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Resumo

MARTINS, Gabriel Bernardes. Qualidade espermatica do jundia Rhamdia quelen
(Quoy & Gaimard, 1824) exposto a diferentes concentragdes salinas. 2009. 28F.
Trabalho de Conclusao de Curso — Ciéncias Bioldgicas/Bacharelado. Universidade

Federal de Pelotas, Pelotas.

O jundia Rhamdia quelen, € uma espécie de siluriforme que apresenta ampla
distribuicdo na Ameérica do Sul, ocorrendo desde o sul do México até o centro da
Argentina. Trata-se de uma espécie rustica e euritérmica com sucesso na
reproducdo e desenvolvimento nos cultivos em zonas temperadas, porém
apresentando elevada mortalidade nas fases iniciais de cultivo mediante infec¢des
massivas pelo protozoario Ichthyophtirius multiffilis. Na tentativa de melhoria do
desempenho de producdo, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da
manutencao de reprodutores em diferentes concentragbes salinas (0, 2, 4, 6 e 8%o
de sal marinho nao iodado) sobre a viabilidade e qualidade dos gametas masculinos.
Os resultados demonstraram que percentual de motilidade permaneceu inalterado
nas concentragdes salinas entre 0 e 4%., foi reduzido a 6% e que os
espermatozoides ficaram iméveis a 8%.. O grau de motilidade nao diferiu entre os
tratamentos, apresentando deslocamento rapido sempre que houve motilidade. O
tempo médio de motilidade oscilou entre 226 + 79s (6%o0) e 38 + 10s (0%o). Os
resultados demonstram que meios de ativacdo com concentracédo salina entre 2 e
6%o0 apresentam desempenho superior em relacdo ao tempo de motilidade, existindo
clara evidéncia da importancia do aumento da osmolaridade até o ponto isosmético
do plasma seminal da espécie, sendo determinante para o aumento da capacidade

de fecundagao e um método profilatico viavel para a ictioftiriase.

Palavras chave: jundia, reproducgao, sémen, salinidade, ictio.



Abstract

MARTINS, Gabriel Bernardes. Sperm quality of Rhamdia quelen (Quoy &
Gaimard, 1824) silver catfish exposed to different saline concentrations. 2009.
28F. Trabalho de Conclusao de Curso — Ciéncias Biolégicas/Bacharelado.

Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The silver catfish Rhamdia quelen is a siluriform species with wide geographical
distribution throughout South America, occurring from Mexico to Argentina. It is a
rustic and eurithermic fish, with successful reproduction and development under
temperate farming. However, it presents high mass mortality by Ichthyophtirius
multifilis protozoa infestations. Attempting to improve production performance, this
study evaluated the effects of maintaining male breeders in different saline
concentrations (0, 2, 4, 6 and 8%. brut marine salt not iodized) on semen quality. The
results showed that sperm percent motility is constant between 0 and 4%, it is
reduced at 6%o and that sperm became immotile at 8%o salinity. Motility status did not
differ among treatments; sperm showed fast displacement in all saline concentrations
bellow 8%o. Motility time (mean £ SD) ranged between 38 + 10s (0%.) and 226 + 79s
(6%0), being the best performance achieved in activation media with saline
concentrations between 2 and 6%.. Therefore, increasing media osmolality until the
isosmotic point of this species is clearly important and decisive to improve fertilization

capacity; and it also is a practicable prophylactic method for ichthyophtiriasis.

Keywords: jundia, reproduction, semen, salinity, ichthyo.
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1. Introducao

O jundia (Rhamdia quelen, Quoy & Gaimard, 1824), distribuido desde o
sul do México até o centro da Argentina, € uma espécie de siluriforme que
suporta o frio do inverno e apresenta rapido crescimento no verao,
caracteristicas essenciais para o cultivo de espécies em zonas subtropicais e
temperadas (BRAUN et al., 2006). Alguns estudos considerando o efeito de
parametros de qualidade da agua como pH (LOPES et al., 2001), dureza da
agua (TOWNSEND; BALDISSEROTTO, 2001) e niveis de oxigénio dissolvido
(BRAUN et al., 2006) tém sido desenvolvidos com o jundia para melhor ajuste
dos sistemas de cultivo.

O controle da reprodugao € uma questdo chave na aquicultura e um
dos fatores limitantes no sucesso reprodutivo € a qualidade dos gametas
(BOBE; LABBE, 2009). Entretanto, a industria do cultivo de peixe tem sido mais
focada na qualidade dos ovos e larvas do que na qualidade do esperma. O
esperma é frequentemente inadequado em termos de qualidade e quantidade
durante a fertilizagdo artificial, comumente empregada na piscicultura
(RURANGWA, 2003).

O gameta masculino dos peixes tem como caracteristica ser
quiescente dentro do ducto seminal, tornando-se movel quando liberado no
meio. A ativagdo espermatica esta intimamente relacionada a capacidade de
fecundacdo do ovdcito. Assim, o conhecimento dos fatores de ativacdo do
esperma ira proporcionar uma melhora na taxa de fecundidade e
consequentemente potencial melhora no sucesso reprodutivo (COSSON et al.,
2008a).

Algumas condicbes do meio estdo associadas a motilidade
espermatica, como: pH, osmolaridade, temperatura, concentracdo de ions
(Na*, K" e Ca*?) e taxa de diluigdo (ALAVI, 2005; 2006; COSSON, 2004). Em
Salmonideos (BILLARD, 1992) e Acipenserideos (ALAVI, 2004; COSSON,
1999; 2006) os espermatozoides sdo imdveis nos testiculos devido a alta
concentragdo do ion potassio (K*) no plasma seminal (WESTING; NISSLING,
1991). Quando os espermatozdides s&o liberados no meio externo (agua-
doce), a concentracdo de K decresce por diluicdo, induzindo uma

hiperpolarizagdo da membrana que provoca a ativagcao dos espermatozoides



10

(BOITANO; OMOTO, 1991). Geralmente, a motilidade dos espermatozoéides
também pode ser induzida por pressao hiperosmotica em peixes de agua
salgada e por hiposmética em peixes de agua doce (ALAVI, 2007).

Uma das dificuldades para o desenvolvimento da produgao massiva de
alevinos de jundia € a elevada frequéncia de ocorréncia do protozoario ciliado
Ichthyophtirius muiltifilis, conhecido como o agente da doenga dos pontos
brancos (BALDISSEROTTO; RADUNZ, 2005). Esse ciliado é responsavel pela
mortalidade de milhares de alevinos e juvenis em poucos dias, ou entdo, sob
intensidades de infestacdo sub-letal, aumentam a suscetibilidade a outras
doengas que geralmente culminam em mortalidades massivas (BOIJINK;
BRANDAO, 2001). Miron et al. (2003) comprovaram a eficiéncia de banhos de
cloreto de sodio na concentragao de 4g/L sobre a infestagdo de . multifilis em
juvenis do jundia, o que foi posteriormente corroborado por Andrade et al.
(2006). Estes ultimos autores ainda demonstraram o sinergismo benéfico entre
sal e o antibidtico oxitetraciclina, no tratamento de juvenis infestados
conjuntamente por [ multifilis e a bactéria Aeromonas hydrophila.
Concentragdes reduzidas de NaCl também sdo indicadas como método
profilatico a infestagdo por fungos durante a incubagao de ovos de peixes de
agua-doce, como foi demonstrado para o peixe-rei Odontesthes bonariensis
(SAMPAIO; PIEDRAS, 2005).

Assim sendo, o0 objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de diferentes
concentragdes de sal marinho ndo iodado na viabilidade e qualidade dos
gametas masculinos de Rhamdia quelen, como forma de melhorar o

desempenho de sua produgéo sob o emprego deste agente profilatico.

2. Revisao de literatura
2.1Jundia

O jundia (Rhamdia quelen) apresenta distribuicdo neotropical, do
sudeste do México ao norte, e centro da Argentina ao sul (SILFVERGRIP,
1996). Segundo este mesmo autor, apresenta a seguinte classificacao
taxondmica: Classe: Osteichthyes, Série: Teleostei, Ordem: Siluriformes,
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Familia: Pimelodidae, Género: Rhamdia, espécie: Rhamdia quelen (Quoy &
Gaimard, 1824).

Esta espécie apresenta caracteristicas favoraveis ao seu cultivo, como,
por exemplo, boa eficiéncia alimentar, carne saborosa e sem espinhos,
crescimento a baixas temperaturas e rusticidade do manejo (CARNEIRO et al.,
2002; FRACALOSSI et al., 2004). A maturidade sexual é atingida por volta de
um ano de idade nos dois sexos, 0s machos iniciam o processo de maturagéo
gonadal com 13,4cm e as fémeas com 16,5cm. A partir de 16,5cm e 17,5cm,
todos os exemplares de machos e fémeas, respectivamente, estao
potencialmente aptos para reprodu¢cao (NARAHARA; GODINHO; ROMAGOSA,
1985). Segundo Ferreira et al. (2001), esta espécie pode iniciar a maturagao
gonadal em temperaturas a partir de 17°C. A desova do jundia é do tipo
parcelada com desenvolvimento oocitario assincrdonico, com ovulos sendo
liberados em varias ocasides do periodo reprodutivo, que ocorre de agosto a
mar¢o no Sul do Brasil. Em cativeiro, muitas vezes, devido as condigdes
inadequadas para ocorrer desova natural, € necessario realizar indugao
hormonal da espermiacdo e desova. Dentre as substancias indutoras mais
utilizadas para o jundia estdo o extrato hipofisario e as gonadotrofinas de
mamiferos (BALDISSEROTTO; NETO, 2004). As desovas induzidas s&o
seguidas de fertilizagdo in vitro, e de acordo com Bombardelli et al. (2006) a
relacdo de 89.497 espermatozéide.ovc’>c:ito'1 € indicada por apresentar elevada
taxa de fertilizagdo (86,68%).

Além da necessidade de dados complementares sobre exigéncias
nutricionais e reprodutivas, a ocorréncia de doencas atua como um limitante
para producao do jundia em larga escala. O protozoario ciliado Ichthyophthirius
multifiliis, € um importante patégeno, devido principalmente a sua elevada
letalidade e aumento da suscetibilidade dos peixes a outras infestacbes e/ou
infecgdes secundarias promovidas por este ciliado. Dentre essas, a septicemia
hemorragica causada por Aeromonas hydriphila € bastante conhecida, sendo
um agente etiolégico responsavel por substanciais perdas econdbmicas na
aquicultura (BOIJINK; BRANDAO, 2001).

A aplicagado de banhos com NaCl, verde de malaquita, permanganato

de potassio e formalina, sdo os tratamentos comumente utilizados no controle
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de doengas ocasionadas por ectoparasitas, como a ictioftiriase (KUBITZA,
1999). Carneiro et al.(2006) demonstraram que o tratamento com banhos de
NaCl em alevinos de jundia infectados com [. multifilis apresenta menor taxa
de mortalidade (33%) em comparacgéo a verde malaquita (80%). Entretanto, os
banhos de NaCl ndo eliminaram completamente a presencga de pontos brancos
nos peixes sobreviventes ao final do periodo experimental, enquanto os
sobreviventes ao tratamento de verde malaquita demonstraram nao haver
infeccdo pelo protozoario. Além disso, também comprovaram que a
concentragdo de formalina (0,2 ml/L), indicada para maioria das espécies
tropicais, € letal para a espécie. No entanto, desde 2002 o uso de verde
malaquita tem sido banido em diferentes paises, como, por exemplo, a Unido
Européia, devido a seus efeitos téxicos e carcinogénicos (TORTO-ALALIBO et
al., 2005; NISKA et al.,, 2009). Estudos sobre tratamentos profilaticos
alternativos, embora raros, comprovam a correlagao entre dieta e estimulo do
sistema imune. Vargas et al. (2008) demonstrou que dietas com altos niveis de
acidos graxos altamente insaturados da série n-3 proporcionam um aumento
da sobrevivéncia de jundias infestados com I. multifiliis.

Alguns estudos demonstram quais parametros de qualidade da agua
apresentam melhores desempenhos de produgao para R. quelen. Maffezzolli e
Nufer (2006), testando diferentes concentragdes de oxigénio na agua,
demonstraram a correlacdo positiva entre aumento da concentracdo de
oxigénio dissolvido e aumento de peso e comprimento em alevinos de jundia;
entretanto, a menor concentragao de oxigénio (1,3+0,07 mg/L) apresentou taxa
de sobrevivéncia satisfatéria, podendo haver ingestdo mesmo em baixas
concentragdes de oxigénio. Lopes et al. (2001) comprovaram que a melhor
faixa de pH para sobrevivéncia e crescimento de larvas de jundia esta entre
8,0-8,5. Segundo Marchioro e Baldisserotto (1999), alevinos de R. quelen
suportam a transferéncia de agua de 0 a 10% (adgua do mar), o que indica que
essa espécie é estenoalina. Zaions e Baldisserotto (2000) demonstraram para
juvenis de R. quelen, que o0s mesmos nao apresentaram mortalidade
significativa na faixa de pH de 4,0-9,0 (dureza de 30,0 mg/L CaCO3) em 96 h,
contudo, verificou-se que a exposi¢cao de exemplares desta espécie a aguas

acidas e alcalinas provoca uma redugdo dos niveis corporais de Na* e K.
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Como alternativa para diminuir situacbes de stress, peixes
dulceaquicolas sao transferidos para meios salinos como forma de diminuir o
gradiente osmotico entre fluidos internos € o meio externo, estimulando
produgao de muco e ainda reduzindo o stress durante o transporte de peixes
adultos e juvenis. Neste contexto, Souza-Bastos e Freire (2009) avaliou a
capacidade de regulagdo osmética do tecido muscular de R. quelen sob adigéo
de NaCl na agua por 1h. Seu resultado demonstra que ha um aumento nos
ions plasmaticos e na osmolaridade do tratamento de maior concentracao
(25g/L) em relagdo ao controle de agua doce, aumentando de 2605 para
419+2 mOsm.Kg™'. A exposicdo de jundia por 1h a 25g/L demonstrou efeito
nocivo para homeostase osmoética, com aumento da glicose, ativagdo da
anidrase carbOnica branquial e alteragdo das fung¢des motoras, revelando
claramente uma resposta ao stress, embora sem aumento na concentracido de
cortisol plasmatico.

Ainda sdo necessarios estudos para melhorar o desempenho
nutricional, controle de patégenos, parametros fisico quimicos da agua,

melhoramento genético e principalmente ajustar as técnicas de reprodugéo.

2.2Qualidade espermatica

Para fertilizacdo eficiente, a qualidade do sémen, além de outros
fatores, como a qualidade da &gua utilizada no processo, sdao de vital
importancia. Fatores fisicos e quimicos da agua interferem na fertilizagdo, uma
vez que podem atuar sobre a viabilidade do sémen (FERREIRA et al., 2001).

Desde que Gray (1928) reportou pela primeira vez que o0s
espermatozoéides de ourico do mar sdo quiescentes nos testiculos, iniciando o
movimento espermatico pelo efeito de diluigdo na agua do mar; alguns fatores
foram propostos para iniciagdo da motilidade espermatica: aumento da tensao
de oxigénio dissolvido, decréscimo de didéxido de carbono, exposicao ao pH
alcalino marinho, ou mesmo a exposi¢cao a metais como cobre ou zinco na
agua do mar (MORISAWA et al., 1983).

Alguns parametros do meio externo aquoso, como concentragdo de
jons (K*, Na*, Ca*?, Mg*™ e CI), pressdo osmética, pH, temperatura e diluigio

afetam o tempo de motilidade do espermatozéide (COSSON, 2004). Morisawa
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e Suzuki (1980) demonstraram que os espermatozdides de “goldfish”
permanecem imoveis em solugdes isotdnicas em relacdo ao plasma seminal, e
tornam-se moébveis quando suspendidos em solugbes hipotbnicas,
demonstrando que a osmolaridade atua como um dos principais fatores
reguladores da motilidade espermatica para algumas espécies (MORISAWA et
al., 1983). Estudos complementares especificaram as condi¢gdes osmoticas
associadas a motilidade e quiescéncia dos espermatozéides de diferentes
espécies, como por exemplo, para “halibut” que possui osmolaridade 6tima
para motilidade em torno de 900-1100 mOsm.kg™" (BILLARD et al., 1995), 333-
645 mOsm.Kg™ para tilapia (LINHART et al., 1999) e 150-210 mOsm.Kg™' para
“zebrafish” (JING et al., 2009).

Marshall et al. (1993) estudando mecanismos hormonais da motilidade
espermatica em truta marrom, determinaram que as gonadotropinas induzem
diretamente a secrecdo de K’ para o fluido seminal e a reabsor¢éo de Na®,
como consequéncia desse transporte ativo, o fluido seminal com baixa
concentracdo de Na® e alta de K* mantém os espermatozdides quiescentes
até sua liberacdo no ambiente aquoso externo.

De uma forma geral, tem sido demonstrado que o pH possui pouco
efeito sobre a ativacdo dos espermatozoides de peixes (ALAVI; COSSON,
2005). Borges et al. (2006) utilizando diferentes valores de pH, demonstraram
que a motilidade espermatica para R. quelen nao apresenta influéncia do pH
em uma faixa de 5 a 10.

A motilidade espermatica é um pré-requisito chave para determinacao
da qualidade e habilidade de fertilizagcdo do sémen, e alguns parametros tém
sido usados para avaliar motilidade. O mais utilizado tem sido o tempo em que
0s gametas permanecem em movimento até alcangarem o término relativo da
atividade, variavel chamada de “duracdo de motilidade”. Estudos mais recentes
referem-se ao percentual de células modveis observadas visualmente ou
gravadas, através do método CASA (Computer Assisted Sperm Analysis)
(INGERMANN et al., 2002; COSSON, J., 2008b). Analises de motilidade s&o
muito utilizadas para comparar diferentes condi¢ées experimentais, como:
procedimentos de coleta, meio de diluicdo e condicbes de armazenamento do

sémen. Além disso, a motilidade espermatica € também utilizada para avaliar o
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efeito de biotecnologias, como, por exemplo, a criopreservacdo (BOBE;
LABBE, 2009).

Parece estar bem estabelecido que dois principais fatores
caracteristicos do plasma seminal previnem a iniciagdo da motilidade
espermatica, séo eles: alta concentragdo de K*, em Salmonidae (MORISAWA
et al, 1983; STOSS, 1983) e Acipenseridae (GALLIS, 1991; ALAVI; COSSON,
2004) e a osmolaridade, baixa em relagcdo ao meio externo, para peixes
marinhos ou alta para peixes de agua-doce (COSSON et al., 2008a;
MORISAWA et al.,, 1983; BILLARD et al.,, 1995). A inibicdo da motilidade
espermatica por concentracdes milimolares de K* pode ser superada pelo
aumento da concentragdo externa de Ca*. Alguns resultados demonstram que
a concentragdo intracelular de Ca* aumenta quando a motilidade é iniciada
(COSSON; BILLARD; LETELLIER, 1989; BOITANO; OMOTO, 1991).

Independentemente da habilidade de fertilizagdo, a motilidade
espermatica € uma qualidade integrativa associada a alguns compartimentos
celulares responsaveis pela ativacdo da motilidade e sustentacdo do
movimento progressivo. Entre esses, a membrana plasmatica condiciona o
sinal iGnico de ativagdo da motilidade e mantém a barreira de permeabilidade
em ordem para prevenir a fuga de componentes intracelulares importantes. A
atividade mitocondrial resulta em um estoque energético adequado, e a
estrutura e composicdo do axonema sdo responsaveis pela eficiéncia do
movimento do espermatozéide (BOBE; LABBE, 2009).

Borges et al. (2005) estudando R. quelen, demonstrou a composi¢cao
do plasma seminal e as variagdes nas caracteristicas do sémen ao longo do
ano. Os resultados indicam que na primavera o espermatdocrito, contagem
celular, volume de sémen e a duracdo da motilidade espermatica foram
maiores do que nos outros periodos, indicando ter nesse periodo uma boa
qualidade seminal. A comparacido dos valores do plasma seminal para
eletrdlitos, metabolitos e enzimas nao diferiu entre primavera e inverno.

Ainda faltam estudos que demonstrem, para R. quelen, 0s mecanismos
de ativagao espermatica, caracteristicas fisicas, bioquimicas, morfolégicas do

espermatozoéide e também a padronizacao de técnicas que avaliem a qualidade
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seminal. Estes conhecimentos sdo de fundamental importancia para que haja

uma melhora no desempenho reprodutivo da espécie.

3. Metodologia

O experimento foi realizado no periodo de fevereiro de 2009. Foram
utilizados 25 machos adultos, com um ano de idade, produzidos pelo
Laboratdrio de Ictiologia da Universidade Federal de Pelotas.

Os exemplares foram distribuidos em delineamento experimental ao
acaso, em cinco tratamentos: 0, 2, 4, 6 e 8%, de sal marinho ndo iodado. As
unidades experimentais foram caixas plasticas de 180L com sistema de
recirculagdo de agua, filtro biolégico, aeragdo constante, fotoperiodo natural e
temperatura ambiente, sob taxa de renovacdo semanal de 80% do volume
total.

Os peixes foram aclimatados as unidades experimentais por 15 dias
mediante choque osmotico. Diariamente foram alimentados com ragéo
comercial extrusada (Supra Aqualine; 42% de proteina bruta) a uma taxa diaria
de 10% da biomassa. A qualidade da agua foi monitorada diariamente atraves
das concentragdes de oxigénio dissolvido, temperatura e pH, e semanalmente
para amoénia total.

Para coleta do sémen, trés individuos de cada tratamento foram
selecionados aleatoriamente; medidos (comprimento padrao e total) e pesados.
Precedente a coleta, a regido do poro genital foi devidamente seca, e através
de massagem abdominal o sémen foi extrusado e recolhido em seringa
descartavel. O volume total (VT) de sémen produzido foi determinado pelo
aparecimento de sangue durante a extrusdo, e padronizado em relagdo ao
peso do macho extrusado (VT= volume coletado (mL)/peso do macho (g)) .

Ap6s a coleta, 5 yL de sémen foram transferidos para lamina e
ativados com 50 pL dos respectivos meios de tratamento. Imediatamente, a
lamina foi sobreposta com laminula para analise em microscopio sob aumento
de 400x. Desta forma foi realizado para cada individuo. A contagem do tempo
de motilidade foi procedida com auxilio de um crondmetro (1s). O percentual de

motilidade foi determinado por estimativa subjetiva, através de escala arbitraria
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em intervalos de 25%. O tempo total de motilidade foi estimado no momento
em que até 25% das células espermaticas permaneciam moveis.

O grau de motilidade foi classificado segundo os parametros
estabelecidos por Hogan e Nicholson (1978), da seguinte forma: 2-
deslocamento rapido; 1- vibracdo sem deslocamento; 0 — inativo sem
movimento.

Para determinagédo do espermatécrito foi utilizada centrifuga de Micro-
hematdcrito (modelo DMH2 13.000 RPM) e tubos capilares para micro-
hematocrito ndo heparinizados, sendo o resultado determinado através da
percentagem de volume ocupado pelo precipitado em relagdo ao volume total
de sémen no capilar. Para padronizagcdo do tempo de centrifugagao, foi
realizado ensaio que determinou a relagéao entre o espermatécrito e o tempo de
centrifugagéo, sendo utilizados trés machos e seis tubos capilares para cada
um, correspondentes a cada tempo de centrifugagcéo, em intervalos de 5 até 30
min de centrifugacao.

Os parametros de volume total de sémen, tempo de motilidade e
espermatécrito foram submetidos a analise de variancia ANOVA (uma via)
seguida de teste de Tukey, os de percentual e grau de motilidade foram
comparados mediante ANOVA nao paramétrica de Kruskal-Wallis, todos sob

nivel de significancia de 95%.

4. Resultados e discussao

Durante o ensaio as variaveis relacionadas a qualidade da agua
apresentaram os seguintes valores médios (x desvio padrao): O, dissolvido
8,14 £0.7mg/L, amobnia total n&o detectavel ( < 0,01mg/L), temperatura 22 +
1,7°C e pH 8,57+ 0,07. Os exemplares ndo demonstraram diferencga
significativa para peso médio (136 + 56g) e comprimento total (25,2 + 3,4 cm).

Para ajustar o tempo necessario a estabilizagdo do espermatécrito, foi
realizado ensaio piloto com 5, 10, 15, 20, 25 e 30 min de centrifugacdo. Como
demonstrado na Fig. 1, no tempo de 15 min observou-se uma tendéncia de
estabilizacdo do espermatdcrito. Este tempo foi utilizado entdo para a

determinacao do espermatdcrito da espécie.
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Os valores de espermatécrito, percentual de células moveis, tempo e

grau de motilidade dos espermatozodides e do volume total de sémen séo

apresentados na Tab. 1.

Tabela 1 - Efeito da salinidade no espermatdcrito, volume total de sémen,
percentual de células moveis, tempo e grau de motilidade espermatica do
jundia Rhamdia quelen.

Salinidade | Espermatécrito | Volume de Percentual de Tempo de Grau de
(%o) (%) Sémen células méveis | motilidade | motilidade
(mL.g™) (%) (s)
0 88,9 + 4,37 4,0 +2,2° 75-100 38+ 107 2
2 89,5+ 3,1%° 1,7+0,4° 75-100 206+ 118° 2
4 91,4 +3,6° 33+15° 75-100 200 + 52°° 2
6 88,5+ 1,8 29+21° 25-50 226 + 79° 2
8 87,0+ 2,8° 3,029 0 0+ 0° 0

Letras diferentes demonstram diferenga significativa entre médias (HSD
Tukey; p<0,05).

Embora o tratamento a 8% ndo tenha sido capaz de iniciar a

motilidade espermatica, para verificar se realmente havia possibilidade dos

espermatozoides tornarem-se méveis, a amostra foi ativada com agua a uma
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concentragao salina de 2%., ocorrendo ativagao e obtendo motilidade média
de 75s. A inatividade observada pode ser explicada pelo fato da osmolaridade
daquela solugdo estar muito proxima ao ponto isosmoético do plasma
sanguineo (260mOsm.kg™”), como também do plasma seminal da espécie
(275mOsm.kg™") (SOUZA-BASTOS; FREIRE, 2009; BORGES et al., 2005).
Desta forma, R. quelen demonstra possuir padrao de motilidade espermatica
semelhante a maioria dos teledsteos de agua doce, onde apenas solugdes
hiposmoéticas em relagdo ao plasma seminal promovem a ativagdo dos
espermatozoides (MORISAWA, 1994).

Para “catfish” (Clarias batrachus), os espermatozéides permanecem
moveis entre 0 e 100 mOsm.kg™" (NaCl, KCI e solugdo de manitol), entretanto
em 150 mOsm.kg" ocorre decréscimo da motilidade e a 250 mOsm.kg™" o
espermatozoide permanece totalmente imével (MORITA et al., 2006). Alavi et
al. (2009) demonstraram um padrao semelhante de ativagdo para o lucio
(Esox lucius), onde a maxima motilidade espermatica é alcangada em uma
faixa de 125-235 mOsm.Kg'1, sendo a motilidade suprimida quando o meio de
ativagdo possui 375 mOsm.Kg' (NaCl) ou 400 mOsm.Kg”' (manitol). A
osmolaridade do plasma seminal dos machos amostrados para esse estudo
foi 284 mOsm.kg™". Recentemente, Jing et al. (2009), demonstraram que os
espermatozoides de zebrafish tornam-se méveis entre 25-270 mOsm.Kg™,
porém a maior motilidade observada ocorreu entre 150-210 mOsm.Kg™, ja a
osmolaridade para completa inatividade (=300 mOsm. Kg') foi semelhante a
do plasma sanguineo (315 mOsm.Kg"'). Diferentemente do padrdo
apresentado, os espermatozoides de goldfish, carpa e goébio tornam-se
moveis apenas quando diluidos em solucéo isotbnica em relagdo ao plasma
seminal (MORISAWA, 1983; MORITA et al., 2006).

Os valores observados para o volume de sémen e espermatocrito
mostraram-se semelhantes aos apresentados por Borges et al. (2005). O
volume de sémen liberado correlacionado ao peso do individuo nao
demonstrou diferenga entre os tratamentos. Apesar da diferenga significativa
para o espermatdcrito apontada para os tratamentos 4 e 8%., a variagcao
observada parece nao responder direta e proporcionalmente a osmolaridade

do meio.
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Alguns autores sugerem que os peixes se aclimatam a variagdo de
salinidade, depois de um tempo relativamente prolongado de
exposicao,voltando a estabilizar suas condi¢cdes fisiolégicas, como a
osmolaridade plasmatica (ROCHE; CHAAR; PERES, 1989). Camargo et al.
(2006) conclui em seu estudo que diferentes salinidades (0, 2, 4, 6 e 8%0) por
um periodo de 30 dias, ndo demonstram diferenga significativa em relagédo aos
parametros eritrocitarios, como numero total de eritrocitos, hematdcrito, volume
corpuscular meédio, hemoglobina corpuscular média e concentragdo de
hemoglobina corpuscular média. Recentemente, Chew et al (2009) estudando
juvenis de gobio (Oxyeleotris marmorata), demonstrou que a exposi¢ao por um
dia a agua do mar resulta em uma rapida perturbacdo na osmolaridade
sanguinea e concentragao idnica, entretanto, quando expostos por 14 dias, ha
uma aclimatagdo osmorregulatéria branquial, pois ha um aumento na
densidade e na atividade da proteina Na'/K* ATPase nas células de cloreto
(ricas em mitocondrias).

Diferencas na composi¢cdo quimica do plasma seminal e sanguineo
podem ocorrer devido a barreira sangue-testiculos, situada entre o sangue e os
espermatozoides em teledsteos, e entre sangue-espermatécitos em mamiferos
(STEYN; VAN VUREN, 1986). As gonadotropinas podem regular diretamente
as fungbes de transporte de ions da barreira sangue-testiculos, deste modo
regulando a composigao idnica do plasma seminal (MARSHALL et al., 1989).

Em relagdo aos parametros de motilidade, o jundia demonstrou tempo
de motilidade tipico de teledsteos dulceaquicolas, tanto no meio controle
quanto nos meios hiposalinos, com cerca de 30-40s de atividade em agua-doce
e até 200s nos meios de salinidade reduzida (Figura 2). Os espermatozdides
de jundia sao ativados imediatamente quando em contado com agua doce, e a
alta porcentagem de espermatozoides vigorosos e ativos movendo-se é
mantida por um curto periodo de tempo (20s) (BORGES et al., 2005). Em
estudo realizado por Morita et al. (2006), com Carpa-java (Puntius javanicus) e
“catfish” (Clarias batrachus) apresentaram tempos de motilidade de 10 e 90s,

respectivamente.
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Figura 2. Efeito da salinidade
(%0) sobre o tempo de
motilidade espermatica (s;
Média + DP) de Rhamdia
quelen.

De acordo com os resultados obtidos, o maior tempo de motilidade
ocorreu em solucdes hiposmoéticas em relagao ao plasma seminal, entretanto
foi observado que a pressdo osmoética promove alteragdes morfoldgicas da
cabeca espermatica (visivel aumento de volume devido a entrada de agua do
meio externo), o que explica o curto tempo de motilidade (MORISAWA et al.,
1983; TAKAI; MORISAWA, 1995; COSSON, 1999) encontrado quando a
concentragdo salina foi zero. De forma semelhante, o espermatozoide de
carpa, quando diluido em meio hipoténico, nada ativamente por uma fragao de
segundos apds ativagcdo. Quando o espermatozdide € diluido em agua
destilada, ocorre um progressivo inchago da cabecga e da parte distal do flagelo,
seguido por um progressivo enrolamento da extremidade do flagelo, o
comprimento flagelar diminuiu e o espermatozdide para sua motilidade
progressivamente, pois o flagelo torna-se excessivamente curto para permitir
alguma propagacao de batimento (COSSON, 2008). Ainda, a permeabilidade e
a estrutura da membrana plasmatica apresentam modificagdo devido a
reorganizacdo da bicamada lipidica (MARIAN et al, 1993; 1997).
Diferentemente, Wilson-Leddy et al. (2009) demonstraram para Danio rerio,
que meios hiposmoticos em relagdo ao plasma seminal resultam em atraso no
inicio da motilidade, entretanto aumenta a intensidade de deslocamento e

ainda o tempo total de motilidade.



22

Ha uma clara evidéncia da importancia do aumento da osmolaridade
até o ponto isosmotico do plasma seminal no jundia, visto que, conforme
indicado para outros peixes dulceaquicolas, a acado de hidratagcdo dos
espermatozoides em meio hiposmético promove a diluicdo da concentragéo
intracelular do K, constituindo o principal evento de ativagdo da motilidade
espermatica (TAKAI;, MORISAWA, 1995; WILSON-LEEDY et al. 2009).
Diferentemente de outras espécies, estudos anteriores com o jundia
demonstraram que o pH n&o apresenta influéncia sobre a capacidade de
ativacdo e tempo de motilidade espermatico (FERREIRA et al., 2001). Em
Ciprinideos, por exemplo, ha influéncia de pH intracelular e extracelular sobre a
capacidade de ativagdo e motilidade espermatica (MARIAN, 1997).

5. Conclusoes

A exposigao crénica (até 15 dias) de reprodutores de jundia sob
salinidade até 6%o de sal marinho ndo prejudica a qualidade espermatica, além
disso, podera potencializar o sucesso de fecundagdo devido o expressivo
aumento do tempo de motilidade. Assim, o emprego de meios hiposalinos para
fins de controle do protozoario Ichthyophtirius multifilis durante a produgéao de
machos adultos, em salinidades entre 2 e 6%0 (NaCl), pode ser utilizada, sem

que haja perda na qualidade dos gametas masculinos.
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