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RESUMO

A aquicultura tem assumido crescente importancia como fonte de alimentos
ricos em proteina. O ariac6, Lutjanus synagris estd entre as dez principais
espécies capturadas nas pescarias da costa central do Brasil e nos EUA
movimentou 157,745 mil délares nas pescarias de 2010. Um dos pré-requisitos
para a domesticacdo e 0 estabelecimento da industria sustentavel € a
capacidade de controlar a reproducdo em cativeiro. O cultivo intensivo e a
propagacdo artificial requerem tecnologias proprias de manipulacdo dos
gametas, as quais incluem o armazenamento em curto prazo para facilitar a
reproducdo artificial ou mesmo para melhorar sua eficacia. O conhecimento da
biologia da espécie € importante para concluir o processo de fertilizacdo e para
o desenvolvimento de técnicas de estocagem de sémen a curto e longo prazos.
O objetivo deste trabalho foi caracterizar quantitativa e qualitativamente o
sémen fresco de ariacd, L. synagris utilizando o sistema computadorizado de
analise seminal (CASA). As amostras de sémen foram analisadas quanto a
concentracdo espermética, volume ejaculado, osmolaridade, pH, morfologia,
morfometria e motilidade espermatica. As médias de concentracdo
espermatica, volume ejaculado, osmolaridade, pH foram 2,43 + 0,42 x 10*
sptz/mL, 0,39 £ 0,2 mL, 378,5 + 65,1 mOsm/Kg e 7,9 = 0,17, respectivamente.
O sémen de L. synagris apresentou 34,6% de patologias primarias e 24,25%
de patologias secundarias; os espermatozéides apresentaram comprimento,
largura, &rea e perimetro médio de 3,06 pm, 2,73 pm, 7,63 pm? e 9,70 pm
respectivamente. A motilidade espermatica total do sémen fresco foi de 78,8%,
sendo 22,32% considerados de velocidade rapida; a retiddo e oscilagdo médias
foram 63,24 e 67% respectivamente; a velocidade curvilinear média foi de
35,13 um/s, a velocidade média em linha reta foi 13,04 um/s, a velocidade
meédia de percurso foi 22,14 um/s; o deslocamento lateral médio da cabeca dos
espermatozoides foi 2,84 um e a frequéncia de batimento lateral da cauda foi
de 4,04 Hz. A utilizacdo do sistema CASA para avaliagdo da morfologia e
motilidade espermaticas foi bem sucedida e mostrou ser um método pratico e

objetivo para a avaliacdo de grandes numeros de espermatozoides.

Palavras-chave : Lutjanus synagris. Morfometria espermatica. Motilidade

espermatica. Sistema Computadorizado de Analise de Sémen — CASA.



ABSTRACT

Aquaculture has become an important source of protein. Lutjanus synagris, lane
shapper, is amongst the ten main species caught in the Brazilian central coast
fisheries and, in the U.S., generated $ 157,745 in 2010. One of the
prerequisites for the industry settlement of sustainable fish farming is the ability
to control reproduction in captivity. The intensive breeding and artificial
propagation requires appropriated technologies for gametes handling, which
include short-term storage to supply the activity or even to improve its
effectiveness. The knowledge of the species biology is important to complete
the fertilization process and to develop techniques for semen storage in a short
and long term. This study aim was to characterize quantitative and qualitatively
the L. synagris fresh semen using the Computed Assisted Semen Analysis
(CASA). Semen samples were analyzed regarding the sperm concentration,
ejaculated volume, osmolality, pH, morphology, morphometry and sperm
motility. The average sperm concentration, ejaculated volume, osmolality and
pH was 2.43 £ 0.42 x 1010 sperm / mL, 0.39 £ 0.2 mL, 378.5 + 65.1 mOsm / kg
and 7.9 = 0.17, respectively. L. synagris semen presented 34.6% of primary
abnormalities and 24.25% of secondary abnormalities, the mean spermatozoa
length, width, area and perimeter were3.06 um, 2.73 pm, 7.63 ym? and 9.70
um, respectively. The total sperm motility of fresh semen was 78.8% being
22.32% considered of high velocity; the mean straightness and wobble were
63.24 and 67% respectively; the average of curvilinear velocity was 35.13 pum/s,
the main straight line velocity was 13.04 um / s, the main path velocity was
22.14 pm / s, the main lateral displacement of spermatozoa head was 2.84 pym
and beat cross frequency was 4.04 Hz. The use of CASA for evaluation of
sperm morphology and motility was successful and proved to be a practical

method for the evaluation of large numbers of sperm.

Key-words : Lutjauns synagris. Sperm morphometry. Sperm motility. Computed
Assisted Semen Analysis - CASA
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CARACTERIZACAO DO SEMEN DE ARIACO, Lutjanus synagris (Linnaeus, 1758)

MAYRA BEZERRA VETTORAZZI

1. INTRODUCAO

Sabe-se que as populacdes humanas crescem a taxas maiores que 0S
meios de subsisténcia (MALTHUS, 1999), e que o0 homem se preocupa em manter

sustentaveis as atividades agricolas e de extracdo (FAO, 2011).

Mesmo assim, as pescarias apresentam declinio em quase todos os
seguimentos gue identificamos (pelagicas e de fundo, costeiras e oceanicas), e em
toda parte do globo terrestre (FAO, 2010). Em contrapartida, as comunidades
cientificas alertam para a importancia da aplicacao de técnicas sustentaveis, mas no
caso de algumas espécies, é possivel dizer qgue ndo ha mais chance de crescimento

da exploragéo.

O alimento advindo do mar € uma excelente fonte de proteina animal, rico
em micronutrientes essenciais, incluindo vitaminas, mineiras, 6leos essenciais da
familia 6mega 3 (que tém propriedades anti-inflamatérias, antitrombaticas,
antiarritmicos e reduzem os lipideos do sangue) e tem sido cada vez mais
consumido. Neste iterim, a aquicultura marinha vem ganhando espac¢o cada vez

maior no seguimento econémico de producao de alimento (KIME et al., 2001).

Neste ponto a cooperacdo com a comunidade cientifica se torna
essencial. H4 um esfor¢co cada vez mais intenso em se produzir conhecimento da
biologia e fisiologia de espécies apreciadas como alimento, de modo a proporcionar
um contexto propicio para retomarmos o controle da producdo de alimento de
gualidade.

Sendo a aquicultura a modalidade que produz animais em ambientes
confinados, é elementar que esta atividade domine as técnicas de reproducdo mais
adequadas fisioldgica e economicamente as espécies e regides em que se trabalha

(OSTRENKSY et al., 2008). Isso, levando-se em conta que 0s animais necessitam
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de estimulos ambientais para desencadear as respostas fisioldgicas envolvidas nos
mecanismos de reproducdo, e muitas vezes o confinamento nao propicia tais

exigéncias.

O estabelecimento do cultivo de uma nova espécie de peixe marinho deve
disponibilizar ovos de qualidade e fornecer um suprimento continuo de juvenis para
a engorda. Com a alta demanda por espécies de peixes lutjanideos em geral e a
constante pressao dos setores de pesca tanto comercial quanto esportiva, uma fonte

alternativa destes individuos é necessaria (TURANO et. al., 2000).

Diversos arranjos foram planejados para as diversas exigéncias das
espécies cultivadas. Foram melhorados os meios de cultivos (gaiolas circulares,
raceways, sistemas de alimentacdo automatizados), otimizados os protocolos de
manejo (controle da luminosidade, aplicagdo de anestésicos, identificacdo eletrénica
individualizada), lancou-se médo do melhoramento genético (reversdo sexual,

producao de hibridos), porém ainda restam muitas lacunas a serem preenchidas.

A conservacdo de gametas apresenta-se como ferramenta bastante util
para eliminar assincronias de maturacdo gonadal entre machos e fémeas, para a
transferéncia de gametas entre laboratdrios e contribui para a variabilidade genética,
que em populacdes confinadas representa um gargalo a ser contornado (SUQUET
et al., 2000; CAROLSFELD et al., 2003; RIBEIRO e GODINHO,2003).

Para a conservagao dos gametas (sendo os gametas masculinos mais
comumente utilizados nesta técnica), € imperativa a adicdo de substancias que
confiram um ambiente propicio ao estoque destas células: diluidores e
criopreservantes (BILLARD e COSSON, 1992; PADHI e MANDAL, 2000). Para a
determinacdo das condi¢gbes Otimas que um diluidor ou criopreservante tenha é
necessario que se tenha definido os parametros seminais. Tanto quanto também é
necessario saber em quais condi¢cdes morfolégicas (qualitativas) e morfométricas
(meristicas) se encontra 0 sémen antes e depois da submissdo aos conservantes

para gerar um relatorio de viabilidade da técnica de preservacao empregada.
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1.1 Objetivos

O objetivo deste trabalho foi caracterizar quantitativa e qualitativamente o
sémen fresco de ariaco, L. synagris utilizando o sistema computadorizado de analise
seminal (CASA).

1.1.1 Objetivos especificos

[Determinar o aspecto e cor do liquido seminal

[Determinar o pH do sémen fresco;

[Determinar a osmolaridade do sémen fresco;

[Determinar a concentracao espermatica;

[Determinar o volume meédio de sémen produzido por individuo.

[Determinar os parametros de motilidade espermatica utilizando o sistema
CASA;

[Determinar os valores de morfometria da cabeca dos espermatozoéides

utilizando o sistema CASA;

[Determinar a morfologia dos espermatozéides;
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Situacéo dos estoques pesqueiros

A pesca industrial tem levantado sérias preocupacdes quanto aos efeitos
ecolégicos (MYERS & WORM, 2003) relativos a deplecdo dos estoques, a captura
de fauna acompanhante e destruicdo de habitats. Em todo o globo sdo percebidas
mudancas na biomassa capturada de importantes espécies. Juntamente com a
percepcdo da acdo das mudancas climaticas nas populacdes de peixes, uma
consciéncia generalizada de que uma simples abordagem para o manejo das
pescarias ndao € suficiente (TEGNER & DAYTON,1999) vem se instalando aos
poucos. Steele e Schumacher (2000), investigando teorias ecoldogicas de como
teriam sido as populacdes selvagens antes da instalacdo das pescarias industriais,
sugeriu que, caso a comunidade cientifica estivesse interessada nas consequéncias
destas pescarias em estoques recém descobertos, ou mesmo na recuperacao
daqueles em deplecdo, seria imperativo considerar os efeitos ndo sO sobre as

populacdes sob estresse, mas em todos 0os componentes do sistema.

Com isso, a aquicultura tem assumido crescente importancia como fonte
de alimentos ricos em proteina (KIME et al., 2001; NAYLOR et al., 2000).

2.2 Aquicultura

A pesca marinha mundial capturou 79,9 milhdes de toneladas de pescado
em 2009, pouco mais do que o valor atingido em 2008, 79,5 milhdes de toneladas
(FAO, 2010). Esses numeros mantiveram-se nestes patamares durante toda a
década de 2000, em uma sucessao de altas e baixas que caracteriza a estagnacao
da atividade. Em contrapartida, a aquicultura marinha vem, embora modestamente,
crescendo em toda a década, tendo atingido, em 2009, 20,1 milhdes de toneladas

de pescado, com um aumento de 2,03% em relacdo a 2008 (FAO, 2010). Se
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buscarmos uma série histérica mais expressiva, ainda analisando dados da FAO
(2010) veremos que no periodo de 1970-2008, a producdo aquicola mundial de
peixe (continental e marinho) cresceu a uma taxa de 8,3% ao ano, enquanto que a

populacdo mundial cresceu a uma taxa média de 1,6% ao ano.

Apesar da longa tradicdo das praticas aquicolas em alguns paises, esta
atividade, no contexto global, € um setor relativamente novo, que cresceu
vertiginosamente nos ultimos 50 anos. Em 2008, a producgéo aquicola, excluindo-se
plantas aquaticas, movimentou 98,4 bilhdes de dolares (FAO, 2010).

2.2.1 Brasil

Segundo o Ministério da Pesca e Aquicultura do Brasil - MPA (2010), a
producdo aquicola e pesqueira brasileira alcancou um volume de 1.156.423 t em
2008, ocupando a 212 colocacédo dentre os maiores produtores mundiais de pescado
do mundo. Em 2008, a regido nordeste foi a regido mais produtiva do pais, com
374.815 t, respondendo por 32% da producdo nacional. O Ceara contribuiu com
83,153 mil toneladas de pescado em 2008, sendo 0 quarto estado que mais

produziu neste ano (7,2% da producao nacional) (MPA, 2010).

Ainda segundo a mesma fonte, em termos de aquicultura, o Brasil, teve
producado de 415.649 t em 2009, ocupando a 162 posicédo no ranking mundial. Deste
total, a maricultura contribuiu com 78.296 t (18,84%), sendo o Ceara responsavel por

20.515 toneladas, o segundo estado que mais produziu.

Em 2008 a produgcdo da aquicultura marinha brasileira estava
basicamente concentrada na regido Nordeste, 99,99% sendo representada pela
producdo de camarao e 0,01% por ostras, ndo constando nas estatisticas qualquer
producao piscicola (OSTRENSKY et al. 2008).

De acordo com Ostrensky et al. (2008), o uso de um maior numero de
espécies em empreendimentos agquicolas implica na necessidade de maiores

investimentos em pesquisas de base e aplicadas, para o desenvolvimento do que se
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convencionou chamar de “pacotes tecnoldgicos”, direcionados nao apenas as

espécies, mas também as diferentes regides brasileiras.

2.3 Familia Lutijanidae

Lutjanidae é uma familia composta de quatro subfamilias, 17 géneros e
103 espécies (FAO, 1985), sendo em sua maioria composta de peixes marinhos
habitantes de regifes recifais. Internacionalmente sédo conhecidos como snappers.
Embora os representantes da familia Lutjanidae estejam presentes mais comumente
em regibes marinhas tropicais e sub-tropicais, trés espécies do género Lutjanus do
indo-Pacifico habitam aguas continentais, e os juvenis de diversas outras espécies
sdo encontrados em 4guas salobras de estuéarios. A familia esta dividida em quatro
discretas faunas geograficas: Pacifico Oriental, Indo-Pacifico Ocidental, Atlantico
Ocidental e Atlantico Oriental (FAO, 1985).

Lutjanidae € uma das maiores familias de peixes teledsteos (CHOW et al.,
1993) que séo geralmente carnivoros, piscivoros ou planctéfagos. Mais da metade
das espécies de peixes lutjanideos pertencem a subfamilia Lutjanidae das quais 14
espécies pertencentes a trés géneros (Lutjanus, Ocyurus e Rhomboplites) foram
descritas no Atlantico Oeste (CHOW et al., 1993).

A familia Lutjanidae figura na lista de espécies cultivadas da FAO (quadro
1) e ja foi reportada em diversos estudos com foco em biologia pesqueira,
reproducao, idade e crescimento, sistema de cultivo, nutrigdo, desova e larvicultura
(BARROS et al., 1996; BENETTI et al., 2002; KAMUKURU e MGAYA, 2004; DUMAS
et al., 2004; VARGASMACHUCA et al.,, 2007; EDWARDS, 2006; SZEDLMAYER,
1998; EMATA et al., 1994; TURANO et al., 2000). No entanto, apesar de ja terem
sido apontados como potenciais espécies para o cultivo (DUMAS et al.,, 2004;
TUCKER AND JORY, 1991) sdo poucas as técnicas totalmente desenvolvidas

aplicadas ao cultivo destas espécies.
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Quadro 1 — Producéo aquicola de Lutjanideos por tipo de ambiente de cultivo. Adaptado do
anuério da FAO 2008. (B) Agua salobra; (M) Agua salgada.

Espécie Ambiente 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008
t t t t t t t t t t
Lutjanidae B 115 46 134 125 312 90 24 6 4 2
M 61 16 63 311 254 - - - - 75
L.argentimaculatus B 1315 3085 2049 1502 2352 3962 3452 4549 4484 3411
M 321 73 117 25 122 150 247 134 136 91
L. bohar B - - - - - -
L.goldei M - - - 8 49 3 33
L. guttatus B - - - - - 1 1 2 1
L. johnii B 3485
M - 10 11 55 20 66 53
L. russelli M 83 263 392 231 115 72 116 33 10 19
Lutjanus ssp B 36 20 - 4 5 7 - -
M 70 152 61 29 1 2 2 2 7 102

2.3.1 Lutjanus synagris (ariaco)

Lutjanus synagris, o ariaco (figura 1), foi descrito por Carolus Linnaeus,
em 1758. Apresenta corpo moderadamente alto, focinho pontudo, caninos
moderadamente desenvolvidos em ambas as mandibulas. Nadadeira dorsal com 10
espinhos e 12 (raramente 13) raios, nadadeira anal arredondada com trés espinhos
e oito a nove raios, sendo as nadadeiras peitorais relativamente curtas, néo
atingindo o nivel do anus, apresentando 15 ou 16 raios. Acima da linha lateral
apresenta listras amarelas obliguas e o abdémen é coberto de listras amarelas
horizontais, geralmente de oito a 10. Tem dorso rosado ou avermelhado e a porcao
inferior das laterais e ventre prateada amarelada, com nadadeiras amareladas a
avermelhadas. Proximo ao peddnculo caudal, acima da linha lateral e abaixo dos
raios da nadadeira dorsal, vé-se uma mancha preta difusa, maior que o olho,
eventualmente ndo mais que 1/3 desta mancha pode se localizar abaixo da linha

lateral (FAO, 1985; FROESE, R. E D. PAULY, 2011).
Taxonomicamente sua classificacdo segue o modelo:
Reino: Animalia

Filo: Chordata
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Superclasse: Osteichthyes
Classe: Osteichthyes
Subclasse: Neopterygii
Infraclasse: Teleostei
Superordem: Acantopterygii
Ordem: Perciformes
Familia: Lutjanidae

Subfamilia: Lutjaninae

Género: Lutjanus

Espécie: Lutjanus synagris

Esta espécie se distribui no Atlantico acidental, desde a Carolina do Norte
(EUA) até Santos (Brasil) (figura 2), sendo bastante abundante em todo o mar do
Caribe e Golfo do México.

O ariacO é encontrado associado a diversos tipos de substratos, porém
destaca-se proximos a regides recifais. Alimenta-se durante a noite de pequenos

peixes, camardes, gastrépodes e cefalopodes (FAO, 1985).

Figura 1 — Lutjanus synagris, o ariaco. Exemplar utilizado no presente estudo.
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Na lingua inglesa recebeu denominacdo de lane snapper, em francés
vivaneau gazou e em espanhol pargo biajaiba. No nordeste brasileiro € conhecido
como ariacO. O ariac6 possui habitos demersais e vive em aguas quentes, estando
frequentemente associados a fundos coralinos e rochosos, entre a zona costeira e a
profundidade de 400 m. Ocorre desde a Carolina do Norte, Estados Unidos, até o
sudeste brasileiro, incluindo todo o mar do Caribe e o Golfo do México (figura 2).
Destaca-se por sua carne saborosa e pele avermelhada, que o valoriza
economicamente (MENEZES e FIGUEIREDO, 1980; ALLEN, 1985).

No Golfo do México o ariacO aparece como uma espécie comercialmente
importante, e ja foram estudados sua biologia pesqueira (TORRES et al., 1990),
ecologia e dindmica populacional (RIVERA-ARRIAGA et al., 1996). Em Cuba, sua
ecologia, ciclo de vida, reproducao e biologia pesqueira sdo conhecidas (CLARO,
1981a/b e 1982).

No Brasil, as primeiras investigacdes sobre o ariacé foram realizadas no
estado do Ceara através de estudos de idade e crescimento (ALEGRIA e
MENEZES, 1970) e fecundidade (GESTEIRA e ROCHA, 1976). Recentemente foi
determinado por Sousa-Junior et al. (2008) que, na conata do Ceara, esta espécie
se reproduz ao longo de todo o ano com picos entre janeiro e abril. Os mesmo
autores determinaram o comprimento meédio de primeira maturacdo de 23,4 cm
(comprimento total). Lima (2004) realizou estudos em idade e crescimento em
estoques capturados na costa norte da Bahia, justificando a importancia comercial
da espécie que, segundo Klippel e Peréz (2002), estd entre as dez principais
espécies capturadas na pesca de linha da costa central do Brasil. O mesmo ocorre
no Ceara, onde se destaca com a quinta posicédo dentre as espécies de peixes mais
capturadas, através de uma producéo estimada de 804,5 toneladas no ano de 2006,
movimentando 4.102.950,00 reais (IBAMA, 2008).
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Figura 2 — Ocorréncia de ariacé (L. synagris) indicada em vermelho.

Nos Estados Unidos, em 2010, o desembarque doméstico de vermelhos
(snappers) alcancou a marca de 190,538 toneladas e movimentou 12,903 bilhdes de
dolares. Em Porto Rico, em 2010, o desembarque doméstico de peixes desta familia
somou 188,810 toneladas e a espécie L. synagris participou desta cota com
30.592Kg, movimentando 157,745 mil ddélares (NATIONAL MARINE FISHERIES
SERVICE OFFICE OF SCIENCE AND TECHNOLOGY, 2010). Juntamente com
Ocyurus chrysurus é capturado mais frequentemente do que outros lutjanideos em
aguas rasas do mar do Caribe (FAO, 1985).

No Brasil, o desembarque de ariacé somou, em 2009, 2.046 toneladas de
um total de 510.523 toneladas de pescado (MPA, 2010).

Com grande aceitacdo de mercado nacional e internacional,
caracteristicas sensoriais bastante apreciadas e relativa rusticidade, o ariaco

apresenta-se como uma espécie com grande potencial para a aquicultura marinha.

2.4 Reproducéo em cativeiro

Um dos pré-requisitos para a domesticacdo e o estabelecimento da

industria sustentavel de cultivo de peixes € a capacidade de controlar o processo
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reprodutivo em cativeiro (MYLONAS, FOSTIER E ZANUY, 2009). Porém muitas
espécies de alto valor comercial ainda dependem da disponibilidade de juvenis
selvagens (OTTOLENGHI et al., 2004).

Para que a reproducédo de peixes tenha éxito € necessario que haja uma
sincronizacdo das matrizes e destas com o meio no qual estdo inseridos. Esta
sincronizagdo permite que ocorra uma cascata de eventos hormonais internos da
qual decorrerd a maturacdo. Varias espécies conseguem atingir a maturidade em
cativeiro normalmente (HONG e ZHANG, 2002), porém a desova em condi¢cdes
laboratoriais (muitas vezes bastante distintas das encontradas no ambiente natural)
pode representar grande dificuldade. N&o raros sao reportadas falhas na maturacao
final dos ovdcitos, em fémeas (ZOHAR, 1989b; PETER et al., 1993), e pequena
producéo e/ou baixa qualidade de sémen em machos (BILLARD, 1986, 1989).

Tais problemas podem, em alguns casos, serem mitigados com a
manipulacéo de fatores abidticos como temperatura, fotoperiodo, salinidade, volume
de agua no tanque (profundidade), substrato, etc (ZOHAR, 1989b; MUNRO et al.,
1990; YARON, 1995). Em algumas espécies, para vencer a auséncia dos estimulos
naturais a reproducdo, somente a manipulagdo hormonal exdégena pode ser

confiavel no controle da reproducéo.

Em machos a indugdo hormonal também pode ser vantajosa, uma vez
que peixes de desova parcelada frequentemente apresentam dificuldade na coleta

simultanea de material gamético de machos e fémeas (KIME et al., 2001).

2.4.1 Fisiologia da reproducéo

A reproducdo é uma funcdo organica regulada por fatores ambientais
externos que funcionam como gatilhos para o desencadeamento de liberacdes
hormonais internas (ROTTMANN, SHIREMAN e CHAPMAN, 1991).

O ciclo reprodutivo de teledsteos € similar ao de outros vertebrados e
ocorre em duas fases (figura 3). A primeira fase consiste da proliferacéo,
crescimento e diferenciacdo dos gametas (chamada de Vvitelogénese e
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espermatogénese, em fémeas e machos, respectivamente), enquanto que a
segunda fase abrange a liberacdo dos ovocitos e espermatozoides (maturacao dos

ovacitos e espermiogénese, em fémeas e machos, respectivamente).

Figura 3 — Esquema ilustrativo da sequencia de estimulos hormonais que precede a

formacdo dos gametas em teledsteos.
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O processo interno regulatorio do processo reprodutivo responde ao eixo
cérebro-hipotalamo-hipdéfise-gbnada. O estimulo ambiental indicador do periodo
reprodutivo (maior luminosidade, temperatura, nutrientes dissolvidos, etc.) é
recebido pelo cérebro e encaminhado para sua porcdo chamada hipotalamo. O
hipotalamo produz o horménio liberador de gonadotropina (GnRH) que estimula a
glandula hipodfise. Uma vez estando a hipdfise estimulada, esta produz e libera
horménios gonadotropicos (GtH), ou gonadotrofinas, que caem na corrente

sanguinea e se dirigem as gonadas (ovarios e testiculos). Os hormoénios
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gonadotrépicos ativam os esteroides que induzem a maturacéo final e liberacédo de

ovoécitos e sémen.

Em machos, a primeira fase (espermatogénese) inclui a proliferagdo das
espermatogobnias, células primitivas que dardo origem a células diferenciadas, as
espermatides. O processo é completado com a producdo do espermatozoide
flagelado, isto €, a espermatogénese (BILLARD, 1986; SCHULZ e MIURA, 2002),
um importante passo para a diferenciacdo das espermatides haploides em
espermatozoides flagelados e durante o qual a morfologia do espermatozoide
espécie-especifico € determinada (BILLARD et al., 1986; PUDNEY, 1995; SCHULZ
e MIURA, 2002).

Em peixes, a espermiacdo corresponde a liberacdo do espermatozoide
nos dutos esperméaticos. Ao mesmo tempo a producdo de fluido seminal é
observada (LAFLEUR e THOMAS, 1991). Pelo menos em algumas espécies, este
processo pode ser associado com a aquisicdo da capacidade de fertilizacdo do
espermatozoide (SCHULZ e MIURA, 2002). O espermatozoide é liberado em dutos
espermaticos durante a segunda fase do ciclo reprodutivo masculino, ou seja,
espermiagcdo, que ocorre durante a estacdo reprodutiva. O sémen € ejaculado
espontaneamente pelo peixe ou pode ser, em caso de animais em cativeiro, extraido
com aplicacao de pressao abdominal (extrusdo). A espermiacéo e ejaculacdo podem
ser sincronizadas com a desova das fémeas via comunicagao feromonial (STACEY,
2003).

A espermatogénese e espermiagcdo podem ser temporariamente
separadas e durante a estacdo reprodutiva os testiculos podem conter
exclusivamente espermatozoides (BILLARD, 1986; MALISON et al., 1994). Na
maioria das espécies, entretanto, existe uma sobreposicao significante entre os dois
processos, com ambas espermatogénese e espermiacdo ocorrendo durante a
estacao reprodutiva (JACKSON e SULLIVAN, 1995; MYLONAS et al., 2003; RAINIS
et al., 2003).

Normalmente, machos apresentam um periodo mais longo de
espermiacdo, o qual engloba a estacdo de desova das fémeas, e podem fertilizar
ovos de varias fémeas na natureza. Adicionalmente, uma fémea pode desovar com

mais de um macho, seja em apenas uma ocasido ou em diferentes e sucessivas
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ocasides (PETERSSON e JARVI, 2001). Esse comportamento masculino e feminino
garante 0 sucesso reprodutivo do individuo e favorece a manutencdo da
variabilidade genética dentro de uma populacdo selvagem, o que nao ocorre

necessariamente em populacdes confinadas.

O estimulo da espermiacdo no inicio do periodo reprodutivo parece ser
bastante util, quando machos e fémeas pertencem a diferentes plantéis e estao
submetidos a diferentes regimes de manejo (BILLARD, 1986). Por esta razdo o uso
de recursos tecnologicos de preservagdo de sémen é bastante indicado para o

armazenamento e também para o transporte (KIME et al., 2001).

2.4.2 Inducao Hormonal

Em se tratando de machos, a maioria dos métodos de inducdo a
reproducdo empregados em aquicultura ndo sao destinados a inducdo da
espermatogénese, que é um longo processo durando muitos dias ou semanas, mas
somente a inducdo da espermiogénese e a producado do fliido seminal que por sua
vez permite um maior nimero de espermatozoides serem expelidos dos testiculos
(MYLONAS et al.,, 1997b, 1998a). Neste caso, € aplicada a técnica que atuara

diretamente na gonada, as gonadotrofinas.

A principal vantagem da Gondatrofina Coriénica Humana (hCG) e demais
horménios gonadotroficos € a de agir diretamente sobre as gbnadas ndo sendo
necesséria a ativacao da hipdéfise. Possui como desvantagem o fato de desencadear
resposta imune nos peixes apés longos periodos de tratamento sendo imuno
neutralizado. O resultado € que séo necessarias doses cada vez maiores, ou entao
o tratamento deixa ser efetivo (ZOHAR e MYLONAS, 2001).

Os métodos utilizados para induzir a espermiacdo séo requeridos em
algumas situagbes nas quais este processo é blogueado completamente. Por
exemplo, em casos de domesticacao fraca ou quando as condi¢cdes de cultivo ndo
estdo de acordo com a ecobiologia da espécie. O controle da espermiacdo pode

também ser necessario para sincronizar a producdo de sémen com a ovulacdo das
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fémeas, para um bom manejo das matrizes. Finalmente, o sémen necessita ser
avaliado no exato momento e com a quantidade e qualidade requeridas quando
planos de reproducao estdo sendo executados para propositos de selecéo genética,
OuU para criopreservacao, para preservar recursos genéticos de interesse (HOLT,
2000).

Vérias espécies de lutjanideos ja foram alvos de experimentos com
inducdo hormonal: L. griseus, L. erythropterus, L. russelli, L. argentimaculatus, L.
peru, L. guttatus, L. campechanus e L. synagris (CABRERA, BARRIOS e QUIJADA,
1998; HONG e ZHANG, 2002, EMATA, 2002 e 2003; DUMAS et al., 2004; IBARRA-
CASTRO e DUNCAN, 2007; BOZA-ABARCA et al.,, 2008; IBARRA-CASTRO e
LAJONCHERE, 2009; PHELPS et al., 2009; PASSOS-NETO,2010).

2.5. Conservacgéo de sémen

O conhecimento sobre a preservacdo de sémen de peixe vem avancando
desde a década de 50. Os primeiros trabalhos foram realizados por Barret (1951),
que verificou a viabilidade de células germinativas de salmonideos depois da
estocagem e por Blaxter (1953), que procurou viabilizar o cruzamento de duas

variedades de arenque que desovam em épocas diferentes do ano.

O desenvolvimento de técnicas para o armazenamento de sémen de
peixes pode ser justificado tanto por razbes ambientais quanto econdémicas. As
agressdes ambientais, promovidas nos ultimos anos, principalmente em ambientes
aquaticos, afetam diretamente as popula¢gbes de espécies nativas de peixes, que
mesmo antes de entrarem para a lista daquelas ameacadas de extingcdo, algumas de
suas caracteristicas genéticas ja podem ter sido alteradas ou perdidas como
estratégia de adaptacdo as condi¢cdes ambientais alteradas (CARNEIRO, 2007). As
estratégias de recuperacado da ictiofauna de corpos d’agua que passam por periodo
de reversao de um processo de deterioracdo podem ser grandemente auxiliadas por
sémen coletado num periodo anterior e armazenado sob baixas temperaturas
(RANA, 1995; KIME, 1998, apud Kime, 2001).
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Quanto a questdo econbmica, existem muitas vantagens no uso de
técnicas de conservacdo de sémen de peixes. O cultivo intensivo e a propagacéo
artificial requerem tecnologias préprias de manipulacdo dos gametas, as quais
incluem o armazenamento em curto prazo para facilitar a reproducéo artificial ou

mesmo para melhorar sua eficacia (KOVACS, 1990).

Dentre os diversos beneficios da preservacdo do sémen, pode-se
destacar a exclusédo da assincronia de desova entre machos e fémeas, conservacéo
da variabilidade genética em populacdes domesticadas e a facilidade no
estabelecimento de programas de melhoramento genético (SUQUET et al., 2000;
CAROLSFELD et al., 2003; RIBEIRO e GODINHO, 2003).

A preservacdo de gametas pode ser realizada em curto prazo, que
consiste em manter a viabilidade espermatica por um periodo de horas ou dias sob
temperatura de refrigeracdo (OLIVEIRA et al., 2007) e em longo prazo, que envolve
procedimentos de armazenamento de espermatozoides em nitrogénio liquido,
mantendo-se a viabilidade dos gametas por tempo indefinido (MURGAS et al.,
2007).

Sob refrigeracdo, os espermatozoides de peixes podem ser armazenados
por algumas horas ou dias, dependendo da espécie, facilitando os trabalhos de
rotina dentro de um laboratério de reproducdo induzida e favorecendo a
concentracdo dos esfor¢os para o trabalho com as fémeas (BILLARD et al., 2004). A
técnica de refrigeracdo possibilita ainda a reducdo nos custos de manutencéo do
plantel de matrizes e trocas de material genético entre laboratérios (CARNEIRO et
al., 2006). Segundo Franciscatto et al. (2002), a conservacdo seminal em curto
periodo de tempo permite que o sémen esteja apto para a fecundacdo de ovécitos

sem a presenca do macho, melhorando a eficiéncia das reprodu¢cdes em cativeiro.

A refrigeracdo consiste na simples coleta do sémen e posterior
estocagem no refrigerador, ou caixa isotérmica contendo gelo, mantendo-se a
temperatura em torno de 0 a 4°C e o sémen coletado pode ser estocado sem
diluicho ou diluido, utilizando-se solucdo diluidora. A diluicAo aumenta a
disponibilidade de oxigénio para as células e também reduz a concentracdo de
proteinas do plasma seminal que podem degenerar com o tempo, comprometendo a
gualidade seminal (BILLARD e COSSON, 1992; PADHI e MANDAL, 2000).
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A conservagdo de sémen por longos periodos tem a finalidade de
abastecer a necessidade de genes para aumentar a variabilidade genética de uma
determinada populacdo. O armazenamento de sémen de peixes por longos periodos
de tempo € uma ferramenta importante que possibilita a manutencdo da

variabilidade genética de uma populagéo para uso futuro (CARNEIRO, 2007).

2.5.1 Parametros espermaticos

Espermatozoides sdo células de natureza unica dentre aquelas geradas
pelos componentes do reino Animalia. Em espécies de fertilizagdo externa, eles sdo
liberados em meio hostil aonde tém que lidar com condi¢cdes extremamente

agressivas, seja em agua doce, salgada ou salobra (COSSON, 2003).

Os espermatozoides de peixes variam em estrutura (JAMIESON, 1991),
refletindo sua histéria evolutiva de mais de 550 milhdes de anos (JANVIER, 1999),

variacdo genética e adaptacao espacial ao ambiente (SUQUET et al., 2000).

O conhecimento da biologia da espécie € importante basicamente por
dois aspectos. Primeiramente para concluir o processo de fertilizagdo sob condi¢des
de cativeiro (levando-se em consideracdo que 0s parametros espermaticos variam
bastante entre os espécimes e dentro do periodo reprodutivo). E também para o
desenvolvimento de técnicas de estocagem de sémen a curto e longo prazos,

incluindo criopreservacédo (GROISON et al., 2010).

2.5.1.1 Metabolismo espermatico

Na maioria das espécies de peixes 0s espermatozoides sao imoveis no
plasma seminal, dentro do testiculo (TAKAI e MORISAWA, 1995; STOSS, 1983;
BILLARD, 1986) em contraste do que ocorre em répteis e mamiferos (KRASZNAI et
al., 2003). Por isso, a motilidade é induzida logo apés a liberacdo do sémen no meio

aguoso. Existem relacdes entre a composicdo do fliido seminal e as do meio
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aguoso em que a reproducao deve proceder. A motilidade é afetada por muitos
fatores, sendo os principais a concentracdo de componentes osmoticamente ativos

(osmolaridade), presséo osmatica, pH e temperatura.

A mudanca na osmolaridade e concentracao ibnica do ambiente externo
sdo os gatilhos para o inicio da motilidade espermatica (TAKAI e MORISAWA,
1995). O plasma seminal de peixes marinhos apresenta concentracdo de ions K" e
Na” similar as do plasma sanguineo (MORISAWA, 1985; COSON, 2010). Além disto,
a concentracdo de células no trato genital normalmente é muito alta, o que contribui
para a imotilidade pela exaustdo de O, e a grande liberacdo de CO, no plasma
seminal, como no caso de peixes achatados (Inaba et al., 2003). As células
epiteliais do ducto espermatico parecem ter papel importante na secre¢do dos ions
responsaveis pela isosmolaridade.

Os espermatozoides permanecem iméveis no plasma seminal isosmotico
ao sangue até que sejam diluidos (expelidos) em solucédo hiperosmotica (agua do
mar), enquanto que nos peixes de agua doce ocorre 0 oposto, ou seja, a imotilidade
€ superada pela hiposmolaridade da agua doce (figura 4). Esta dinamica ja foi
reportada para uma vasta gama de peixes marinhos (quadro 2).

Figura 4 — Esquema ilustrativo das condi¢Bes gerais de osmolaridade requeridas

para a ativagdo da motilidade espermatica em peixes marinhos ou dulcicolas.

Peixes Marinhos Peixes Dulcicolas
Osmolaridade seminal Osmolaridade seminal
300mOsm 300mOsm
Choque Osmético Chogue Osmético
Osmolaridade Agua do Mar Osmolaridade Agua Doce
1100mOsm 50mOsm
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O inicio da motilidade é seguido imediatamente de uma resposta natatéria
veloz, que requer um alto consumo de energia pelo espermatozoide, levando,

consequentemente, a um periodo moével bastante breve (COSSON et al., 1999).

Quadro 2 — Espécies estudadas quanto aos parametros que induzem a motilidade

espermatica. Adaptado de Cosson (2010).

NOME VULGAR NOME CIENTIFICO REFERENCIA
Bacalhau Gadus morhua L. Westin & Nissling, 1991
) Pleuronectes yokohamae; ] )
Linguado ) ] Morisawa & Suzuki, 1980

Kareius bicoloratus

D.labrax Dreanno et al., 1999
Gilthead sea bream (dourada) Sparus aurata Billard, 1978

] ) Lee et al., 1992; Yeganeh et al.,
Tainha Mugil cephalus
2008
Mediterranean horse mackerel Trachurus mediterraneus
Tainha Mullus barbutus Lahnsteiner
Bogue Boops boops & Patzner, 1998
White sea bream Diplodus sargus
Halibut Hippoglossus hippoglossus Billard et al., 1993
Linguado Psetta maxima Chauvaud et al., 1995
Atum do Atlantico Thunnus thynnus
Bacalhau G. morhua
Cosson et al., 2008a, b

Merluza Merluccius merluccius
Gilthead sea bream (dourada) S. aurata
Senegalese sole Solea senegalis Cabrita et al., 2008

A motilidade contabiliza a percentagem de espermatozoides moveis
presentes huma amostra de sémen. A progressividade consiste na capacidade que
0 espermatozoide tem em “percorrer um caminho”, enquanto que a mobilidade

apenas diz respeito a aptiddo do espermatozoide para se movimentar, ainda que
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seja no mesmo sitio (mobilidade in situ). Segundo a World Health Organization
(Organizacdo Mundial de Saude) (2010) a motilidade espermatica pode ser
classificada de trés maneiras: () Motilidade Progressiva, que inclui espermatozoéides
em movimentos ativos, seja em linha reta ou em circulos; (Il) Motilidade N&o
Progressiva, inclui espermatozoides com movimentos de vibracdo flagelar sem
necessariamente se deslocar; (lll) Imotilidade, auséncia completa de atividade
motora. Para que o espermatozoide consiga alcancar o ovocito, € mais importante

uma boa progressividade do que uma boa mobilidade.

A energia para a motilidade e o metabolismo basico dos espermatozoides é
derivada da quebra de nutrientes exdégenos e enddgenos na presenca ou auséncia
de oxigénio (STOSS, 1983), processo que ocorre na mitocOndria, na peca
intermediaria (ALAVI et at., 2009).

Durante o periodo no qual a célula espermética estd movel, observa-se o
decréscimo dos parametros que descrevem a motilidade. O batimento flagelar
apresenta padrdes caracteristicos em cada periodo da fase mével. Na primeira fase
da motilidade, a cauda apresenta padrdo ondulatério pleno, ou seja, em toda a sua
extensdo; em um segundo momento, a cauda assume um padrdo intermediario, com
movimento ondulatério observado somente em sua parte proximal; no final do
periodo movel ocorre a restricdo do movimento ondulatorio a terceira ou quarta parte
do comprimento da cauda, levando a uma restricdo do batimento ondulatorio até o
completo repouso da cauda. Toda a evolugdo do movimento flagelar € marcada pelo
batimento flagelar, que inicialmente € maximo e pode chegar a 100 Hz, mas
normalmente permanece entre 50 e 70 Hz, variando com a espécie (COSSON et al.,
1997). Este parametro é essencial ao analisarmos a qualidade espermatica, pois
trata-se justamente do aparato mecanico que impulsionara o espermatozoide em

direcéo ao ovulo e dele depende o sucesso da potencial fecundacéo.

2.5.1.2 Morfologia espermética

Segundo Billard (1970, apud ALAVI et al., 2007), os espermatozoides
podem ser morfologicamente subdivididos em cabecga, peca intermediéria e cauda
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(figura 5). Na maioria dos grupos de peixes falta o acrossoma (AFZELIUS, 1978),
gue ocorre na ordem dos Acipenseriformes (LINHART e KUDO, 1997) e em todos 0s
outros grupos de vertebrados. A morfologia dos espermatozoides parece refletir no
seu modo de fertilizacdo. A caréncia do acrossoma € compensada pela presenca da
micropila, um orificio no coérion do évulo para a penetracdo do espermatozoide
(GISNBURG, 1972 apud ALAVI et al., 2007). Ginzburg (1972) (apud ALAVI et al.,
2007) descreveu os espermatozoides de algumas espécies de peixes como sendo
estruturas constituidas, além da peca intermediaria e cauda, por cabeca com
acrossomo. Todavia, 0 mesmo autor constatou, por métodos citolégicos, que os

espermatozoides da maioria dos telebsteos ndo possuem acrossomo.

Figura 5 — Desenho esquematico de um espermatozoide de peixe

CABECA

PECA
INTCRMEDIARIA

FLAGFI D <
VITOCONDRIA

NUCLLO

A cauda dos espermatozoides esta disposta em arranjos de microtubulos
do tipo “9+2”, significando nove microtubulos periféricos ao redor de dois centrais.
Estes microtibulos deslizam simultaneamente um apds o outro promovendo a
oscilacdo do flagelo e o deslizamento da célula espermatica. Cosson (2007b)

descreveu este movimento em todos os seus pormenores.

A cabeca contém o ndcleo e, portanto, 0 material genético. A energia
requerida para a motilidade espermatica é originada na mitocondria, localizada na
peca intermediaria (ALAVI et at., 2009).

Linhart et al. (1991) (apud ALAVI et al., 2007) revisou extensamente a

literatura e compilou dados de dimensdes espermaticas de mais de 30 espécies de
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peixes: a cabeca mede de dois a quatro um, com excecdo de esturjbes e paddle
fishes (LINHART et al., 1995; PSENICKA et al., 2007), que sédo alongados e medem
9 um de comprimento e dois um de largura, o flagelo atinge de 20 a 100 um e cada

espermatozoide contém de um a nove mitocéndrias.

O estudo morfologico das células espermaticas e sua relacdo com a
infertiidade dos machos alcangaram maior importancia com o advento da
inseminacéao artificial em mamiferos, especialmente na espécie bovina. Assim, foram
realizados estudos a fim de se evitar a expansdo de doencas decorrentes de
anormalidades espermaticas, responsaveis pelo baixo indice de fertilidade (BLOM,
1973; BARTH e OKO, 1989; COSSON et al., 1999).

Em verificacdo de alteracdbes morfoloégicas de espermatozoides de
mamiferos, inUmeros corantes sdo utilizados a fim de evidenciar as células
esperméticas, como: Williams modificado (VALE FILHO, 1980), coloragédo de Karras
(CBRA, 1998), eosina-nigrosina (CASSINELLO et al., 1998), eosina-anelina azul e
corante Giemsa (BARTH & OKO, 1989; CASSINELLO et al., 1998), tinta da China e
coloracdo supravital (HAFEZ & HAFEZ, 2000), Vermelho Congo (AGUIAR et al.,
1994; AGUIAR et al., 1996), Rosa Bengala (RODRIGUES & RODRIGUES, 1998;
GALVANI et al., 2000), uranil acetato e citrato chumbo (TADDEI et al., 2001), além

de muitos outros.

2.5.1.3 Concentracdo espermatica

A concentragdo dos espermatozoides no sémen é frequentemente usada
para caracterizar o sémen. Este parametro € facilmente acessado por diferentes
técnicas como contagem microscopica, espectrofotometria, e espermatocrito.
Segundo Billard et al. (1993) a concentracdo espermatica é um dos principais
parametros para avaliar a qualidade seminal de peixes. No entanto, Maria et al.
(2005) afirmou que ndo é considerada uma medida especifica da capacidade de
fertilizacdo e pode variar muito interespecificamente, ao longo da vida do individuo,
de acordo com coletas sucessivas no mesmo individuo, a realizagdo de inducéo

hormonal e os hormdnios utilizados, a época de coleta e o tamanho do peixe
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(GONDINHO, 2007; BASTARDO et al., 2004; KAVAMOTO et al., 1997; STREIT et
al., 2004; BORGES et al., 2005; BILLARD, 1993).

A criopreservacao de sémen tem sido estudada com diferentes protocolos
em mais de 200 espécies de peixes de agua doce tais como: truta, Salmo trutta
caspius (SARVI et al., 2006), bagres, Clarias gariepinus, Silurus glanis e Pangasius
hypophthalmus (VIVEIROS et al., 2000; LINHART et al, 2005; KWANTONG e BART,
2009), carpa, Labeo rohita (ROUTRAY et al., 2006) e mais de 32 espécies marinhas
tais como salméo, Oncorhynchus tshawytscha (ROSENGRAVE, 2008), esturjao,
Acipenser sturio (KOPEIKA et al.,, 2000) e vermelhos, Lutjanus campechanus,
Lutjanus argentimaculatus (RILEY et al., 2004; VULTHIPHANDCHAI et al., 2009).

2.6 Andlise de sémen assistida por computador (CASA)

Os softwares que realizam analises de espermatozoides por computador
(CASA) atuam como metodologia para o0 acesso rapido e complexo a qualidade
espermatica, seja da motilidade ou morfometria. Funciona de modo a capturar a
imagem das posi¢cbes sucessivas da cabeca dos diversos espermatozoides
(simultaneamente) em movimento e integrando-as em forma de video para calcular

suas trajetérias e/ou suas caracteristicas morfométricas (FAUVEL et al., 2010).

O sistema CASA descreve diferentes parametros da natacdo de
espermatozoides, por exemplo, velocidade curvilinear (VCL), que descreve a
velocidade do percurso real; velocidade retilinear (VSL), que descreve a velocidade
progressiva entre o ponto inicial e final de percurso (em linha reta) realizado;
velocidade do percurso (VAP), calculada pela média da velocidade curvilinear
velocidade em linha reta ((VCL + VSL) / 2); frequéncia do batimento lateral da cauda
(BLC), que descreve o numero de ondas propagadas a partir da area proximal
(proxima a cabeca) por segundo; amplitude do deslocamento lateral da cabeca
(ALH), que descreve a distancia linear correspondente a mudanca de direcdo da
cabeca de um lado da trajetéria linear ao lado oposto (se relaciona indiretamente
com o BCF); dentre outros (figura 6). Analisa também parametros morfométricos
como comprimento, largura, perimetro, area, elipsidade, regularidade, rugosidade da

cabeca dos espermatozoides.



37

Figura 6 — Esquema ilustrativo dos parametros de motilidade espermatica
analisados pelo sistema CASA. VCL - velocidade curvilinear; VSL — velocidade
retilinear; VAP — velocidade de percurso; ALH — amplitude de deslocamento lateral

da cabeca.

Adaptado de Alavi et al. (2007)

Atualmente, dezenas de sistemas CASA estdo disponiveis no mercado,
mas deve-se atentar para alguns pontos. Estes softwares tém custo elevado,
geralmente adaptado para capturar motilidades longas, com as de mamiferos. No
entanto, pode-se adapta-los para 0o uso com sémen de peixes, caso 0 modelo
escolhido consiga gerar os resultados em curtos periodos de tempo, para que se
possa acessar a motilidade espermatica de peixes, que é bastante breve (FAUVEL
et al., 2010).

A maioria dos sistemas CASA é projetada para obter informacfes da
cabeca em movimento, sendo a resolucdo da imagem insuficiente para permitir
observacoes sobre o flagelo (COSSON, 2010).

Para andlises de morfometria, estes softwares representam um método
assaz objetivo e compreensivel, em comparacdo aos demais (WILSON-LEEDY e
INGERMANN, 2007). Por isso, o0 CASA tem sido empregado para determinaras
variacbes individuais da qualidade espermatica nas diferentes espécies
(LAHNSTEINER e PATZNER, 1998), exercendo um papel fundamental na
aquicultura, otimizando as condicbes de processamentos de dados (KIME et al.,
2001).



38

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Locais de realizacéao do estudo

O presente trabalho foi executado entre marco de 2010 e dezembro de
2011, em duas etapas. A primeira dela se consistiu na estocagem e maturacao dos
animais e coleta de sémen sendo realizada na Unidade de Pesquisa e Producdo
Marinha — UPPMAR, localizada no Centro de Estudos Ambientais Costeiros (CEAC)
(figura 7) do Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR) da Universidade Federal do
Ceara (UFC).

O CEAC (S3°49’, W38°25’) esta localizado proximo a Praia do Porto das
Dunas (a 21 km de Fortaleza), situado as margens do estuario do Rio Pacoti e
abrangendo uma area de 4,4 ha.

A segunda etapa consistiu na analise do sémen coletado e foi realizada
em sua totalidade no Laboratério de Biotecnologia da Reproducdo de Peixes
(LPRP), que se localiza do Nucleo Integrado de Biotecnologia da Faculdade de
Veterinéria da Universidade Estadual do Ceard — UECE.

Figura 7— Vista aérea do CEAC. (A) UPPMAR; (B) Estuario do rio Pacoti.
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3.2 Captura das matrizes, estocagem e manejo geral

Os exemplares de ariacd, L. synagris, foram capturados em varias
incursdes realizadas proximo a costa da praia do Mucuripe, em Fortaleza, Ceara. Os
animais, juvenis e adultos, foram obtidos por meio de pesca com anzol entre marcgo
de 2010 e julho de 2011. Ao chegar ao laboratério os individuos foram
cuidadosamente inspecionados e selecionados segundo a auséncia de
ectoparasitas e sinais de patologia (presenca de ulceragdes, exoftalmia, nadadeiras
danificadas, dentre outros).

Os individuos foram em seguida estocados em tanque circular de fibra de
vidro com volume util de 10m3, localizado em um galpdo coberto (figura 8),
submetidos a um regime de recirculacdo de agua com filtragem mecanica e
biolégica. A iluminacdo provinha de um sistema individualizado, constituido por
refletores e duas lampadas de 160 W mantidos sob fotoperiodo controlado, com 14

horas de claro (05h00min as 19h00min) e 10 horas de escuro.

Figura 8 — Sistema de cultivo coberto na UPPMAR. No detalhe (A) o tanque de estocagem
dos reprodutores utilizados neste estudo.

O regime alimentar obedecia a um trato diario com racdo semi-umida a

base de peixe, camardo e concentrado protéico. Para a finalizacdo do processo de
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maturacdo gonadal, os peixes foram alimentados uma vez ao dia ad libitum

alternando-se entre peixe (Sardinela spp.), camardo (Penaeus spp.) e lula (Loligo

sp.).

3.3 Obtencgéo de sémen

3.3.1 Induc¢do hormonal

A primeira etapa para a obtencdo de sémen foi a de verificagdo da
condicao de maturacdo gonadal dos peixes. Para tal, a coluna de agua do tanque de
estocagem era drenada para cerca de 30 cm. Os individuos eram capturados com o
auxilio de um puca, e seguiam para a anestesia. Esta era feita com banho em agua
contendo solucdo estoque de eugenol a 4%. A solugdo estoque de anestésico era
preparada diluindo-se 100 mL de eugenol concentrado (Vetec®) em 900 mL de
alcool etilico 98° (1:9). Os peixes eram mantidos imersos em tanque circular com

capacidade de 100L até atingirem o estagio de completa anestesia.

AplOs a anestesia, os animais eram medidos com o auxilio de um
ictibmetro, pesados em uma balanca digital (Bel Instrumentos LTDA.), com precisao
de 0,5 cm e 0,1 g, respectivamente (figura 9), e inspecionados quanto a liberacdo de

sémen sob leve pressédo abdominal (figura 10).

As indugbes hormonais foram conduzidas utilizando-se inje¢bes de
gonadotrofina coriénica humana (hCG) (Chorulon, Intervet®) na base da nadadeira
peitoral (figura 11), em dose Unica. A dosagem utilizada foi de 500Ul/Kg de peso

corp6reo em cada animal, 24 horas antes da coleta de sémen.
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Figura 9 — (A) Captura dos animais com o auxilio de pucas; (B) Imersdo em solucéo
anestésica (Eugenol 4%); (C) e (D) Biometria dos animais, medicdo e pesagem

respectivamente.

Figura 10 — Aplicacéo de pressdo abdominal para a verificacdo da presenca de sémen como
indicador de maturacéo gonadal nos machos de L. synagris.
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Figura 11 — Aplicacdo de Gonadotrofina Coridnica Humana (HCG — Chorulon Intervet) em
ariaco (L. synagris) para indugdo a espermiacao.

3.3.2 Coleta de sémen

Apbs 24 horas da aplicacdo da dose hormonal indutora da espermiacao,
0s animais foram acessados para a coleta de sémen. A coleta foi realizada apds a
anestesia dos reprodutores, como forma de minimizar o estresse dos animais e

possibilitar uma maior precisdo da técnica de coleta.

A anestesia foi feita como descrita anteriormente, com eugenol a 4%. Os
peixes anestesiados eram colocados sobre base acolchoada e envoltos em toalha
molhada para evitar qualquer injdria. Aplicava-se a massagem abdominal no sentido
antero-posterior para a extrusdo do liqguido seminal. Toda a regido urogenital era
limpa e seca com papel toalha evitando a contaminacdo do sémen com fezes, urina
ou muco. A coleta foi realizada com a utilizacdo de seringas plasticas, descartaveis e
graduadas de volume méaximo de 3mL acopladas a cateteres especialmente
ajustados para maior eficiéncia da coleta (figura 12).

As amostras coletadas eram verificadas quanto a auséncia de motilidade
espermatica por meio de visualizagdo em microscoépio 6tico (aumento 40x) de uma
aliguota da mesma. A amostra sé foi estocada para as analises subsequentes
guando nao havia sinais de ativacdo espermatica e, portanto, de contaminacao.
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Figura 12 — Coleta de sémen de ariaco (L. synagris) utilizando seringa graduada com cateter

acoplado.

Em seguida o conteudo seminal era transferido para Eppendorfs de 2L,
individualizados e armazenados em refrigerador, em temperaturas de

aproximadamente 4°C.

Ao fim da coleta, as amostras eram acondicionadas em caixas térmicas
de isopor contendo gelo em escama e, sem contato direto com o gelo,
imediatamente transportadas até o LPRP - UECE aonde foram feitas as analises.

3.4 Andlise de sémen

3.4.1 Aspectos fisico-quimicos

A cor foi determinada entre branco leitoso, branco amarelado, amarelo ou
transparente e 0 aspecto do sémen foi analisado segundo Veldsquez-Medina (2008)

como denso, semi-denso ou ralo.

A osmolaridade do sémen fresco foi obtida com o auxilio de osmbémetro

eletrénico Roebling®.

O pH de sémen fresco foi medido por peagéametro digital com

microeletrodo Hanna Instruments®.
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3.4.2 Volume de sémen ejaculado

O sémen foi coletado em seringas plasticas descartaveis de 3 mL e o
volume aferido com preciséo de 0,1 mL. Este parametro foi determinado

individualmente de cada espécime.

3.4.3 Concentracdo espermatica

A concentragdo espermatica foi acessada em camara de Neubauer a
partir do sémen fixado em solucdo de formol salino (0,1%) na proporgao de 1:4000
(sémen:formol salino). Uma aliquota de 10uL de sémen fixado foi colocada sobre

cada grade da camara e levado ao microscopio optico Nicon®, na objetiva de 40X.

As células foram contadas em duplicata por um Unico observador nos

campos 1, 2, 3, 4 e 5 de cada grade de acordo com a figura 13.

Figura 13 — Esquema de contagem de células espermaticas na camara de Neubauer. Foram

considerados para contagem os quadrantes marcados em vermelho.

1.00 mm.

5 1.00 mm.

0.05 nm. =

L 1.00 um.

T |

Os valores médios encontrados nas duas grades de contagem da

camara de Neubauer (n) foram multiplicados pelo fator de diluigéo:
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n x 200,05 x 10°

3.4.4 Producao total de espermatozoides

A concentracdo de espermatica (Ce) juntamente com o volume de sémen
ejaculado (V), de um mesmo individuo, € utilizada para estimar a producéao total de
espermatozoides durante um evento reprodutivo (TRIPPEL, 2003). E calculada pelo

produto das duas variaveis:

CexV

3.4.5 Motilidade espermatica

A motilidade espermatica foi analisada pelo software SCA (Sperm Class
Analyzer, SCA®2005, Microptics S.L., Espanha) que utiliza o sistema de analise
CASA (Computer Assisted Sperm Analyzer).

Uma aliquota de 2uL de sémen fresco foi colocada sobre a camara de
Mackler, ativada e homogeneizada com 100uL de agua do sistema de cultivo a 1120
mIOsm. As imagens foram analisadas imediatamente sob filtro pH1, na objetiva de
10X (figura 14). Foram consideradas as motilidades de, no minimo 2000

espermatozoides por amostra de sémen.
Os parametros considerados neste aspecto foram:

a. Progressao: espermatozoides estaticos e com motilidade total (ndo
progressiva e progressiva). Quantificados em porcentagem do total

de espermatozoides presentes no campo de analise microscépico;

b. Velocidade: rapidos e médios (com média de velocidade entre 20 e

42 um/s) e lentos (com velocidade média menor que 20 um/s),
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guantificados em porcentagem do total de espermatozoides
presentes no campo de analise microscopico. Também foram
calculadas a retidao (VSL / velocidade média x 100) e oscilacdo da
trajetoria curvilinear, quantificadas em porcentagem. Foram
particularizadas as velocidades curvilinear (VCL) (correspondente a
velocidade do percurso real do espermatozoide, incluindo todo e
qualquer desvio da cabeca do espermatozoide) e em linha reta
(VSL) (correspondente a distancia em linha reta entre o ponto inicial
e final do percurso do espermatozoide, dividido pelo tempo
discorrido entre o inicio e o final da motilidade) e velocidade de

percurso (VAP) e foram quantificadas em pm/s.

c. Amplitude: Deslocamento Lateral da Cabeca - ALH (um) e

Frequéncia do Batimento Lateral da Cauda - BCF (Hz)

Figura 14 — Imagem capturada pelo software SCA® no momento da medicdo da motilidade
espermatica do sémen de ariacd (L. synagris). Em vermelho a rota dos espermatozoides
com velocidade progressiva rapida; em verde, progressiva lenta; em azul, ndo progressiva e

em amarelo os espermatozoides imoveis.
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3.4.6 Morfometria

Para as analises de morfometria da cabeca do espermatozoide foi
necesséria a preparagdo de solucdo de sémen fixado em formol salino (0,1%), na
proporcao de 1:10 (sémen fresco:formol salino). Para a confeccdo do esfregaco foi
pipetado uma aliquota de 2uL de sémen fixado, o qual foi submetido a coloracéo
com Pandtico de Hemograma (um minuto submergido em cada estagio). Em
seguida, a lamina foi coberta com laminula e levada para anélise no software SCA®.
As andlises foram feitas sob filtro pH1 e aumento de 40x. O processo foi feito
manualmente por um unico observador, para que fosse evitada a escolha de
particulas presentes na lamina. O sistema computadorizado detectava os limites da
cabeca dos espermatozoides lancando uma sombra azulada em cima da imagem
captada. O observador descartou todas as células que nao tiveram seu limite

claramente delimitado pela sobra azulada (figura 15).

Figura 15- Imagem da cabe¢a de um espermatozoide de ariacé (L. synagris) captada e
analisada pelo software SCA®.
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Os parametros observados foram: comprimento (C), maior eixo da cabeca do
espermatozoide (medido em pum), largura (L), menor eixo da cabeca do
espermatozoide (medido em pum), perimetro (P), distancia correspondente ao
contorno da cabeca do espermatozoide (medido em um), area (A) medida de toda a
superficie da cabeca do espermatozoide (medida em um?) (figura 16). Destes dados
o programa calculou elipsidade, rugosidade e regularidade. A elipsidade (C/L) é a
relacdo entre comprimento e largura. Quando é igual a 1, a cabeca do
espermatozoide € considerada redonda, quando maior que um, um elipsoide. A
rugosidade (41TA / P?) é a relaco entre o perimetro de uma elipse e o perimetro da
cabeca do espermatozoide. Quanto mais préximo de 1, mais uniforme € a superficie
da cabeca do espermatozoide. A regularidade (TTCL / 4A) é a relacao da area tedrica
de um elipsoide e da area real da cabeca do espermatozoide. Quanto mais proximo
de 1, mais similar & forma da elipse. Foram analisados 200 espermatozdéides de

cada amostra de sémen.

Figura 16 — llustracdo esquematica das medidas morfométricas analisadas pelo software
SCA®.

Perimetro

3.4.7 Morfologia

Para a analise de morfologia dos espermatozoides foi necessaria a
formulacdo de solucdo de sémen fixado em formol salino (0,1%), na proporcéo de

1:10 (sémen:formol salino). Para a confeccdo do esfregaco foi pipetado uma aliquota
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pY

de 1uL de sémen fixado, o qual foi submetido a coloragdo com Panoético de
Hemograma (cinco minutos submergido em cada um dos trés estagios). Apos a
secagem natural, as laminas foram submetidas a varredura microscopica para a
contagem e caracterizacdo da morfologia e patologias espermaticas. A varredura foi

realizada por um unico observador.

A classificacdo das patologias esperméticas foi adaptada da técnica
aplicada por Miliorini et al. (2011) para Prochilodus lineatus e considerou como
patologias primarias os defeitos decorrentes do processo de espermatogénese, e
secundarias os defeitos decorrentes da técnica de fixacdo e/ou esfregaco. A

descricédo das patologias apresenta-se no quadro 3.

Quando apresentada ambos os defeitos priméarios e secundarios, a célula
espermatica foi classificada como portador de defeito primario. Quando apresentado
mais de um defeito de uma mesma natureza na mesma célula, a classificacao foi
feita de acordo com o defeito que mais afeta a fertilizacdo (CD> CF>CFE>MC/MIC
ou CNL>CSD) (adaptada de Miliorini et al., 2011).

A contagem foi feita utilizando-se um contador manual (Digitimer) que
registra até oito categorias. A varredura era interrompida sempre que a contagem
total das células atingia média de 200 espermatozéides.

3.5 Anélise estatistica

Os parametros de concentracdo espermatica, volume de sémen
ejaculado, producéo total de espermatozoides, osmolaridade e pH foram expressos
em média + desvio padrdo e calculado o coeficiente de variagdo pelo software
Microsoft Office Excel® 2007, assim como as médias percentuais de anormalidades
morfologicas *+ desvio padrdo. Os dados de motilidade espermatica foram obtidos a
partir do software SCA® 2005, Microptics S.L. Os dados de morfometria foram
submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) entre os machos utilizados neste
estudo com p< 0,05, e quando houve diferenca estatistica a Teste de Tukey, ambos

pelo software BioEstat 5.0.
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Quadro 3 — Descricdo das patologias analisadas em espermatozoides de ariacod (L.

synagris) (adaptada de Miliorini et al., 2011).

Natureza da ) _ L
_ Tipo de Patologia Descricdo
Patologia
, Espermatozéides apresentando
Macrocefalia (MC)
cabeca grande
_ _ Espermatozoides apresentando
Microcefalia (MIC)
cabeca pequena
Cabeca degenerada | Cabeca, livre ou nao,
o (CD) apresentando contorno irregular
Primaria
Cauda fraturada | Cauda com fratura e auséncia
(CF) da porgéo final
Cauda enrolada em si mesma
Cauda fortemente | ou ao redor da cabega. Inclui
enrolada (CFE) reflexo da parte final da peca
intermediaria
Cabeca normal livre | Cabega sem cauda, sem
(CNL) alteracéo da forma
Secundaria ) Todas as dobras da cauda,
Cauda com simples ,
exceto as enroladas em si
dobra (CSD)
mesmas ou ao redor da cabega
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencéao de sémen

4.1.1 Inducdo hormonal

A gonadotrofina coridnica humana (hCG), amplamente utilizada para
induzir o término da maturacao de peixes teledsteos de dgua doce (LEONARDO et
al., 2004, LEVAVI-SIVAN et al., 2004) e agua salgada (MATSUYAMA et al., 1998,
WATANABE et al., 1995, LEU; CHOU, 1996; CAYLOR et al., 1994, SCHIAVONE et
al., 2006), se mostrou eficaz na inducdo da espermiacdo do ariacd, L. synagris.
Previamente esta espécie ja havia sido alvo de testes com este hormdnio, tendo tido
sucesso na obtencédo de ovos fertilizados (PASSOS NETO, 2010).

4.1.2 Coleta de sémen

A massagem abdominal, como forma de extrusdo de sémen, ndo remove
todo o liquido seminal dos testiculos e ducto espermatico, porém é o método mais
utilizado em peixes cultivados (CAMPBELL et al., 1992; SANSONE et al. 2002;
GAGE et al., 2002; DEGRAAF e BERLINSKY, 2004; SCHIAVONE et al., 2006;
TUSET et al.,2008; GROISON et al., 2010) . A remocéo dos testiculos (YANG et al.,
2006; TIERSCH et al., 2004; RILEY et al., 2004) também ¢é utilizada para analises,

porém implica, obviamente, na morte dos espécimes.

A coleta de sémen em seringas graduadas acopladas a cateteres foi bem
sucedida, uma vez que nenhuma amostra foi contaminada com muco, fezes ou
urina. A contaminacdo com urina diminui a porcentagem de espermatozoides
moveis, a velocidade de motilidade, a capacidade de fertilizacdo e a possibilidade de
estocagem (SUQUET et al., 2000).
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A utilizacdo do cateter promoveu a succdo do sémen gradualmente a
pequenos volumes possibilitando a interrupgdo da succdo sempre que houvesse
extrusdo de urina. Quando isto ocorria, era realizada a limpeza do poro urogenital
com papel toalha e recomecava-se a massagem abdominal e a succdo do sémen
expelido. A faixa de graduacéo da seringa possibilitou a aferéncia do volume de
sémen extrusado. Outros métodos de coleta ja foram testados com sucesso (TUSET
et al.,2008; GONDINHO et al 2003), porém, no presente trabalho, esta técnica

pareceu ser a mais indicada.

4.2 Analise de sémen

4.2.1 Cor e aspecto

Em todas as amostras do presente estudo o sémen de L. synagris teve
coloragéo branca leitosa e seu aspecto foi caracterizado como denso em todas as
amostras obtidas. Segundo a pesquisa bibliografica realizada neste trabalho ndo ha
relatos sobre a cor ou aspecto do sémen de L. synagris. Campos (2006) afirmou que
0 sémen de L. peru apresentou aspecto fliido apds a indugdo hormonal com

LHRHa, porém antes da indugdo aparentava ser pouco ou nada fluido.

4.2.2 Concentracdo espermatica, volume de sémen ejaculado, producédo total de

espermatozoides, osmolaridade e pH

A concentracdo média de células espermaticas no liquido seminal de
ariaco foi de 2,43 + 0,42 X 10*° (tabela 1) e variou entre 1,65 x 10*°e 2,92 x 10'°. A
concentragcdo encontrada por Sanches e Cerqueira (2010) para a mesma espécie foi
menor, 2,2 + 0,2 x 10° espermatozéides/mL. Os espécimes utilizados neste trabalho
foram mantidos em sistema de recirculagéo coberto, enquanto que os analisados por

Sanches e Cerqueira (2010) estiveram submetidos as condi¢des marinhas da costa
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de Ubatuba-SP, o que pode ter influenciado na maior hidratacdo do sémen e,

consequentemente, em uma menor concentragao espermética.

Para L. argentimaculatus (VUTHIPHANDCHAI et al., 2009) o valor de
concentracdo espermatica foi bastante similar e variou entre 1.3 x 10*° e 2.8 x 10%°
espermatozoides/mL. Para outras espécies do mesmo género este valor foi menor:
L. peru (CAMPOS, 2006), quando foi aplicada dose de LHRHa, 4,8 x 10°
espermatozéides/mL; L. campechanus (RILEY et al., 2004), 1,0 x 10°
espermatozoides/mL. Estes dados demonstram que ha variagdo da concentracdo
espermatica entre espécies diferentes e dentro de uma mesma. Portanto, de acordo
com Billard et al. (1995), ao se trabalhar com reproducédo assistida de peixes, deve-

se sempre avaliar este parametro, ja que influencia de sobremaneira na fertilizagéo.

Tiba et al. (2009), ao trabalharem com robalo, Centropomus parallelus,
obtiveram resultado de 2,5 x 10'° espermatozéides/mL; Suquet et al. (2010)
trabalhando com atum do Atlantico, Thunnus tynnus, obtiveram 3,8 + 1,3 x 10%°
espermatozoides/ml. Ja garoupa verdadeira Epinephelus marginatus (SANCHES et
al., 2008) e Merluccius merluccius (GROISON et al., 2010) apresentaram valores de

2,9 +0,4 x 10° e 6,6 + 3,2 x10° espermatozéides/mL, respectivamente.

Fauvel et al. (1999) atestaram que em peixes marinhos a concentragéo
espermética decresce durante a estagcdo reprodutiva, jA& Rouxel et al (2008)
relataram um aumento na concentracdo espermatica seguido de um decréscimo em
bacalhau da espécie Gadus mohrua L. Estes autores sugerem que a diferenca
encontrada dentro da estacdo reprodutiva deve-se ao envelhecimento das células
esperméticas durante uma espermiacdo descontinua. Estudos que avaliem a
concentracdo espermatica ao longo da estacdo reprodutiva sdo de grande
importancia para a obtencdo de bons resultados quando da realizacdo de
reproducao assistida, indicando ndo somente quais espécimes utilizar, mas a melhor

época de acasalar.
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Tabela 1 — Valores médios + desvio padréo e coeficiente de variacdo das caracteristicas

seminais de L. synagris.

Caracteristicas seminais Média + D.P. C.V.
(%)
Concentracao espermatica
(x 10%° espergmaotogéides/ mL) ap s lin s LA
Volume de sémen ejaculado (mL) 0,39 +£0,20 51,28
Producao total de
espermatozéides 1,20+0,73 60,83
(x10'°espermatozéides)
Osmolaridade (mOsm/Kg) 378,5+65,1 17,2
pH 7,9+0,17 2,15

O volume médio de sémen extrusado obtidos das amostras de L. synagris
no presente trabalho foi de 0,39 = 0,2 mL. Sanches e Cerqueira (2010), em
experimento de resfriamento de sémen de L. synagris, cultivados na costa de
Ubatuba-SP, reportaram que o volume médio de sémen ejaculado foi de 0,61 + 0,35
mL, sendo um pouco superior ao obtido nas presentes analises, porém se

ponderados os valores de desvio padrdo podem ser considerados similares.

Em se tratando de parametros que se correlacionam, como volume e
concentracdo espermatica, € esperado que quanto mais hidratado seja 0 sémen
(maior volume) menos concentrado ele esteja. E em se comparando individuos
mantidos em cativeiro e em ambiente natural, o esperado é que aqueles estocados
na natureza apresentem melhores indices seminais. Porém, quando utilizado
tratamento hormonal (manipuladas as condi¢des fisioldégicas) a qualidade seminal
dos animais estocados em tanques tende a ser semelhante a daqueles estocados
na natureza. O contraste dos valores médios de volume de sémen ejaculado entre
0s espécimes do presente trabalho (estocados em tanques cobertos) e os utilizados
por Sanches e Cerqueira (2010) (estocados em tanques-rede na costa paulista)
demonstram a superioridade do ambiente natural em relagdo a qualidade fisiologica

dos peixes.

Segundo Vulthiphandchai et al. (2009), o volume expressivo coletado para
L. argentimaculatus variou entre 0,6 e 3,1 mL. Para L. peru (CAMPOS, 2006), o
volume médio coletado apés inducdo hormonal com LHRHa foi de 3,13 = 1,04 mL,

valor bastante acima dos encontrados para L. synagris.



55

O volume de sémen ejaculado em E. malabaricus, reportado por Chao et
al. (1992), foi menor que 0,5 mL, tendo sido similar ao valor médio apresentado para
L. syangris no presente estudo. JA& em 2008, Sanches et al., trabalhando com E.
marginatus, encontraram valores de 12 mL, bastante superiores aos encontrados em
1992 para E. malabaricus e para L. synagris. O volume médio encontrado para M.
merluccius (GROISON et al., 2010b) foi de 3,9 e 2,6 mL para espécimes da Noruega
e Franca, respectivamente. O volume de sémen ejaculado por T. tynnus (SUQUET
et al., 2010) variou entre 0,1 - 5 mL, valores superiores aos de L. synagris.

O resultado de volume de sémen obtido neste trabalho teve alta variacao
(C.V. 51,28%). De acordo com Viveiros e Godinho (2009), o volume de sémen é
bastante variavel em teledsteos. Esta caracteristica sofre influéncia de varios
fatores, como estado nutricional, peso do individuo, nivel de maturacdo gonadal, tipo
de inducdo e dose hormonal e técnica de coleta. Outros fatores como estacdo do
ano, dosagem hormonal e o tempo entre a aplicagcdo do hormonio e coleta de sémen

podem influenciar no volume coletado.

A producéo total média de espermatozéides foi de 1,20 + 0,73 x 10%°
espermatozoides por individuo. Este paradmetro considera a concentracdo de
espermatozoides por mililitro e o volume médio de sémen produzido por cada
individuo. No caso de espécies que produzem pequenos volumes de sémen, a
producédo total média de espermatozoides parece ser mais indicada para avaliar e
definir a propor¢cdo de machos e fémeas utilizada na hora da formacdo de casais
quando da reproducdo em cativeiro. Mesmo assim, trabalhos com concentracéo
espermatica sdo mais frequentes na literatura, e este parece ter sido o primeiro para
teledsteos marinhos considerando a producao total de espermatozoides. O alto C.V.
demonstra que este indice varia bastante e que, para o sucesso das reproducdes
assistidas, existe a necessidade da pré-selecdo dos machos para a formacdo de

casais.

Os valores médios de osmolaridade encontrados por Riley et al. (2008)
para L. griseus e L. campechanus foram 428 + 15 e 411 £+ 5 mOsm/kg,
respectivamente, sendo maiores que os valores encontrados para L. synagris no

presente trabalho que foi de 378,5 £ 65,1 mOsm/kg.
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Segundo Morisawa (1985) o plasma seminal de teledsteos apresenta
osmolaridade média de 300 mOsmkg, o que corrobora o valor encontrado neste
trabalho. Groison et al., (2010), em estudo realizado com M. merluccius, encontrou
valor médio de osmolaridade de 349 + 28 mOsm/Kg, Rouxel et al. (2008), encontrou
valor médio de 362,9 + 15 mOsm/Kg para G. morhua valores bastante similares ao

encontrado aqui.

A osmolaridade € um importante fator a ser considerado quando se trata
de motilidade espermatica, uma vez que a diferenca de osmolaridade é o gatilho
principal para o inicio da natacdo. A tolerancia a diferenca de osmolaridade ja foi
estudada para Lutjanideos e diversas outras espécies e € variavel
interespecificamente. Segundo Rilley et al., (2008), a motilidade espermatica de L.
campechanus e L. griseus € totalmente suprimida quando a osmolaridade da
solucdo ativadora (dgua salgada) € igual ou menor que 400mlIOsm . Em
Centropomus undecimalis a motilidade é iniciada em osmolaridade de 370 mIOsm e
totalmente atingida com 680 mIOsm (TIERSCH et al., 2004); em Psetta maxima
(CHAUVAUD et al.,, 1995; DREANNO et al., 1999b) a motilidade € iniciada em
osmolaridade maior ou igual a 300 mOsm/L; em Dicentrarchus labrax (DREANNO et
al.,, 1999a), em osmolaridade maior ou igual a 400 mOsm/L. Em Hippoglossus
hippoglossus e Tunnus thynnus (BILLARD et al., 1993; COSSON et al., 2007a),
solugbes compostas somente de NaCl e com osmolaridades entre 350 e 1200

mOsm/L permitem a motilidade.

E relevante salientar que dados de osmolaridade de sémen de peixes que
ocorrem na costa brasileira sdo raros na literatura. Segundo Cosson (2010), a regra
geral para espécies marinhas é que o gradiente de osmolaridade externamente deve
ser suficientemente diferente e positivo (ou negativo, em espécies dulcicolas) para o

inicio da motilidade.

O valor médio de pH encontrado foi de 7,9 £ 0,17 e teve baixo coeficiente
de variacdo (2,15%). Vettorazzi et al. (2010), utilizando fitas graduadas,
encontraram pH, 8,0 para o sémen de L. synagris. O ph do sémen de M. merluccius
encontrado por Groison et al. (2010) foi de 7,6 £ 0,1, sendo um pouco menor que o
encontrado neste trabalho. Este parametro pode sofrer mudancas significativas ao
longo do periodo reprodutivo, como observou Rouxel et al. (2008) para G. morhua.
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Estes autores encontraram valores variando de 7,87 + 0,17 a 8,41 + 0,21, sendo
esta variacdo atribuida ao envelhecimento das células durante o periodo de

espermiacéo descontinuo.

4.2.3 Motilidade espermatica

Os valores médios relacionados a velocidade da motilidade espermatica
estdo descritos na tabela 2. A velocidade curvilinear atingiu uma média maxima de

113,90um/s, e em linha reta de 41,46pum/s.

Nestas andlises os espermatozoides de L. synagris apresentaram
progressao total de 78,8%, sendo que somente 22,32% foram considerados de
velocidade rapida a média. Vettorazzi et al. (2010) analisando subjetivamente a
motilidade inicial do sémen fresco de L. synagris encontraram valor de 82,5 £12,5%.
O valor encontrado no presente trabalho foi um pouco menor, porém a técnica
empregada nas analises feitas aqui foi assaz mais rigorosa, ja que é realizada por

software.

Utilizando o0 mesmo meétodo de analise (CASA), Tuset et al. (2008)
demonstraram que a velocidade de natacdo de espermatozdides varia entre
espécimes de bacalhau (G. mohrua) com um intervalo maximo de velocidade
curvilinear de 151,5-201,5 pum/s. Babiak et al. (2006), em estudos com linguado (H.
hippoglossus), encontraram VCL de 145 pum/s, jA& em merluzas (M. merluccius)
(GROISON et al., 2010a) os resultados foram entre 69 e 102 um/s. Lahnsteiner e
Patzner (1998) em estudo da motilidade esperméatica de quatro espécies marinhas
mediterraneas Boops boops, Diplodus sargus, Mullus barbatus e Trachurus
mediterraneus encontraram valores de VCL de 125,5 um/s, 127,2 um/s, 161,4 um/s
e 119,4 um/s. Em relagédo aos resultados obtidos no presente trabalho, podemos
inferir que espermatozodides de G. mohrua, H. hippoglossus, B. boops, D. sargus,
M. barbatus e T. mediterraneus atingem velocidade curvilineares maiores que as de

ariaco.
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Tabela 2 — Valores médios dos parametros da motilidade espermética do sémen de ariaco,
(L. synagris). Espermatozoides com velocidade entre 20 e 42um/s foram considerados com

velocidade rapida e média, e com velocidades <20um/s, lentos.

Parametros Valores médios

Progressao (%)
Total 78,8
Estaticos 21,2

Velocidade (%)

Rapidos/Médios 2232

Lentos 56.5

Retidao 63,24

Oscilacao da trajetéria curvilinear 67
Velocidade (um/s)

Curvilinear (VCL) 35,13

Retilinea (VSL) 13,04

Velocidade de Percurso (VAP) 22,14
Amplitude

Deslocamento Lateral da Cabeca - ALH 2,84

(um)

Frequéncia do Batimento Lateral da 4,04

Cauda - BCF (H2)

Para a velocidade retilinear, a tabela 3 sumariza alguns resultados de
trabalhos com peixes marinhos. Os valores maximos obtidos neste trabalho de
velocidade retilinear encontram-se similares aqueles com merluza e com bagre
marinho da espécie Anarhichas minor (Anarhichadidae), uma espécie demersal
setentrional. Porém quando comparado a outras espécies, este valor encontra-se

inferior.
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Tabela 3 — Valores experimentais de velocidade em linha reta de espermatozoides de

algumas espécies de peixes marinhos.

Espécie (Referéncia) Velocidade em linha reta um/s
Anarhichas minor
(Kime & Tveiten, 2002) 50l
Merluccius merluccius 51
(GROISON et al., 2010a)
Gasterosteus aculeatus 80
(Elofsson et al., 2003)
Merluccius merluccius
(Cosson et al., 2007b) 65-100
Hippoglossus hippoglossus 110
(Babiak et al., 2006)
Dicentrarchus labrax 120
(Dreanno et al., 1999a; Abascal et al., 2007)
Gadus morhua 130
(Cosson et al., 2007a, b)
Solea senegalensis
(Cabrita et al., 2008) 140-150
Thunnus thynnus
(Cosson et al., 2007a) e 80
Lutjanus synagris 2363

(Dados obtidos neste estudo)

Segundo Kime et al. (2001) os sistemas CASA foram primeiramente
projetados para tratamentos de infertilidade em humanos, mas adaptacdes tém sido
feitas para que a técnica tenha sucesso em teledsteos. Os espermatozoides da
maioria dos teledsteos diferem dos de mamiferos nos seguintes aspectos: (1) as
trajetérias dos espermatozoides de peixes sdo geralmente mais complexas; (2) a
motilidade dura um curto periodo; (3) ndo apresentam acrossoma e penetram no
ovocito através da micropila. A procura da micropila exige que o espermatozoide
promova sucessivas evolu¢des ao redor do ovocito e, portanto, a andlise da
velocidade curvilinear é de suma importancia. No presente estudo, foi observada
uma maior velocidade curvilinear, em relacdo a velocidade linear, o que indica o

grande potencial de fecundacgéo dos espermatozoéides de L. synagris.

Com relacédo a velocidade de percurso (VAP), o resultado obtido das
amostras de sémen de L. synagris foi de 22,14um/s. Os resultados encontrados para
B. boops, D. sargus, M. barbatus e T. mediterraneus por Lahnsteiner e Patzner

(1998) foram de 70,2 pum/s, 76,6 um/s, 92,2 um/s e 69,5 um/s respectivamente.

A velocidade de natacdo inicial parece ser aquela na qual os
espermatozoides atingem sua maior velocidade, portanto, seria neste periodo o
momento mais propicio a fertilizacdo, e assim 0 momento exato de uma possivel
inseminacao artificial (COSSON, 2010).
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O sémen de L. synagris apresentou uma das menores velocidades
espermética entre os teledsteos marinhos, e embora a variagdo da osmolaridade da
solucédo ativadora ndo tenha sido investigada, € possivel que o sémen ndo tenha

atingido sua total ativacdo com a solucéo utilizada neste trabalho.

Outro fator que influencia a qualidade do sémen, mas pouco discutido na
literatura, € a utilizagcdo de anestésicos nos procedimentos de manejo. Alguns
autores relatam que a duracdo da motilidade espermatica do sémen diminui
gradativamente com o aumento da concentracdo de anestésico. Para Oncorhynchus
mykiss e Carassius Gibelio, quando anestesiados com eugenol, a duracdo da
motilidade foi afetada, porém a porcentagem de células moéveis, ndo (WAGNER et
al., 2002; FARAHI et a., 2011). Wagner et al. (2002) em seu estudo com O. mykiss
testou ainda a influéncia de tricadina metano sulfonato (MS-222) e didxido de carbono
(CO,) e o resultado foi o mesmo de eugenol, duracdo da motilidade reduzida com o
aumento da concentracdo do anestésico, e mesmo percentual de células moveis.

Portanto, estudos mais aprofundados neste quesito sdo recomendados.

O resultado de retiddo média e oscilacdo da trajetéria curvilinear
encontrado no presente trabalho foi de 63,24% e 67%, respectivamente. Tuset, et al.
(2008), em andlise do sémen de G. mohrua apds 30s de ativacdo da motilidade

encontrou retiddo média de 85,43% e 85% de oscilacéo da trajetoria curvilinear.

Quanto ao deslocamento lateral da cabeca (ALH), Tuset, et al. (2008), em
andlise do sémen de G. mohrua apds 30s de ativacdo da motilidade encontrou valor
de 1,9 um; Lahnsteiner e Patzner (1998) em estudo com B. boops, D. sargus, M.
barbatus e T. mediterraneus encontraram valores de 50,3um, 43,6um, 69,9um e

48,9um respectivamente.

Quanto a frequéncia de batimento lateral da cauda (BCF), Tuset, et al.
(2008), em andlise do sémen de G. mohrua apds 30s de ativacdo da motilidade
encontrou valor de 7,9 Hz, valor acima do encontrado no presente estudo para L.
synagris; enquanto que Lahnsteiner e Patzner (1998) em estudo da motilidade
espermatica de quatro espécies marinhas mediterraneas B. boops, D. sargus, M.
barbatus e T. mediterraneus encontraram valores de 0,7 Hz, 0,8 Hz, 0,8 Hz e 0,8 Hz,

respectivamente, valores abaixo dos encontrados para L. synagris.
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Segundo Cosson (2010), a frequéncia do batimento lateral da cauda é
maxima no momento da ativacdo da motilidade e envolve alto consumo de energia.
Uma elevada frequéncia significaria um alto consumo de energia, e poder-se-ia
esperar um curto periodo de motilidade total. Todavia 0 mesmo autor ressalta que a
amplitude e o comprimento de onda (e ndo sé a frequéncia do batimento) também
influenciam na exaustdo energética da célula espermatica. Segundo Pavlov (2006)
os parametros de ALH e BCF sado raramente utilizados para caracterizacdo de

qualidade seminal de peixes.

Mundialmente o sistema CASA j& foi utilizado em estudos com Acipenser
fulvescens, Psetta maxima, Hippoglossus hippoglossus, Pargus major, Dicentrarchus
labrax, Sparus aurata, Merluccius merluccius L, Thunnus thynnus (TOTH et al.,
1997; DREANNO, et al., 1999c; BABIAK et al., 2006; OTTESEN et al., 2008; LIU et
al., 2007; ABASCAL et al., 2007; ZILI et al., 2008; GROISON et al., 2010a; SUQUET
e tal., 2010), porém é interessante ressaltar a pouca quantidade de trabalhos que se
utilizam do sistema CASA para andlises de motilidade de sémen de teledsteos
marinhos e ainda menos com 0s de ocorréncia na costa brasileira. Pela pesquisa
bibliografica realizada neste trabalho este seria um dos primeiros a relatar resultados
decorrentes das analises de sémen de peixe no Brasil e o primeiro para uma

espécie marinha.

4.2 .4 Morfometria

Este trabalho provou que a técnica de coloracdo de espermatozoides de
L. synagris com Pandético de Hemograma é possivel e factivel. O software SCA®,
mais utilizado para analises espermaticas em mamiferos, foi utilizado com sucesso
nas analises de morfometria espermatica de peixe apresentando resultados dentro
do esperado. O Panético de Hemograma demonstrou ser um corante adequado em
se tratando de delimitar o contorno da célula espermatica permitindo 0 acesso a
analise computadorizada. O filtro pH1 apresentou excelente contraste aliado as
configuracdes de brilho do SCA®
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Quanto a morfometria da cabeca dos espermatozoides de L. synagris
foram visualizadas duas formas: arredondada e sutiimente eliptica, sendo a
elipsidade média de 1,12. Os espermatozoéides apresentaram superficie bastante
uniforme (rugosidade média 1,01) e ndo apresentaram acrossoma. Segundo a
analise de variancia, houve diferenca significativa entre a elipsidade média da
cabeca dos espermatozoides dos cinco machos utilizados neste estudo. Tuset et al.
(2008), em estudo de morfometria de sémen de bacalhau (G. mohrua) encontraram
dois grupos distintos de espermatozoéides quanto a forma da cabeca. Oitenta e cinco
por cento e meio de espermatozéides com cabeca alongada (elipsidade média de
1,72), contra 14,5% com cabeca arredondada (elipsidade média de 1,09). Ja o
espermatozoide de esturjbes apresenta-se fundamentalmente diferente, com

acrossoma e forma alongada (PSENICKA et al, 2011).

Os valores médios de comprimento, largura, area, perimetro, rugosidade,
regularidade e da analise de variancia entre os valores médios, de tamanho e forma

da cabeca, obtidos das amostras de cada macho encontram-se na tabela 4.

Tabela 4 — Valores médios (+ desvio padrdo) de tamanho e forma da cabeca de
espermatozoides de L. synagris. Letras iguais na mesma linha representam auséncia de
diferenca significativa para teste Tukey com p<0,05.

e Macho 1 Macho 2 Macho 3 Macho 4 Macho 5 Média
Caracteristica
(n= 200) (n= 200) (n= 200) (n= 200) (n= 200) (n=1000)
Comprimento 3,08 +038 516, 0012 57940249 303+036° 323403 3,06
(um)
L?Lgn‘j;a 283+0,35% 2,82+0,17° 2,49+024° 267+028° 285+0,25° 2,73
(ﬁrrﬁi‘) 793+1,52° 800+0,57° 648+0,78° 743+119° 832+112° 7,63
Pezﬂf)”o 0,90 +1,08% 9,97+0,40° 891+058° 957+090°¢ 10,18+0,74° 9,70
Elipsidade 1,10+0,12* 1,12+0,09® 1,13+0,13* 1,14+0,11° 1,14+0,11° 1,12
Rugosidade 1,01+0,03* 1,01+0,02® 1,02+0,02° 1,01+0,02* 1,01+0,02%® 1,01
Regularidade 0,87 +0,06® 0,88 +0,05* 0,84 +0,06° 0,86 +0,06” 0,87 +0,05% 0,86

Marco-Jiménez et al. (2008) utilizou 0 mesmo software (SCA®) para a

avaliacdo da morfometria da cabeca dos espermatozoides de Sparus aurata e
Diplodus puntazzo (familia Sparidae) e encontrou valores de comprimento de 1,97 +
0,01 e 2,57 + 0,01 pm; largura, 1,80 = 0,01 e 2,22 + 0,02 um; area, 3,16 + 0,03 e
4,44 + 0,02 um e perimetro 6,52 + 0,04 e 7,70 £ 0,02 um, respectivamente para as

duas espécies. Os dados permitem concluir que os espermatozoides de ariac6d séo
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em torno de 40% e 24% maiores que os de S. aurata e D. puntazzo. Os autores
ainda relataram que, em ambas as espécies, a cabeca dos espermatozoides
apresentou-se arredondada, porém néo citaram em seus resultados os valores de

elipsidade, que confirmam a afirmacéao.

Para os espermatozoéides de cabeca arredondada de G. mohrua (TUSET
et al. 2008) o valor médio de comprimento de cabeca foi 2,15 pum, o de largura foi
1,98 um, a area foi 3,65 pm? e o perimetro foi 6,83 pm; ja para os de cabeca
alongada estes valores foram de 3,10 pm, 1,81 pm, 4,84 pm? e 8,39 um,
respectivamente. Quando ao contorno da cabeca dos espermatozoéides, 0s
resultados obtidos para G. mohrua (TUSET et al., 2008), de cabeca arredondada,
foram para elipsidade média, 1,09, para rugosidade, 0,98, e regularidade, 0,92.

Estes resultados foram considerados similares aos obtidos para L. synagris.

Lahnsteiner e Patzner (1998) em estudo com quatro espécies marinhas
mediterraneas B. boops, D. sargus, M. barbatus e T. mediterraneus encontraram
valores de comprimento da cabeca de 2,6 pm, 2,6 pm, 34 pm e 3,9 um,
respectivamente, sendo os espermatozoides de B. boops e D.sargus em torno de
15% menores que os de L. synagris e os de M. barbatus e T. mediterraneus

bastante similares.

Pode-se observar que a morfometria dos espermatozéides é bastante
peculiar a varia consideravelmente dentro de uma mesma espécie. O sistema de
analise de sémen auxiliado por computador (CASA) tem sido utilizado para analise
dos parametros de motilidade espermatica (FAUVEL et al., 2010), porém s&o raros
os relatos de dados morfométricos para teledésteos em geral. No Brasil, um dos
primeiros trabalhos foi desenvolvido por Melo (2010), no LPRP — UECE, para
piraptinga (Piaractus brachypomus), peixe dulcicola amazénico. Melo avaliou o
efeito de diferentes diluidores e crioprotetores em sémen fresco e congelado. Os
valores médios de comprimento, largura, perimetro, area, elipsidade, rugosidade e
regularidade da cabeca de espermatozoides de sémen fresco foram 3,48 + 0,14 um,
2,39 + 0,04 um, 10,06 + 0,44 pm, 7,52 + 0,53 pm?, 1,45 + 0,03 um, 0,96 + 0,04 ym e
0,87 £ 0,05 pum.

Segundo estudo conduzido por Noveiri et al. (2006), que relacionou as
medidas morfométricas da cabeca de espermatozoides de Acipenser persicus com
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as medidas morfométricas dos reprodutores, existe uma fraca ou nenhuma relacéo
entre peso, comprimento e fator de condi¢cdo do reprodutor e comprimento total do

espermatozoide.

4.2.5 Morfologia

Segundo a andlise morfologica, os espermatozdides regulares (41,15%)
de L. synagris apresentam cabeca circular, sem acrossoma e um unico flagelo
(figura 17 - a). As anormalidades e suas ocorréncias encontram-se expostas na
tabela 5.

O percentual de patologias primarias observadas neste estudo foi 34,6%,
e 0 de secundarias foi 24,25%. As deformidades morfologicas estdo associadas com
deficiéncias funcionais e influenciam negativamente a motilidade espermatica e
consequentemente a habilidade de fertilizacdo (RURANGWA et al., 1998).

Figura 17 — Imagens de espermatozoéides de L. synagris normal (a); com macrocefalia (b);
microcefalia (c); cabeca degenerada (d); Cauda com simples dobra (e); cauda fortemente
enrolada (f); cauda quebrada (g) e cabega normal livre (h). As setas indicam as

anormalidades detectadas. Imagens obtidas de microscopio 6tico aumento 40x.
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Trabalhos explorando a morfologia dos espermatozoides e suas
patologias para peixes marinhos ainda séo raros. Streit Jr et al. (2009), analisando
os efeitos do congelamento no sémen de pacu, Piaractus mesopotamicus,
encontraram media de 59,87% de espermatozdides in natura apresentando pelo
menos uma patologia, sendo que destes, 46,73 apresentaram pelo menos uma
patologia primaria e 13,14% pelo menos uma patologia secundéria. Em relacdo ao
ariaco, o percentual de patologias total encontra-se bastante parecido. Galo et al.
(2011), em trabalho com piracanjuba, Brycon obgnyanus, encontraram um
percentual de 62,20 + 17,86 de espermatozoéides normais,no sémen in natura, valor

acima do encontrado para L. synagris.

Tabela 5 — Anormalidades dos espermatozéides presentes no sémen de L. synagris.
Valores médios expressos em porcentagem + desvio padrdo. MC — Macrocefalia; MIC —
Microcefalia; CD — Cabeca degenerada; CF — Cauda fraturada; CFE — Cauda fortemente
enrolada; CNL — Cabeca normal livre; CSD — Cauda com simples dobra.

Natgreza Tipo de Porcentagem
a : Total
Patologia patologia +D.P.
MC 0,37 £ 0,69
MIC 0,06 + 0,18
12 CD 0,87 +1,18 34,6
CF 10,19 £ 3,96
CFE 23,11+ 7,70
a CNL 17,91 £12,05
2 CSD 6,34 + 4,36 24,25
Total de anormalidades (%) 58,85

LesGes na cabeca do espermatozoide, como edemas, relatado por
Cosson et al. (1999), estdo relacionadas a um meio hiposmaético, em que a
osmolaridade do meio diluidor € a principal responsavel pelas injarias provocadas
nas caudas e na cabeca dos espermatozoides. Entdo, pode-se supor que a
macrocefalia tenha surgido devido a um possivel choque osmético atribuido ao
fixador utilizado neste trabalho, embora nao tenha sido verificada sua osmolaridade.

Embora as técnicas de coloragcdo possam produzir alteracdes
morfologicas, ou mascarar defeitos no nucleo espermatico, as anormalidades, em

geral, sdo melhores detectadas com a aplicacéo destas técnicas (CHACON, 2001).
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O formato e tamanho da cabeca dos espermatozoides pode ser um dos
pré-requisitos para a penetracdo na micropila (GINSBURG, 1972). Diferentes
formatos de cabeca sao encontrados para teledsteos (ALAVI et al., 2009). De acordo
com o Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998) existem valores
méaximos desejaveis para anomalias morfolégicas nado interferirem nas taxas de
fertilizag&do (equinos e bovinos 30%; carneiros e javalis 20%). Porém, ndo h4 valores

oficiais definidos para peixes.
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5. CONCLUSAO

Como a piscicultura marinha se expande, ha a necessidade crescente de
aplicar técnicas de preservacdo de gametas, devendo-se conhecer a fisiologia dos
peixes cultivados e consequentemente, a biologia dos espermatozoides.

O alto valor de coeficiente de variacdo da produgcdo total de
espermatozoides e volume extrusado encontrado no presente estudo sugere a
necessidade de selecionar os machos para a formacdo de casais quando da

reproducao assistida, como meio de maximizar a taxa de fertilizagao.

No presente estudo, a utilizacdo do sistema Computadorizado de Analise
de Sémen (CASA) para a avaliacdo da motilidade espermatica e da morfologia da
cabeca dos espermatozoides do sémen de Lutjanus synagris foi bem sucedida, e
mostrou ser um meétodo pratico para a avaliacdo de grande numero de

espermatozoides.

Os espermatozoides de L. synagris apresentaram uma das menores
velocidades curvilineares e em linha reta entre os teledsteos marinhos ja estudados

sob este parametro.

A cabeca dos espermatozoides de L. synagris apresenta-se com duas

formas distintas, arredondadas e sutilmente elipticas.

Foi observada uma alta porcentagem de deformidades primarias nos
espermatozoides de L. synagris.

Os resultados gerados por este trabalho podem ser aplicados em
trabalhos futuros com conservacdo de sémen, ajudando a elucidar questdes

envolvidas, por exemplo, aos danos causados por diluidores e criopreservantes.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Considerando os resultados deste estudo, recomenda-se a investigacao
dos parametros seminais durante toda a estacdo reprodutiva, como meio se
determinar a melhor época para acasalar e os melhores espécimes a serem

utilizados.

Tambeém é relevante a conducéo de testes de fertilizacdo para saber qual
a dose inseminante de espermatozoides, bem como para o completo entendimento

da relacdo existente entre os parametros seminais e a taxa de fertilizacao.

De acordo com a literatura, a utilizacdo de anestésicos no processo de
coleta de sémen parece influenciar as caracteristicas seminais. Recomenda-se que

sejam realizados testes para a confirmacao ou exclusdo desta hipétese.
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