificial (Rana 1995;
Marques & Godinho 2004; Babiak et al. 2006a; Sanches et al. 2011c).

A estocagem de sémen € frequentemente avaliada em peixes nativos por
se tratar de uma técnica simples, custos reduzidos e facilmente aplicados em
sistemas comerciais de cultivo (Marques & Godinho 2004; Romagosa et al. 2010;
Viveiros et al. 2010; Sanches et al. 2011c), podendo ser realizada do sémen in
natura (Luz et al. 2001; Carneiro et al. 2006; Sanches et al. 2011a; Sanches et al.
2011c), com suplementacdo de oxigénio (Marques & Godinho 2004), e com
adicao de diluidores especificos (Murgas et al. 2004; Maria et al. 2006; Oliveira et
al. 2007; Orfao et al. 2010; Viveiros et al. 2010). Além disso, a estocagem de
sémen por curto periodo possibilita 0 maximo aproveitamento dos gametas em
ocasides em que ocorre assincronismo dos reprodutores apés utilizacdo de
terapias hormonais (Rana 1995). Possibilita também o transporte de gametas do
campo para laboratérios e entre pisciculturas (Sanches et al. 2011c) e reduz a
necessidade de coletas seminais frequentes (Babiak et al. 2006b) principalmente,
em espécies de peixes ameacadas de extingdo (Mariante et al. 2011), comO € o
caso do surubim-do-Paraiba, Steindachneridion parahybae (Siluriformes:
Pimelodidae) (Caneppele 2011).

O S. parahybae é um bagre cinza com pintas escuras ao longo do corpo
(Anexol-A), endémico da bacia do rio Paraiba do Sul (Garavello 2005). Esta
espécie de peixe vem sofrendo exploracfes desordenadas, desde a década de 50
onde foram capturadas aproximadamente 2.000kg.ano™ (Machado & Abreu

1952). Atualmente esta espécie encontra-se na lista da fauna brasileira ameacada
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de extincdo (MMA 2008) e é definida como umas das espécies que estd em
estado critico de extingdo (IBGE 2009), sendo considerada regionalmente extinta
no Estado de S&o Paulo (Hilsdorf & Petrere Jr 2002; Honji et al. 2009). Diante
disso, objetivou-se avaliar o efeito de quatro temperaturas de estocagem ex situ

sobre as caracteristicas espermaticas de S. parahybae durante 112 horas.

7.4) Material e Métodos

O experimento foi conduzido na Estacéo de Hidrobiologia e Aquicultura da
Companhia Energética de S&do Paulo - EHA/CESP, Paraibuna/SP/BR
(23°24°54”’S; 45°35'52”W), utilizando-se reprodutores de S. parahybae de nove
anos de idade e provenientes de reproducdo induzida realizada na proépria

estacdo a partir de exemplares selvagens (F1).

Durante a fase que antecedeu o periodo reprodutivo, os peixes utilizados
no experimento foram mantidos em dois tanques escavados de paredes de
concreto e fundo de areia de 200m? e, receberam quantidades pré-determinadas
de racdo comercial extrusada para peixes carnivoros, com 40% de proteina bruta
na proporcdo de 5% da biomassa semana™, sendo & refeicdo fornecida em duas

porcdes as 08h00min e 16h00min em trés dias da semana.

No periodo reprodutivo (out-fev/2010-2011) foram selecionados no proprio
tanque cinco machos aptos a reproducéo (Anexol-C). Verificou-se a liberacéo de
sémen a partir de leve pressdo abdominal (Caneppele et al. 2009). Apos a
selecdo, os reprodutores foram transferidos para o laboratério, onde foram
pesados e separados em aquarios (500L), dotados de aeracdo constante. Os
peixes ndo foram submetidos ao processo convencional de indugdo hormonal
(Caneppele 2011). A coleta de sémen foi realizada individualmente por meio de
massagem abdominal no sentido cranio-caudal. Para tanto, os peixes foram
secos com panos e papéis toalha. A primeira gota de sémen liberada foi
descartada a fim de evitar contaminagdo com urina ou fezes. No primeiro sinal de
sangue a coleta foi interrompida, para evitar possiveis influéncias sobre os

tratamentos e lesdes aos reprodutores. Os parametros seminais avaliados foram
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o volume liberado, concentragcdo espermética e a osmolaridade do plasma

seminal.

O sémen proveniente dos cinco machos foi distribuido em um
delineamento experimental em esquema fatorial (12x4). Os fatores foram
constituidos pelos tempos de exposicdo do sémen de: 0 (controle); 1; 2; 4, 8, 16,
24, 36, 48, 64, 88 e 112 horas poés-coleta, nas temperaturas de 5,15+3,44;
12,92+1,61; 24,38+1,68 e 34,90+1,09°C (Tabela 1). O sémen proveniente de cada
macho foi considerado como réplica e os parametros espermaticos foram
avaliados em triplicata para cada macho. Apos iniciar o procedimento de
estocagem do sémen de um Unico macho, realizou-se a coleta seminal do
préximo macho, intercalando sequencialmente os horarios de analises. Para a
exposicao do sémen utilizaram-se microtubos eppendorfs de 1,5mL contendo
0,1mL de sémen para cada temperatura e instante (n total=225) constituindo uma
unidade experimental cada.

Tabela 1. Protocolo experimental empregado para exposi¢cdo de sémen in natura
de Steindachneridion parahybae ao longo de 112 horas em quatro temperaturas.

Temperaturas de exposi¢édo (°C) (médiatdesvio padrao)
Tempo (h) 5,15+3,44 12,92+1,61 24,38+1,68 34,90+1,09

0 X

1 X X X X
2 X X X X
4 X X X X
8 X X X X
16 X X X X
24 X X X X
36 X X X X
48 X X X X
64 X X X X
88 X X X X
112 X X X X

Tempo (h) — Tempo de exposi¢cdo do sémen; x - combinagdo dos fatores experimentais
utilizado em cada unidade experimental.

Nos ambientes de 5,15+3,44 e 12,92+1,61°C foram utilizados
refrigeradores contendo termostato para controle de temperatura. O valor médio

da temperatura de 24,38+1,68°C foi considerada a temperatura ambiente (interior
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do laboratorio). Para o sistema de aquecimento com temperatura de
34,90+1,09°C foi utilizado um sistema de termostato instalado em uma caixa de
madeira e aquecida por meio de lampada incandescente (240W). As
temperaturas foram monitoradas constantemente com a utilizacdo de termémetro
de mercurio (maxima e minima). O efeito da temperatura durante o tempo de
exposicdo foi mensurado com base nas taxas de espermatozoides normais,

sobrevivéncia e parametros de motilidade espermatica computadorizada.

O volume seminal liberado foi mensurado utilizando-se tubos de ensaio
graduados (10,0+0,1mL). A osmolaridade foi realizada utilizando-se plasma
proveniente de centrifugagdo (4000rpm durante 20min), por um osmoOmetro
microprocessado (modelo PZL-1000, PZL Tecnologia em Equipamentos). Para
mensuracdo da concentracdo espermatica foi utilizada uma amostra para cada
macho, para tanto, utilizou-se 5uL do sémen diluido em 5.000uL de formol salino
tamponado, resultando em uma diluicdo de 1:1.000. Uma camara hematimétrica
de Neubauer foi utilizada para a contagem de células espermaticas (Sanches et
al. 2011b).

Para avaliar as possiveis alteracdes morfolégicas dos espermatozoéides
(NOR) submetidos aos fatores experimentais fixou-se o sémen em formol salino
tamponado e, posteriormente, os espermatozoides foram corados com rosa de
bengala (Streit Jr. et al. 2004). Entretanto, adaptou-se a metodologia empregada
por Streit Jr. et al. (2006) e Bombardelli et al. (2010) para a confeccdo das
ldaminas. Para tanto, 500uL de espermatozéides+formol salino tamponado
(diluicdo 1:1.000 de sémen:fixador) foram adicionados em microtubo eppendorf
(1,5mL) e, posteriormente, adicionou-se 10uL de corante. Ap6s homogeneizagao,
10uL de fixador+espermatozoides+corante foram adicionados em uma
extremidade da lamina de vidro. A lamina foi elevada obliqguamente, ao angulo de
45° para deslizamento desta goticula até outra extremidade. Apds a realizacao
deste procedimento as laminas foram secas ao ar livre e, em seguida, analisadas
em microscopio de luz (aumento de 400x) (Hafez & Hafez 2004), com avaliagédo
de 200 espermatozoéides (CBRA 1998). As laminas foram realizadas em triplicata

e 0s espermatozoides classificados como normais e defeituosos.

A avaliacdo da taxa de sobrevivéncia (SOB) espermética foi realizada pelo
método de coloracdo eosina-nigrosina (adaptado de Blom 1950), utilizando-se
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30uL de sémen, 90uL de eosina amarela (3%) e 90uL de nigrosina (5%). Apds o
processamento das laminas, 200 espermatozoéides por lamina (CBRA 1998) foram
analisados em microscopio de luz (aumento de 400x) (Sanches et al. 2009),
sendo considerados mortos espermatozoides corados e 0s Vivos incolores
(Kavamoto & Fogli da Silveira 1986).

Os parametros de motilidade espermética foram avaliados pelo método
CASA (Computer Assisted Sperm Analysis). Para tal, empregou-se o
procedimento adotado por Wilson-Leedy & Ingermann (2007) para andlises a

partir de softwares de codigo aberto.

Para a ativacao espermética foi empregado 4gua destilada como ativador em
temperatura ambiente (24,38+1,68°C). Para o processo de ativacao foi utilizado
10pL de sémen e 500uL de agua (proporcao de 1:50 de sémen:agua), em tubos
eppendorfs (1,5mL). Apés a ativagcdo, 10uL de sémen e agua foram adicionados
em uma camara de Neubauer espelhada (100um profundidade), coberta por
laminula de vidro (24x24mm) e levada ao microscépio de luz trinocular Nikon
(modelo e200) previamente focado (obj. 40x) para captura de imagens. Para
tanto, foi utilizada uma camera Basler 602fc (Basler Vision Technologies),
conectada ao computador (intel core i7°® CPU 2,3 GHz, 4Gb de Ram), sistema
operacional Microsoft Windows XP® (Microsoft Corporation).

As capturas dos videos de movimentacdo espermatica e edicdo dos videos
foram realizadas conforme metodologia descrita por Sanches et al. (2010) com
configuracbes adaptadas para o S. parahybae. Os videos foram capturados no
software AMCAP (http://noeld.com), a uma taxa de 100 frames por segundo
(656x490pixels), processados no software VIRTUALDUB (http://virtualdub.org).
Os videos foram editados, convertidos em seqiéncia de imagem e 50 imagens,
correspondentes a 0,5s de video, foram gravados em diretorio especifico. Apds
este procedimento elas foram analisadas no software IMAGEJ (National Institutes
of Health, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/) por meio do aplicativo CASA (University
of California e Howard Hughes Medical Institute,
http://rsbweb.nih.gov/ij/plugins/casa.html). Os parametros esperméaticos avaliados
foram: taxas de motilidade (MOT), velocidade curvilinear (VCL), velocidade média
do deslocamento (VMD), velocidade em linha reta (VLR) e retilinearidade (RET).
O parametro linearidade (LIN - obtido pela divisdo de VSL por VAP), publicado
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pelo codigo original do programa (Wilson-Leedy & Ingermann 2006), foi
renomeado conforme Wilson-Leedy et al. (2009) para retilinearidade e definido de
acordo com a nomenclatura estabelecida na literatura. Os parametros oscilacéo,
progressao e frequéncia de batimento cruzado gerados pelo programa néo foram
utilizados. Para estas avaliagdes utilizaram-se 30+16 espermatozoéides para cada

video.

O resultados de VCL, VMD e VSL obtidos, foram submetidos a analise de
componentes principais (PCA) e agrupados para formacdo de uma nova variavel
denominada velocidade espermatica (VE) (VE=a*VCL+b*VMD+c*VLR) conforme
Marcos (2012) e Tessaro et al. (2012). Onde, a, b e c representam as

contribuicdes das correlacdes das variaveis VCL, VMD, e VLR, respectivamente.

Posteriormente, os parametros espermaticos, MOT, VE, RET, SOB e NOR
foram submetidos a andlise de regressdo do modelo de superficie de resposta do
software Statistica© (Stasoft 2005). As possiveis influéncias do tempo de
exposicao (T), temperatura de exposicéo (TE) e sobre as variaveis respostas (VR)

foram avaliadas através do modelo de superficie de resposta:
VR=0p+0,T+9,(T)*+03TE+04(TE)?*+95(T*TE)+dsB+E
onde: di = constantes; B = efeito do bloco (machos); € = erro com ~N(0, &%)

Os parametros de ordens superiores nao significativos (P>0,05) foram
removidos progressivamente pelo método backward stepwise. Os pressupostos
foram checados nos residuos conforme sugerido por Myers (1990) e Quin &
Keough (2002). Em caso de efeito significativo do modelo de superficie de
resposta realizou-se as derivadas parciais do modelo estatistico em relagdo as
variaveis significativas e posteriormente estimou-se a linha de maximos valores

das VR conforme Sanches et al. (2011c).

Posteriormente, os parametros espermaticos obtidos ao longo de 112h de
estocagem foram submetidos ao teste de correlacao linear de Pearson ao nivel de

5% de significancia.
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7.5) Resultados

O peso médio dos machos e os parametros espermaticos observados

imediatamente apds coleta estdo descritos na Tabela 2.

Verificou-se forte correlacdo linear (P<0,05) entre as velocidades
esperméticas VCLxVMD, VCLxVLR, VMDxVLR, com coeficiente de correlacédo (r)
de 96,97, 95,16 e 99,58%, respectivamente. O agrupamento destas variaveis
gerou a equacdo que descreve o0 parametro velocidade espermatica:
VE=0,327949*VCL+0,338073*VMD+0,333978*VLR.

Constatou-se o efeito (P<0,05) interativo entre o tempo ap0s a coleta e a
temperatura do ambiente para o0s parametros: retilinearidade, taxa de
espermatozoides normais e sobrevivéncia. Para os parametros motilidade e
velocidade espermatica verificou-se efeito (P<0,05) quadratico de ambas as

variaveis.

Tabela 2. Peso dos machos e parametros espermaticos observados em
Steindachneridion parahybae imediatamente apés coleta do sémen.

Parametros Med Min Max DP

717,04 437,00 1.243,00 311,25
16,80 6,00 27,00 8,64
25,11 9,25 38,42 13,63
9,31 3,20 19,00 5,87
287,25 228,00 322,00 23,60
84,71 73,33 99,33 10,26
122,16 111,84 130,67 6,85
103,18 94,10 113,18 7,95
94,39 83,08 104,53 8,25
106,52 99,10 116,08 6,93
91,38 88,35 93,17 1,84
89,33 83,27 94,51 5,08
Espermatozoides normais (%) 68,91 56,33 81,20 11,78

Peso dos reprodutores (kg)

Volume de sémen liberado (mL)

Volume seminal relativo (mL kg™)
Concentracéo (espermatozoides mL™) (x10°)
Osmolaridade (mOsm kg™)

Motilidade espermatica (%)

Velocidade curvilinear (um s™)

Velocidade média de deslocamento (um s™)
Velocidade em linha reta (um s™)
Velocidade espermética (um s™)
Retilinearidade (%)

Sobrevivéncia espermética (%)

o o1 o1 o1 o1 o101 O OOl O o1 O1] 5

n=nlimero de amostras; Med=médias; Min=valores minimos obtidos; Max=valores maximos

obtidos; DP=desvio padrédo
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Para a motilidade espermética verificou-se que altas e baixas temperaturas
promoveram precoce reducédo das taxas de motilidade quando comparado com as
temperaturas intermediarias (Figura 1). A temperatura tedrica que proporcionaram
maiores valores de motilidade foi de 19,74°C, conforme representado pela linha

de méaxima motilidade teorica (Figura 2).

A estocagem seminal em 5,15+3,44°C promoveu menores valores de velocidade
espermatica (Figura 3). Os maiores valores foram verificados na temperatura
tedrica de 23,98°C, sendo que temperaturas se estocagem superiores e inferiores

promoveram menores valores (Figura 4).

A retilinearidade apresentou resultados diferenciados em relacdo a
motilidade e velocidade, com efeito interativo para o tempo e temperatura
(P<0,05). Ocorrendo elevacao dos valores em funcdo do tempo de estocagem
(Figura 5). Neste caso os menores valores foram constatados conforme a
combinacédo do tempo e temperatura, sendo esta combinacdo representada pela
equacao linear y=21,7530-0,1789*x em que y=temperatura (°C) e x=tempo(h)
(Figura 6).

O percentual de espermatozéides normais apresentou efeito interativo
(P<0,05) do tempo e temperatura. Diferente dos demais parametros, as maiores
taxas ndo puderam ser determinadas em funcdo da temperatura e tempo devido o
comportamento dos resultados, desta forma, observou-se que os maiores valores
foram encontrados até 8h de exposicao (Figura 7) e, posteriormente a isso, as
maiores taxas foram observadas em temperaturas baixas (Figura 8).

A taxa de sobrevivéncia espermatica apresentou efeito interativo (P<0,05)
entre o tempo e a temperatura de exposi¢ao. O comportamento foi semelhante ao
observado pela taxa de espermatozéides normais, com maiores resultados
observados logo apds a coleta e reducédo em funcdo do tempo (Figura 9). Além
disso, as temperaturas de 34,9 e 24,4°C proporcionaram menores taxas de

sobrevivéncia (Figura 10).
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Figura 1. Taxas de motilidade espermatica de Steindachneridion parahybae apés

exposicao do sémen in natura a quatro temperaturas durante 112 horas. (Valores
meédios e erro padrdo).

MOT = 43,0827-1,6484"x+4,2898%y+0,0098"x%-0,1087"y?

Temperatura de maxima MOT-19 74°C

J:

< valores observados

Motilidade (%)

Figura 2. Taxas de motilidade espermatica (MOT) de Steindachneridion
parahybae apds exposi¢cdo do sémen in natura a quatro temperaturas durante 112

horas. Esquerda — Representacao grafica em 3D; Direita — Representacao grafica
em 2D. (n=225, r?=66,43%).
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Figura 3. Velocidade espermatica de espermatozdides de Steindachneridion
parahybae apés exposicao do sémen in natura a quatro temperaturas durante 112
horas. (Valores médios e erro padrdo).

VE = 54,6192+0,0392*x+4,0469"y-0,0026"x%-0,0844*y?
temperatura de
méxima VE: 23,98°C
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Figura 4. Velocidade espermética (VE) de espermatozdides de Steindachneridion
parahybae apés exposicao do sémen in natura a quatro temperaturas durante 112
horas. Esquerda — Representacao grafica em 3D; Direita — Representacao grafica
em 2D. (n=164, r2=44,64%).
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Figura 5. Taxas de retilinearidade de espermatozdides de Steindachneridion
parahybae apés exposicao do sémen in natura a quatro temperaturas durante 112
horas. (Valores médios e erro padréo).

RET = 94,9030+0,0237*x-0,0004*x%-0,2052*y+0,0047*y?+0,0017*x*y

o valores observados
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Retilinearidade (%)
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Figura 6. Taxas de retilinearidade (RET) de espermatozdides de
Steindachneridion parahybae apo0s exposicdo do sémen in natura a quatro
temperaturas durante 112 horas. Esquerda — Representacdo grafica em 3D;
Direita — Representacao grafica em 2D. (n=164, r2=18,54%).
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Figura 7. Taxas de espermatozoides normais de Steindachneridion parahybae

apos exposicdo do sémen in natura a quatro temperaturas durante 112 horas.
(Valores médios e erro padrao).

NOR = 63,4165-0,6161*x+0,0055x%+0,3898*y-0,01364*y>-0,0157*x*y
< valores observados

I 60

Narmais (%)

Figura 8. Taxas de espermatozoides normais (NOR) de Steindachneridion
parahybae apds exposi¢cdo do sémen in natura a quatro temperaturas durante 112
horas. Esquerda — Representacao grafica em 3D; Direita — Representacao grafica
em 2D. (n=198, r2=49,17%).
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Figura 9. Taxas de sobrevivéncia espermatica de Steindachneridion parahybae
apos exposicdo de sémen in natura a quatro temperaturas durante 112 horas.
(Valores médios e erro padrao).

Figura 10. Taxas de sobrevivéncia espermatica (Sob) de Steindachneridion
parahybae ap0s exposi¢do in natura a quatro temperaturas durante 112 horas.
Esquerda — Representagcdo grafica em 3D; Direita — Representagdo gréafica em
2D. (n=201, r2=55,53%).

Em relacdo as correlagdes lineares de Pearson néo verificou-se efeito

(P>0,05) entre taxas de sobrevivéncia e as velocidades VCL, VMD e VLR, e entre

taxas de espermatozoéides normais e as velocidades VMD e VLR (Tabela 3). Os
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demais parametros espermaticos apresentaram correlagdo linear significativa
(P<0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Coeficientes de correlagdo linear de Pearson entre parametros
esperméticos de Steindachneridion parahybae (n=153) obtidos ao longo de 112h
de estocagem.

Parametros MOT VCL VMD VLR RET SOB NOR
MOT 1,00

VCL 0,59 1,00

VMD 0,52 0,97 1,00

VLR 0,48 0,95 1,00 1,00

RET -0,46 -0,32 * * 1,00

SOB 0,40 0,12 0,08 0,06 -0,21 1,00

NOR 0,42 0,17 0,10 0,08 -0,29 0,39 1,00

Valores em negrito e sublinhados representam correlacéo linear significativa (P<0,05). Motilidade
(MOT); Velocidade curvilinear (VCL); Velocidade média de deslocamento (VMD); velocidade em
linha reta (VSL); Retilinearidade (RET); Taxa de sobrevivéncia (SOB); Taxa de espermatozoéides
normais (NOR). *Dados ndo submetidas a analise de correlacéo, pois o parametro RET é gerado
através da relacéo entre as velocidades, RET=VLR/VMD.

7.6) Discusséo

A producéo seminal relativa observada no presente experimento (25,11 mL
kg™) foi superior aos encontrados por Caneppele (2011) e Aradjo (2011) para
peixes nao-induzidos hormonalmente, os autores verificaram producao seminal de
9,39+1,19mL kg™ e 3,3mL kg™, respectivamente. Tais diferencas s&o comumente
verificadas para a espécie, pois a producao seminal pode variar conforme a época
do ano (Caneppele 2011). Para o surubim-do-lguagu, Steindachneridion
melanodermatum, a producdo seminal foi de 3,05 mL kg™ (Marcos 2012).
Bombardelli et al., (2006) constataram para o jundia, Rhamdia quelen, producao
de 36+8mL kg™. Tais diferencas inter-especificas s&o comumente percebidas em
peixes nativos sul-americanos, e variam de acordo com época, metodologia de
coleta e procedimentos de inducao hormonal (Caneppele 2011; Viveiros &
Godinho 2009).
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Além do volume relativo, Caneppele (2011) também verificou
9,24+0,88x10° espermatozéides.mL™, 79,05+1,85% de motilidade subjetiva,
263,21+2,40mOsm kg™ de osmolaridade e Aradjo (2011) encontrou 10,4+1,5x10°
espermatozéides.mL™, 80+10% de motilidade subjetiva e 283+7mOsm kg™ de
osmolaridade. Sanches et al, (2011d) observaram o0s parametros
computadorizados para o S. parahybae de 89,11+1,25%, 107,23+2,35um s*,
83,58+3,48um st 77,08+3,56um st para MOT VCL, VMD e VLR,
respectivamente. Tais caracteristicas sdo semelhantes as observadas no inicio do
presente experimento, indicando que o sémen utilizado apresentou qualidade

satisfatoria para a espécie e adequadas para a realizacdo do mesmo.

O agrupamento das velocidades espermaticas através de analises de
componentes principais para gerar a variavel velocidade espermética foi uma
ferramenta Util e possibilitou a representacdo de trés variaveis por apenas uma.
Agrupamento semelhante destas varidveis foi realizado com sucesso para outros
dois bagres sul-americanos, o R. quelen (Tessaro et al., 2012) e o S.
melanodermatum (Marcos, 2012) e apresenta a vantagem de otimizar as analises,

diminuindo espaco e tempo para avaliagéo.

A taxa de motilidade e a velocidade espermética apresentaram maiores
valores durante todo tempo de estocagem nas temperaturas teoricas de 19,74 e
23,98°C, respectivamente, indicando, que estas temperaturas podem
proporcionar melhores condicbes de estocagem para o sémen desta espécie. A
retilinearidade apresentou os minimos valores em temperaturas diferentes ao
longo do tempo de estocagem, com temperatura no tempo inicial (zero) de
21,75°C e final (112h) de 1,72°C, indicando que a reducdo da temperatura de
estocagem em fungdo do tempo pode promover melhores condi¢cdes para
obtencéo deste tipo de comportamento espermatico, apesar disso, a funcao desta

variavel & pouca conhecida e seus efeitos devem ser mais estudados.

As taxas de espermatozoides normais e vivos observadas no presente
experimento apresentaram comportamento semelhante, com efeito interativo do
tempo e temperatura e com maiores valores em temperaturas baixas. Em
comparacao a 34,90+1,09°C, a temperatura de 5,15+3,44°C, proporcionou apos
112h menores alteragbes morfoldgicas e mortalidade das células. Possivelmente

em baixas temperaturas as células espermaticas apresentam menor metabolismo
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e degradacao (Billard & Cosson 1992; Rana 1995) em relacdo as temperaturas
mais altas, entretanto, os mecanismos e o0s fatores que levam a este

comportamento devem ser mais estudados em S. parahybae.

Verificou-se que 12,92+1,61°C e 24,38+1,68°C proporcionaram melhores
condicbes de estocagem do que as temperaturas extremas (5,15+3,44 e
34,90+1,09°C). Resultados semelhantes foram observados por Sanches et al.
(2011c) durante a estocagem ex situ de sémen in natura de R. quelen ao longo de
48h, em gue maiores valores das caracteristicas espermaticas foram verificados
em temperaturas intermediarias, entre 255°C e 10,5°C. Para 0 suruvi,
Steindachneridion scripta, Luz et al. (2001) observaram que o sémen in natura

permanece com motilidade até 6h de exposicao a 25°C.

A reducado da qualidade espermatica em temperaturas elevadas verificada
no presente experimento pode estar associada ao aumento das taxas metabolicas
das células esperméaticas quando submetidas em altas temperaturas (Billard et al.
1995a), ou talvez, a maior colonizacdo de bactérias (Jenkins & Tiersch 1997).
Lahnsteiner et al. (1998) observaram que a qualidade espermatica esta
diretamente relacionada com atividade enzimética de aspartato aminotransferase,
atividade de respiracdo e malato dihidrogenase. Como estas enzimas podem ser
responsaveis por condicfes andxicas especialmente, durante a estocagem com
condicBes inapropriadas de suplementacéo energética (Lahnsteiner et al. 1998) e
como a atividade enzimatica estd diretamente relacionada com a temperatura
(Nelson & Cox 2008), possivelmente, estes fatores proporcionaram o rapido
decréscimo da qualidade espermética nas temperaturas mais altas no presente
experimento. Viveiros et al., (2010) verificaram que a perda da motilidade de
espermatozoides estocados ex situ esta diretamente relacionada com o aumento
do numero de colbnias de bactérias presentes no sémen, sendo esta inibida por
meio da utilizacdo de solu¢des diluidoras contendo antibidticos. Jenkins & Tiercsh
(1997) atribuem a reducao da qualidade espermatica principalmente pelo fato das
bactérias contribuirem na producdo extracelular de enzimas e consumo de
oxigénio Além da utilizacdo de diluidores contendo antibidticos, cuidados durante
a coleta ajudam a reduzir a contaminacdo bacteriana, tais como, evitar contato

com a urina, material fecal, sangue, muco e 4gua (Maria et al. 2006).
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Mansour et al. (2002) verificaram para o bagre africano, Clarias gariepinus,
motilidade espermatica por mais de sete dias em sémen estocado 4°C enquanto
para 25°C até 3 dias, ambos com adicdo de diluente. Os autores atribuem a
diminuicdo das taxas metabdlicas e reducdo do consumo de energia quando o
sémen € estocado em temperaturas mais baixas. Além disso, observaram que
sémen ndo diluido quando estocado a 4°C ndo apresentava mais motilidade apés
o terceiro dia, isso pode ter ocorrido devido a menor suplementacdo de oxigénio

ou pela alta atividade proteolitica do plasma testicular.

Babiak et al (2006a) verificaram que a viabilidade do sémen de peixes pode
ser mantida por varios dias, entretanto, varios fatores como interacdes bioldgicas
multiplas, fatores fisicos e técnicos, variabilidade do machos, procedimentos na
espermiacdo e condicdes de estocagem sao determinantes para manter a
viabilidade. Os autores verificaram viabilidade espermatica ex situ de halibut do
atlantico, Hippoglossus hippoglossus por até 79 dias em 0-1°C utilizando diluidor
HBSS (Hanks Balanced Salt Solution) mais antibiéticos na proporcao de 1.5
(sémen:diluidor) e presenca de ar atmosférico. Além disso, verificaram vantagem
na utilizacdo de diluidores e ar atmosférico em relacdo ao sémen in natura e com
oxigénio. Segundo os autores, a exposicao de sémen nao diluido causa perda da
viabilidade esperméatica devido a deplecdo de oxigénio e, a presenca de ar
atmosférico, tem vantagem por proporcionar condicbes de baixa taxa de

metabolismo e estresse oxidativo ao longo da membrana dos espermatozoides.

Apesar da influéncia de diluidores, enzimas, bactérias, taxas metabdlicas,
consumo de oxigénio e parametros bioquimicos influenciarem a qualidade
espermatica em varias espécies de peixes, seus efeitos sobre a qualidade
espermatica de S. parahybae ainda € desconhecida. Contudo, estes estudos
possibilitam novas perspectivas sobre as possiveis influéncias destes parametros
sobre a qualidade espermatica do surubim-do-Paraiba, e podem ser testadas em

futuros estudos de estocagem de sémen desta espécie.

Verificou-se que a MOT apresentou correlagdo com todos 0os parametros
espermaticos avaliados, sendo a Unica correlacao inversamente proporcional com
a RET, parametro que representa a quantidade de espermatozodides com
movimento reto. Portanto, quando a MOT é alta, mais espermatozoides com

movimentos circulares ou ao acaso sao verificados e quando MOT baixa os
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espermatozdides com movimento reto prevalecem. De acordo com esta
correlacdo, constata-se que os espermatozoides que apresentam movimento reto
acabam morrendo e ndo participam da motilidade. Esta hipétese é corroborada
pela correlacdo inversamente proporcional entre a SOB e a RET, ou seja,
espermatozdides que poderiam apresentar movimento reto também s&o os
espermatozdides mortos. Possivelmente, a mortalidade pode ocorrer devido a
presenca de alteracbes morfologicas, pois a RET também apresentou correlacao
inversamente proporcional com a NOR, que por sua vez correlacionou-se
positivamente com a SOB e a MOT. Além disso, a RET também apresentou
correlacdo inversamente proporcional com a VCL, indicando que
espermatozoides que apresentam movimento reto, sdo também os mais lentos. A
VCL por sua vez correlacionou-se positivamente com a MOT e com a NOR. De
acordo com estas correlacdes, a retilinearidade é um bom indicativo de qualidade
espermética, pois quando baixa, melhor € a qualidade espermética. Cosson
(2010) recomenda que a motilidade espermatica e a linearidade (parametro que
descreve o percentual de movimento linear) sdo bons indicativos de qualidade, e
representam uma extensa descricdo das caracteristicas de movimentacdo dos

espermatozoides.

A partir destas evidéncias, observou-se que espermatozéides com
movimentos retilineos ndo séo interessantes para proporcionar alta qualidade
seminal e, consequentemente, alta fertilizacdo. Esta afirmacao é corroborada por
Araudjo (2011) para o S. parahybae, que verificou correlacéo linear diretamente
proporcional entre a VCL e VMD com as taxas de fertilizagdo. Desta forma, é
clara a evidéncia de que espermatozdides com movimento circular ou ao acaso
sdo0 mais desejaveis para a reproducdo artificial desta espécie. Relacdo
semelhante foram observadas por Tused et al. (2008a) para a truta arco-iris,
Onchorynchus mykiss, os autores observaram relagc&o inversamente proporcional
entre taxas de fertilizacdo e VLR e relacdo diretamente proporcional entre a
fertilizagdo com a VCL, sugerindo que espermatozoides com movimento reto sdo
0s espermatozoéides que apresentam menos capacidade de fertilizar um ovaocito.
Segundo os autores, a morfologia do flagelo interfere no movimento, sendo que

espermatozoides que apresentam flagelo mais comprido sdo os que também
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apresentam mais movimentos retilineos, por sua vez, menor capacidade de

fertilizag&o.

Como o verificado no presente experimento, Caneppele (2011) também
observou em S. parahybae correlacdo entre a taxa de motilidade com a
quantidade de espermatozéides normais. Além disso, constatou correlacdo
negativa entre a motilidade e a quantidade de espermatozéides com mais de uma
alteracdo considerada grave, indicando que o tipo de alteracdo morfologica

também interfere na motilidade.

7.7) Concluséao

A melhor qualidade espermatica foi observada imediatamente apos a
coleta. Caso haja a necessidade de estocagem, que seja realizada entre 15°C e
25°C. O resfriamento abaixo de 10°C nédo é indicado, bem como, a exposi¢cdo em
temperaturas acima de 25°C. As velocidades esperméticas, VCL, VMD e VLR,
podem ser agrupadas por analises de componentes principais para gerar uma
variavel que represente-as, chamada velocidade espermatica (VE). O parametro
motilidade, velocidade curvilinear e a retilinearidade s&o bons indicativos de

qualidade espermaética.
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8) CONSIDERACOES FINAIS

Observou-se que a utilizagdo do pacote CASA free € um método eficiente,
exato e objetivo na avaliacdo dos parametros espermaticos em surubim-do-
paraiba, Steindachneridion parahybae e as configuracfes estabelecidas neste
trabalho servirdo de base para futuros estudos relacionados a qualidade
espermatica desta espécie. Além disso, a metodologia podera ser empregada em
estudos para outras espécies de peixes, bem como para a definicdo de qual

caracteristica espermatica tem maior importancia no procedimento de fertilizacao.

Os resultados das doses inseminantes e do volume de agua obtidos sao
importantes na rotina de reproducéo artificial da espécie, em que as quantidades
de gametas e agua sao aplicados de forma empirica. Com a utilizacdo das doses
e volumes recomendados, além de melhorar as taxas de fertilizacédo e eclosao de
ovos, também podem ser empregados para otimizacdo de material genético, bem
como a quantidade de reprodutores. Além disso, servem de base para futuros
procedimentos de criopreservacdo, em que deve-se ter o conhecimento da

quantidade de espermatozéides congelados para posterior fertilizagéo.

A estocagem de gametas ex situ de forma in natura é uma técnica simples
e facilmente aplicada em sistemas de cultivo, e possibilita ao produtor o
aproveitamento de gametas, que geralmente sdo descartados devido a
assincronia dos reprodutores no momento da ovulagdo e/ou espermia¢do, ou ao
excesso de producdo, no caso de sémen. Os resultados obtidos possibilitam a
manutencdo da qualidade espermatica e de ovdcitos durante maior tempo, e ao
contrario do que se esperava, o0 resfriamento em temperaturas baixas (x5°C)
resulta em efeitos negativos. Diante disso, recomenda-se em rotinas de
reproducdo do surubim-do-paraiba a coleta do sémen antes que 0s ovOcitos,
sendo que a qualidade pode ser prolongada em temperatura ambiental

intermediéaria (20 a 25°C).
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9) ANEXO 1.

A-Reprodutor de Steindachneridion parahybae; B-Estacdo de Hidrobiologia e
Aquicultura/CESP, Paraibuna/SP; C-Captura dos reprodutores no tanque de
cultivo; D-Selecdo de reprodutores; E-Canulagdo; F-Ovocitos com nucleo
evidente; G-Ovdcitos retirados pela canulacdo; H—Inducdo hormonal; I-Coleta de
sémen; J-Coleta de ovécitos; K-Pesagem dos ovacitos.
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10)ANEXO 2.

A-Sémen sendo dosado; B-Copos plasticos utilizados na fetilizagdo; C-Unidades
experimentais; D-Sistema de incubacdo; E-Formato das incubadoras; F-
Movimento dos ovos; G-H-Espermatozoides;l-Espermatozoides defeituosos; J-
Ovo normal, 95% de epibolia; K-Ovo néao fertilizado (gorado); L-Embrides normais;
M-Larvas recém eclodidas; N-Larvas normais e defeituosas.
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