MOTILIDADE ESPERMA:I’ICA DO SEMEN DO CURIMBATA,
Prochilodus lineatus EM RELACAO AO VOLUME E A TEMPERATURA
DA SOLUCAO ATIVADORA

Bruno Estevao de Souza, Eduardo Antbnio Sanches, Diego Mendes Baggio,
Robie Allan Bombardelli, Elizabeth Romagosa, E-mail:
bruno_bes@yahoo.com.br

Universidade Estadual do Oeste do Parana/Centro de Engenharia e Ciéncias
Exatas - Toledo, PR.

Palavras-chave: machos, ativagdo, espermatozoides, diluicdo, peixe.
Resumo:

A motilidade espermatica é um fator chave para a determinacdo da
qualidade do sémen e sua capacidade de fertilizacdo. Varios fatores
influenciam a motilidade espermatica como: espécie estudada, qualidade
dos gametas, tipo, volume, temperatura e pH da solucdo ativadora. Assim
sendo, o presente trabalho objetivou avaliar o efeito que a temperatura da
solucdo ativadora e, a relacdo volume de sémen:agua exercem sob a
duracdo da motilidade espermatica. Foram utilizados 12 machos de
curimbatd, Prochilodus lineatus com peso e comprimento padrdao médio de
405,83 £+ 134,20 g, 25,63 = 3,19cm, respectivamente. Os reprodutores
receberam duas doses de extrato de hipofise de carpa (dose inicial de 0,5
mg.kg™ e final de 5,0mg.kg™?). Do sémen dos 12 machos foi realizado um
“pool” e, analisada a concentracdo e o indice de sobrevivéncia espermatica,
bem como, a duragdo da motilidade espermética. Para o primeiro ensaio foi
utiizado um delineamento experimental inteiramente casualizado e os
tratamentos foram compostos pelos volumes de sémen provenientes do
“pool” e a agua nas propor¢des de: 1:1, 1:2, 1:20, 1:200, 1:2000, 1:20000 e
1:100000SL, respectivamente. O segundo ensaio utilizou um delineamento
experimental inteiramente casualizado os tratamentos foram constituidos por
aliguotas de 5uL do “pool” de sémen e, adicionadas a 200uL de solucéo
ativadora nas seguintes temperaturas: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 e
50C. A duracéao da motilidade espermatica do curimb ata, P. lineatus teve um
comportamento linear ascendente em funcdo do aumento da diluicéo a partir
de 1:2SL sémen:agua (23,04s), até atingir o valor madximo estudado que foi
de 1:100.000SL sémen:agua, com a duracdo da motilidade espermatica de
28,83s Os melhores resultados de duracdo da motilidade espermética em
funcdo da temperatura da solucao ativadora foram obtidos a temperatura de
20C, a qual proporcionou uma duracdo meédia da motilidade de 22,51 + 0,79
segundos.
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Introducao

O curimbata € um peixe bem consumido, principalmente nas cidades
do interior paulista, devido ao maior percentual de captura e sabor de sua
carne (Romagosa et al, 1985). Apresenta importancia econémica e social
para a pesca artesanal de subsisténcia e esportiva, além de apresentar
carne saborosa (Barbieri et al., 2004).

Dentre as espécies de peixes com potencial para a aquicultura, o
curimbata apresenta boa perspectiva de criacdo em cativeiro. Porém,
tratando-se de uma espécie que nao se reproduz naturalmente em
ambientes estanques, necessita de ser induzida a reproducdo através do
emprego de hormdnios gonadotrdpicos (Borsato da Silva, 2000).

Apesar da tecnologia da reproducdo do curimbata estar praticamente
dominada, h& necessidade de alguns estudos relacionados com o método
de fertilizacdo artificial, a qualidade dos gametas e suas relagcbes com o
sucesso da fertilizagdo artificial ainda devem ser realizados.

A motilidade espermética € um dos parametros mais comuns e mais
utilizados para se avaliar a qualidade dos espermatozdéides. A simples
estimativa visual do sémen fresco, com auxilio de um microscopio é
suficiente para avaliagdo parcial da qualidade do material fecundante
(Kavamoto et al., 1986).

Muitos fatores influenciam a duragdo da motilidade espermatica, tais
como o protocolo utilizado, a espécie estudada, tipo, volume, pH e
temperatura da solucdo ativadora sendo que estes fatores variam de espécie
para espécie (Billard et al., 1995).

A diluicdo é um fator determinante na caracterizagdo da motilidade
espermatica, sendo a concentracdo e o0 volume do diluente os
desencadeadores da ativacdo do sémen (Marques, 2001). Niveis
insuficientes ou irregulares de diluicdo ndo permitem aferir precisamente a
duracdo da motilidade espermatica (Billard et al, 1995).

A diluicdo seminal € um fator chave para o sucesso da reproducao
artificial de peixes, pois, influéncia a performance da motilidade espermatica
(Alavi e Cosson, 2005) a qual esta diretamente ligada ao sucesso da
fertilizac&o (Alavi et al., 2007).

Billard e Cosson (1992) constataram que 0 aumento ou decréscimo
da temperatura influéncia diretamente & duracdo da motilidade espermatica,
causando maior ou menor atividade celular, levando ao aumento ou
decréscimo do consumo das reservas energéticas dos espermatozoéides
(Alavi e Cosson, 2005).

Com intuito de conhecer o efeito que a solugéo ativadora pode causar
sobre a duracdo da motilidade espermética do curimbatd, Prochilodus
lineatus, este experimento foi realizado em trés fases: (1) definir a qualidade
espermatica do “pool” a ser utilizado no experimento; (2) avaliar os efeitos de
diferentes relagdes de diluicdo do sémen ou volume de sémen:volume de
agua sobre a duracdo da motilidade espermatica; e (3) definir a temperatura
ideal da solugéo ativadora.
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Materiais e Métodos

O experimento foi realizado com reprodutores de curimbata,
Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836), no Laboratério de Tecnologia da
Reproducdo dos Animais Aquaticos Cultivaveis - UNIOESTE, instalado no
Centro de Pesquisas em Aquicultura Ambiental - CPAA/IAP — Toledo/PR, no
més de novembro de 2006.

Os peixes provenientes do Rio Parana foram estocados durante o ano
de 2005, no Centro de Pesquisa, em tanques escavados (em terra) de
200m? e, renovacdo de Agua somente para compensar a perda por
evaporacao e infiltracdo. Os peixes foram alimentados com racdo comercial
extrusada com 32% de PB, duas vezes ao dia, as 8:00hs e 17:00hs.

Foram selecionados dentro do préprio tanque 12 machos de
curimbata que liberavam pequenas quantidades de sémen sob leve presséo
abdominal (Kavamoto et al., 1986a). Os animais selecionados foram
transportados ao laboratério de reproducéo.

Os reprodutores foram individualmente pesados, marcados e
acondicionados em caixa d’dgua circular (1000L) e, renovacdo de agua
constante. ApOs este procedimento aplicou-se intraperitonealmente uma
dose de 0,5mg de extrato de hipdfise de carpa (EHC).kg de reprodutor™.
Doze horas apo0s a primeira aplicacao, foi aplicada uma segunda dose de
5mg EHC.kg de reprodutor™. Apés as aplicacdes a temperatura da agua foi
monitorada de hora em hora (Woynarovich e Horvath, 1983).

Os machos de curimbata, P. lineatus apresentaram valores médios de
peso e comprimento padrdo de 405,83 + 134,20 g, 25,63 %= 3,19cm,
respectivamente.

Fase 1. Qualidade espermatica do “pool”

A coleta dos gametas masculinos foi realizada apdés um periodo de
160 horas-grau ou unidades térmicas acumuladas (Woynarovich & Horvath,
1983). Os machos foram contidos e secos com panos e papel toalha e,
aplicada massagem na regiao ventral do animal no sentido céfalo-caudal. A
primeira gota de sémen foi desprezada para evitar possivel contaminacéo e,
o restante foi com o auxilio de uma seringa descartavel, com graduacéo de
0,1mL, para mensuracdo do volume de sémen liberado e da producao
relativa de sémen (Bombardelli et al., 2006).0 sémen colhido dos 12 machos
foi homogeneizado em um “pool” e armazenado sob resfriamento a 15<C.

Em seguida, foi mensurada a concentracdo espermatica do sémen.
Para tanto, retirou-se uma amostra de 5uL de sémen do “pool” descrito
anteriormente, que foi diluido em 5mL de formol salina tamponado,
resultando em uma diluicAo de 1:1000. Do material diluido e fixado
anteriormente foi realizado o procedimento de contagem de células
esperméaticas em camara hematimétrica de Neubauer (Mylonas et al.,1997).

Também, foi aferida a duracéo da motilidade esperméatica do “pool” de
sémen. Para a mensuracao desta variavel foi misturado 5uL de sémen a
200puL de agua e, concomitantemente a este evento, foi iniciada a contagem
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do tempo necessario para que aproximadamente 50% dos espermatozoides
perdessem o0 movimento. Esta avaliacdo foi realizada por meio de
microscopio Optico em objetiva 40X.

Deste mesmo “pool” de sémen foi determinado o indice de
sobrevivéncia dos espermatozoides, a partir do método de coloracdo de
nigrosina-eosina (Kavamoto e Fogli da Silveira, 1986). Para a mensuragéo
do indice de sobrevivéncia, apds a mistura e homogeneizacdo do sémen e
0s corantes, foram confeccionados dois esfregaco, em laminas separadas.
De cada lamina foram contados pelo menos 400 espermatozdides, em
microscépio de Optico (40x), sendo considerados vivos aqueles com
coloracdo branca (impermeaveis ao corante) e, mortos, com vermelha ou
rosada (permedaveis ao corante).

Fase 2: Efeito do volume do sémen:volume de agua na duracdo da
motilidade espermatica

Foi utilizado um delineamento experimental inteiramente casualizado
composto por sete tratamentos e trés repeticbes. Os tratamentos foram
compostos pelas relagcdes entre volume de sémen e volume de agua
empregada como solucdo ativadora de: 1:1, 1:2, 1:20, 1:200, 1:2000,
1:20000 e 1:100000 pL, respectivamente. Foi considerada como uma
unidade experimental um recipiente plastico de 200mL, contendo sémen
ativado pelos diferentes volumes de solucéo ativadora.

Simultaneamente, a homogeneizacdo do sémen e da solugédo
ativadora foi realizada a mensuracdo do tempo de ativacdo espermatica,
conforme descrito anteriormente.

Os resultados obtidos foram submetidos a anéalise de variancia e de
regressdo a nivel de 5% de significAncia. O software utilizado para a
realizacdo das anélises estatisticas foi Statistica® (Statsoft, 2005).

Fase 3: Efeito da temperatura da solugéo ativadora na duracdo da motilidade
espermatica

Foi utilizado um delineamento experimental inteiramente casualizado
composto por dez tratamentos e trés repeticbes. Os tratamentos foram
constituidos por aliquotas de 5uL do “pool” de sémen (descrito
anteriormente) e, adicionadas a 200uL de solucao ativadora nas seguintes
temperaturas: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50<C.

Apés a mistura do sémen e da solugdo ativadora foi mensurado o
tempo de ativagdo espermatica, conforme metodologia descrita
anteriormente.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e de
regressdo a nivel de 5% de significAncia. O software utilizado para a
realizacdo das anélises estatisticas foi 0 Statistica® (Statsoft, 2005).
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Resultados e Discussao
Fase 1: Qualidade espermética do “pool”

A tabela 1 expressa os valores médios da producdo seminal,
concentracdo  espermatica, motilidade espermatica, sobrevivéncia
espermatica e producao relativa de sémen dos machos.

Tabela 1. Producdo seminal e caracteristicas semina is do “pool” de
sémen proveniente de 12 machos de curimbata, Prochilodus lineatus.

Parametros Média + DP
Producdo seminal (mL) 0,51 +0,35
Concentracao de espermatica SPZ.mL-1) 2,95x1010 + 2,0x10°
Motilidade espermatica (s) 23,47 £ 0,86
Sobrevivéncia espermatica (%) 97,5+0,07
Producéo relativa de sémen (mL.g-1) 0,0013 = 0,0007

Fase 2: Efeito do volume do sémen:volume de agua na duracdo da
motilidade espermatica

A Tabela 2 mostra os valores médios de duracdo da motilidade
espermatica do “pool” realizado com sémen de 12 machos de curimbatd, P.
lineatus submetidos a diferentes relacdes de diluicdo durante o processo de
ativacao.

Tabela 2. Valores médios de duracdo da motilidade e  spermatica do “pool”
de sémen de 12 machos de P. lineatus submetido a diferentes relacdes de
diluicdo durante o processo de ativacao.

Relacdes entre os volume de Duracéao da motilidade
sémen:volume de 4gua espermatica (s) £ DP

1:100000 28,83 £1,27

1:20000 27,02 £0,33

1:2000 28,51 +£2,31

1:200 23,72 +1,24

1:20 22,62 +0,22

1:2 23,04 £0,67

T

Os valores de duracdo da motilidade espermatica (s) e as diferentes
relagbes de volume de sémen:volume de agua utilizadas na ativagdo dos
espermatozoides de curimbata estdo expressos na Figura 1.
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Figura 1. Duragdo da motilidade esperméatica do curi  mbata, Prochilodus lineatus
utilizando-se diferentes relagfes de sémen do volum e de sémen:volume de agua para
a ativacdo dos espermatozéides.

Na menor diluicdo, 1:1uL sémen:agua ndo foi possivel aferir a
duracdo da motilidade espermatica devido a néo ativacdo de todos
espermatozoides. Segundo Billard e Cosson (1992) é necessaria uma
diluicho relativamente alta (acima de 1:1000) para que ocorra
sincronizadamente a ativacao de todos os espermatozoides.

Sob baixas diluicdes, ndo sdo ativados todos os espermatozoides e a
ativacao vai ocorrendo progressivamente por alguns minutos apos a dilui¢ao.
Este fato dificulta aferir corretamente a duracdo da motilidade espermatica e
pode explicar muitas discrepancias encontradas na literatura (Billard et al.,
1995).

Os resultados do presente experimento mostram uma relagcéo
diretamente proporcional (P<0,05) entre o tempo de ativacdo espermatica e
as relagbes de diluicAo seminal a partir do uso da agua como solucao
ativadora (Figura 1).

A partir da diluicdo de 1:2uL sémen:agua (23,04s), a duracdo da
motilidade espermatica aumentou proporcionalmente com aumento da
diluicdo até atingir o valor maximo estudado que foi de 1:100.000uL
sémen:agua, com a duracdo da motilidade espermatica de 28,83s.

Outros autores também estudaram o efeito da diluicdo do sémen sob
a motilidade espermatica. Alavi et al. (2007) avaliaram as diluicdes de 1:25,
1:50 e 1:100puL sémen:diluente para a Perca fluviatilis, encontrando os
melhores resultados na diluicdo de 1:50uL sémen:diluente. Alavi e Cosson
(2005) avaliaram as diluicdes de 1:10, 1:50 e 1:200uL sémen:diluente para o
esturjao persa, Acipenser persicu encontrando os melhores resultados nas
diluicbes de 1:50 e 1:200uL sémen:diluente. Gallis et al, (1991) que também
estudaram o efeito da diluicdo sobre a motilidade espermatica observaram
um aumento na motilidade e na diluicdo de 1:6 para 1:100 para o esturjao
siberiano, Acipenser baeri.

As espécies de peixes acima citados quando comparadas aos peixes
tropicais como, por exemplo, o curimbata apresenta motilidade sob baixas
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diluicbes devido as baixas concentracbes de cations inorganicos no seu
sémen (Alavi et al., 2004).

Fase 3: Efeito da temperatura da solucéo ativadora na duracdo da motilidade
espermatica

Os valores de duracdo da motilidade espermatica (s), utilizando-se
agua como solucdo ativadora em diferentes temperaturas na ativacao dos
espermatozoides de curimbatd, P. lineatus podem ser vistos na Figura 2.
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Figura 2. Duracao da motilidade espermética dos esp  ermatozoéides de curimbata, P.
lineatus ativados, utilizando-se agua em diferentes tempera  turas.

Os resultados de duragdo da motilidade espermética apresentaram
um comportamento quadratico (P<0,05), com maximo desempenho tedrico
em termos de tempo de motilidade espermatica para a temperatura de
17,34°C, promovendo uma duracdo da motilidade espermética de 21,36s
(Figura 2).

A duragdo da motilidade espermatica de P. lineatus aumentou
proporcionalmente a temperatura da solucdo ativadora, a partir dos 5C
(19,34s) alcancando o ponto maximo aos 20T (22,51s), depois, estes
valores diminuem e passam a ter um comportamento inversamente
proporcional ao aumento dos valores de temperatura da solucdo ativadora
aos 50T (11,77s).

Este comportamento da duragdo da motilidade ocorrer inversamente
proporcional ao aumento da temperatura também foi registrado por Billard e
Cosson (1992) para a truta arco-iris, Vladic e Jarvi (1997) para truta parda e
salmédo do Atlantico por Jezierska e Witeska (1999) para carpa comum e
prateada e por Williot et al., (2000) para esturjao siberiano.

Segundo Billard e Cosson (1992) o aumento ou decréscimo da
temperatura da solucdo ativadora tem influéncia direta na duragédo da
motilidade espermatica. Isto se deve ao fato que, a reserva energética dos
espermatozoides dos peixes € limitada e consequientemente, 0 aumento da
atividade celular espermatica causado pelo aumento da temperatura da
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solucdo ativadora induz a uma reducdo na duracdo da motilidade
espermética. Entretanto, uma reducdo na temperatura da solucdo ativadora
resultara em um aumento da duracdo da motilidade espermatica em funcéo
também, da reducdo no metabolismo celular dos espermatozoides (Alavi e
Cosson, 2005).

Existem muitos outros fatores que influenciam a duracdo da
motilidade espermatica como a espécie estudada, a qualidade dos gametas,
o tipo, volume e pH da solucédo ativadora e o protocolo utilizado, sendo que
estes fatores ainda variam de espécie para espécie (Billard et al., 1995).

Conclusodes

A razéo de diluicdo que proporcionou a maior duracdo da motilidade
espermatica do sémen do curimbata, P. lineatus foi de 1:100.000uL
sémen:agua, com a duracdo da motilidade espermatica de 28,83s.

A temperatura da solugdo ativadora que proporcionou a maior
duracdo da motilidade espermatica do curimbata, P. lineatus foi de 20T, a
qual proporcionou uma duracdo média da motilidade de 22,51 + 0,79
segundos.
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