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RESUMO

O resfriamento de espermatdforos do camardo Penaeus vannamei com fins de inseminagéo
assistida pode permitir o transito de gametas entre laboratorios de reproducdo, facilitando a
troca de material genético e o uso de linhagens melhoradas geneticamente. O presente trabalho
realizou o resfriamento de espermatéforos de P. vannamei a 15 °C durante 24 e 48 horas. Foram
avaliados trés meios diluidores: Agua de Coco em P6 (ACP), Oleo Mineral (OM) e Agua do
Mar Esterilizada (AME). Foram realizadas analises microscopicas para verificar a viabilidade
aparente, através da analise de integridade de membrana com eosina-nigrosina e morfologia
espermatica. A inseminacao assistida foi realizada apos os dois periodos de resfriamento. Os
tratamentos agiram de forma semelhante com o aumento do tempo. Para viabilidade aparente e
morfologia, as porcentagens de células viaveis e morfologicamente normais mantiveram-se
acima de 60% e 70%, respectivamente, em todos os tratamentos e em ambos os tempos de
resfriamento avaliados. Ao se avaliar os meios diluentes, observaram-se 74,9+9,20, 77,3+9,40
e 78,1+6,35% de células normais nos tratamentos OM, AME e ACP, respectivamente. A maior
média da taxa de eclosdo foi de 80,67+12,01%, observada no tratamento AME, que foi superior
ao observado para o tratamento ACP, com 50,15+20,75%. A taxa de eclosdo obtida pelo
tratamento OM foi de 71,47+18,83%. Os espermatdforos de P. vannamei sdo capazes de manter
boas taxas de viabilidade aparente, morfologia normal e ecloséo apds 48 horas de estocagem a
15 °C em 6leo mineral, gua do mar ou ACP®. Sendo a 4gua do mar esterilizada o meio diluente

mais eficiente, pois resultou em maior taxa de eclosdo ap6s inseminacao artificial.

Palavras-chave: Agua de coco em pé. Reproducéo de camardes. Oleo mineral.

Criopreservacdo de espermatoforos de camarao.



ABSTRACT

The cold storage of spermatophores of the shrimp Penaeus vannamei for the purpose of assisted
insemination allows the transit of gametes between breeding laboratories, without transporting
the animal, facilitating the exchange of genetic material and the use of genetically improved
strains. The present work performed the cooling of P. vannamei spermatophores to 15 ° C for
24 and 48 hours. Three extenders were evaluated: Coconut Water Powder (ACP), Mineral Oil
(OM) and Sterilized Sea Water (AME). Microscopic analyzes were performed to verify the
apparent viability, through the analysis of membrane integrity with eosin-nigrosine and sperm
morphology. Assisted insemination was performed after both periods of cooling. No statistical
interaction was observed between the 24- and 48-hour cooling times. For apparent viability and
morphology, the percentages of viable and morphologically normal cells remained above 60%
and 70%, respectively, in all treatments and in both evaluated cooling times. When evaluating
the extender, 74.9 £ 9.20, 77.3 £ 9.40 and 78.1 % 6.35% of normal cells were observed in the
OM, AME and ACP treatments, respectively. The highest average hatching rate was 80.67 +
12.01%, observed in the AME treatment, which was higher than that observed for the ACP
treatment, with 50.15 + 20.75%. The hatching rate obtained by OM treatment was 71.47 +
18.83%. The spermatophores of P. vannamei are capable of maintaining good rates of apparent
viability, normal morphology and hatching after 48 hours of storage at 15 ° C in mineral oil,
sea water or ACP®. Sterilized sea water is the most efficient diluent, as it resulted in a higher

hatching rate after artificial insemination.

Keywords: Powdered coconut water. Shrimp reproduction. Mineral oil. Shrimp

spermatophore cryopreservation.
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1 INTRODUCAO

O cultivo de camardo marinho Penaeus vannamei comecou a ser difundido a partir
de 1976, quando foi desenvolvido o seu pacote tecnoldgico de reproducdo em cativeiro (FAO,
2006). A partir disso, diversos paises passaram a cultivar o crustaceo. A producéo total de
crustaceos pela aquicultura foi de 9,39 milhGes de toneladas, em 2018. Dessa producéo, 53%,
ou 4,97 milhées de toneladas, foram devidas ao P. vannamei, seguido pelo lagostim
Procambarus clarkii, com 1,7 milhGes de toneladas, enquanto as outras espécies de camardo,
como o Penaeus monodon, ndo chegaram a marca de 1 milhdo de toneladas (FAO, 2020).

Em alguns paises tém sido realizados esforcos em reproducdo seletiva para
melhorar a performance produtiva do P. vannamei através de maiores taxas de crescimento e
sobrevivéncia (SUI et al., 2015). Além da comercializacdo de pos-larvas livres de patdgenos
especificos (SPF) e aplicacdo de técnicas de biosseguranca nas fazendas, a fim de mitigar os
impactos das doencas e assegurar a sustentabilidade da industria (MOSS et al., 2012). Portanto,
a introducdo de novo material genético as populacdes brasileiras de camardo marinho,
especialmente aquele oriundo de familias geneticamente melhoradas, através de
exocruzamentos pode ser benéfica a carcinicultura brasileira.

Nesse sentido, existem biotecnologias como o resfriamento que permitem o
armazenamento e o transporte de gametas de espécies aquaticas, podendo facilitar a troca de
material genético entre diferentes laboratérios de reproducdo, sem a necessidade do transporte
do animal. Além disso, essa técnica permite a estocagem de gametas durante horas ou dias,
reduzindo o risco de perda de determinada caracteristica genética com a morte do plantel de
reprodutores. J& foram estudados protocolos de resfriamento de células espermaticas de
diversas espécies de peixes de interesse comercial, como truta arco-iris (TRIGO et al., 2014),
esturjdes (SHALIUTINA et al., 2013) e o peixe ornamental Guppy (SUN et al., 2010). Além
disso, algumas espécies de crustaceos, como a lagosta Homarus americanos (ISHIDA;
TALBOT; KOODA-CISCO, 1986), e os camardes P. monodon (NIMRAT; SANGNAWAKIJ;
VUTHIPHANDCHAI, 2007), Macrobrachium rosenbergii (CHOW, 1982) e P. vannamei
(MORALES-UENO et al, 2016) que também ja foram utilizadas em estudos de resfriamento
espermatico, no entanto os protocolos ainda precisam ser avaliados quanto ao seu efeito sobre

a taxa de eclosdo através de inseminacao assistida.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar espermatdéforos de Penaeus vannamei submetidos a diferentes solucdes de
resfriamento em diferentes tempos de armazenagem e realizar inseminagéo assistida com

espermatdforos apds resfriamento.

2.2 Objetivos especificos

a) verificar os efeitos das solucdes de resfriamento (ACP® 4gua do mar esterilizada

e 6leo mineral) sobre a qualidade espermatica de espermato6foros resfriados durante
24 e 48 horas de armazenagem;

b) avaliar os efeitos do resfriamento com as solugdes ACP®, agua do mar

esterilizada e dleo mineral, sobre a taxa de eclosdo de P. vannamei ap0s

inseminacado assistida.
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3 REVISAO DE LITERATURA

A aquicultura é o cultivo de organismos que possuem ciclo de vida total, ou
parcialmente, em meio aquatico. Em 2018, a producdo aquicola mundial foi de 114,5 milhdes
de toneladas (FAO, 2020). Essa producédo correspondeu a 46% da producdo total de pescados
(pesca e aquicultura) e, considerando somente o pescado usado na alimentacdo humana, a
aquicultura foi responsavel por 52% da producdo mundial. O crescimento da aquicultura pode
ser notado ao compararmos com o ano 2000, quando a aquicultura correspondia somente a
12,7% da producdo mundial de pescados (FAO, 2020). Com a estagnagdo da producgéo por
captura e o crescimento da populagdo humana, espera-se que a aquicultura continue crescendo
para suprir a demanda por pescado.

A producdo mundial do camardo marinho, P. vannamei, foi de 4,97 milhdes de
toneladas em 2018, o equivalente a 52,9% do total da producdo de crustdceos no mesmo ano,
caracterizando esta espécie como a mais produzida mundialmente entre as espécies de
crustaceos (FAO, 2020). No Brasil, entre os anos de 2015 e 2016 foi registrada uma queda de
aproximadamente 30% da producéo nacional (FAO, 2020b), principalmente devido a surtos de
enfermidades, como a Sindrome da Mancha Branca. Estima-se que a producao nacional de P.
vannamei foi de 62 mil toneladas em 2018 (FAO, 2020b).

3.1 Caracteristicas reprodutivas e avaliacdo da qualidade espermatica

O sucesso do cultivo de P. vannamei no mundo foi possivel a partir do
desenvolvimento do pacote tecnoldgico de reproducdo dessa espéecie. Nos camardes peneideos,
0s espermatozoides sdo colados juntos no interior do espermatéforo (LABBE, ROBLES E
HERRAEZ, 2013), que consiste em um saco espermatico que abriga os espermatozoides. Cada
camarao macho possui dois espermatdéforos que sdo produzidos no sistema reprodutivo dos
camardes (Figura 01) e armazenados nas ampolas terminais até 0 momento da copula ou até a

ecdise, quando ocorre a renovacao dos espermatéforos.
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Figura 01 — Esquema representativo da anatomia do sistema reprodutivo masculino de Penaeus vannamei.
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Nestes camardes, durante o acasalamento, 0 macho deposita o espermat6foro no
télico da fémea. O télico é uma regido modificada do esterno das fémeas para receber o
espermatoforo e armazena-lo até o momento da desova, quando ocorre a fertilizagdo na agua.
Os camardes peneideos sdo divididos em espécies de télico aberto e de télico fechado. Como o
P. vannamei é um camardo de télico aberto, o espermatéforo é aderido a superficie do télico,
onde permanece durante cerca de 4 a 6 horas até a desova (MISAMORE; BROWDY, 1996).

A capacitacao dos espermatozoides de P. vannamei possivelmente acontece quando
0 espermatéforo estd aderido ao télico, como sugerem Aungsuchawan, Browdy e
Withyachumnarnkul (2010), ao reportarem diferencas morfoldgicas e bioquimicas entre os
gametas extraidos do espermatéforo na ampola terminal dos machos e os extraidos do télico
das fémeas 4 horas apds a copula.

A avaliacdo da qualidade espermatica pode ser realizada através da motilidade dos
espermatozoides em diversas espécies animais. No entanto, ndo é possivel avaliar a viabilidade
do sémen através da motilidade em crustaceos decapodes, pois 0s espermatozoides destes
animais sdo aflagelados e ndo mdveis. Assim, a avaliacdo da qualidade do sémen poés

descongelacdo ou aquecimento, é normalmente feita através da analise de sobrevivéncia, ou
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integridade de membrana, gerando um resultado denominado viabilidade aparente (GWO,
2000).

Outra diferenca na avaliacdo da qualidade do sémen de camardo, € quanto a
morfologia das células espermaticas. Os espermatozoides dos camardes (Figura 02) apresentam
cabeca e um espinho, portanto, ndo possuem peca intermediaria e flagelo, como acontece com
a maioria das espécies de vertebrados estudadas (GWO, 2000). Dessa forma, sdo feitas

avaliacdes de morfologia em espermatozoides de camardo para mensurar a qualidade seminal.

Figura 02 — Microscopia eletrnica de espermatozoide de P. vannamei.

(b)

Fonte: Aungsuchawan, Browdy e Withyachumnarnkul (2010).

A sobrevivéncia dos gametas pode ser avaliada por microscopia Optica, atraves da
coloragdo com eosina-nigrosina, ou por citometria de fluxo (LEZCANO; GRANJA;
SALAZAR, 2004). Ambas as técnicas avaliam a integridade de membrana, gerando um
resultado de viabilidade aparente. Ha ainda a técnica de avaliacdo da integridade de membrana
por microscopia de fluorescéncia (SILVA et al., 2015). No entanto, a avaliagdo utilizando
eosina e nigrosina é a mais facil de ser utilizada e menos dispendiosa, sendo a técnica mais
difundida em trabalhos de avaliacdo de qualidade espermatica.

A morfologia dos espermatozoides de camardo pode ser feita por microscopia
Optica (UBERTI et al, 2014) ou por contraste de fase (BRAY; LAWRENCE, 1998), avaliando-
se a presenca ou auséncia do espinho e o formato arredondado da cabeca. Essa analise gera um
resultado que expressa as porcentagens de células morfologicamente normais e anormais na
amostra.

No entanto, estas analises de qualidade espermatica podem néo ser suficientes para

atestar a viabilidade dos espermatozoides apds armazenagem refrigerada, por ndo verificarem
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a capacidade fecundante das células espermaticas. Nesse sentido, a inseminacdo assistida é
imprescindivel como técnica para a avaliacdo de espermat6foros, juntamente com as analises
previamente citadas para compor resultados mais completos e fidedignos da qualidade
espermatica.

Ao realizarem o congelamento de espermatoforos de P. vannamei, Castelo-Branco
et al. (2015) observaram altas taxas de viabilidade aparente apds descongelamento. No entanto,
ao realizarem inseminacdo assistida com estes espermatoforos, os autores relataram que nédo
houve eclosdo em nenhum dos tratamentos citados. Este trabalho indica que a avaliacdo
somente através da viabilidade aparente ou morfologia ndo garantem que os espermatéforos
serdo capazes de fertilizar os ovos e desenvolverem-se para nauplios.

Os autores Arce, Moss e Argue (2000) descreveram uma técnica de inseminacéo
assistida que pode ser resumida em escolher fémeas com completo desenvolvimento ovariano
(Figura 03) e machos com espermat6foros maduro, extrair os dois espermatoforos por leve
pressao manual, segurar cuidadosamente a fémea madura, direcionando os peredpodes (quarto
e quinto pares) contrarios ao abdémen, de modo a expor o seu télico e secando com papel toalha,
depositar os espermatoforos sobre o telico, com cuidado para posiciona-los corretamente,
depois voltando os peredpodes para a posicdo normal, assim prendendo o espermat6foro no
local. Os autores ainda sugerem que, caso seja usado apenas um espermatoforo para cada fémea,
a massa espermatica seja extraida antes de coloca-lo sobre o télico. Essa extracdo pode ser feita
pressionando o espermatoforo entre os dedos polegar e indicador, da base para o topo do

espermatdforo, rompendo a estrutura externa e liberando a massa espermatica.

Figura 03 — Fémea de P. vannamei sexualmente madura com alto desenvolvimento ovariano.

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).
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3.2 A criopreservagao seminal

Criopreservagdo consiste no uso de baixas temperaturas para conservar células
vivas funcionais e viaveis (PEGG, 2009). Ha dois tipos de criopreservacdo, a congelacdo e o
resfriamento. A congelacdo seminal é a preservacdo de gametas masculinos a longo prazo
através da conservacdo em nitrogénio liquido (-196°C; ALMEIDA-MONTEIRO et al., 2017).
As células espermaticas sdo mais faceis de criopreservar do que embribes e 00citos, por serem
menores € menos compartimentalizadas (LABBE; ROBLES; HERRAEZ, 2013).

De acordo com Labbe, Robles e Herraez (2013), a criopreservacdo de
espermatozoides permite o transporte de sémen ao redor do mundo, facilita o gerenciamento
dos machos, permite aumentar o periodo de producdo de formas jovens, da suporte a programas
de melhoramento genético e permite a manutencdo do sémen de individuos representativos
durante vérias geracdes, mesmo que o animal seja perdido, como quando os animais sao
capturados na natureza, podendo morrer devido aos métodos de pescaria. Essa técnica pode
auxiliar na conservacdo de estoques de animais aquaticos selvagens, evitando a perda de
diversidade genética de espécies nativas e mantendo uma fonte de material genético destas
espécies, que podem ser Uteis a aquicultura no futuro (CLOUD; PATTON, 2009).

Diferentemente da congelagdo, o resfriamento, enquanto técnica de
criopreservacao, pode ser Util para usos de curto prazo, como inseminacéo assistida (NIMRAT
et al, 2006) e transporte. Para isso, utilizam-se temperaturas acima do ponto de congelagéo
(BOBE; LABBE; 2009) e a reducdo até tais temperaturas, pode ser feita através da insergdo das
amostras em caixas de isopor contendo gelo (MORALES-UENO et al., 2016), ou por meio de
refrigeradores automaticos (BRAY; LAWRENCE, 1998). Os protocolos de resfriamento visam
preservar a integridade e qualidade espermatica durante varios dias, semanas ou até meses
(GALLEGO; ASTURIANO, 2018). Tais gametas, devidamente preservados, podem ser
utilizados em programas de melhoramento genético, possibilitando o envio de material genético
de um laboratorio de reproducdo para outro, sem a necessidade de transportar o animal.

Viveiros, Taffarel e Leal (2014) utilizaram um refrigerador para armazenar sémen
de peixe (Prochilodus lineatus) e observaram bons resultados de qualidade seminal por até dois
dias. Parodi et al. (2017) observaram motilidade e mortalidade semelhantes ao observado em
sémen fresco de salmao durante trés dias de resfriamento. Apesar do resfriamento ser avaliado
para curtos periodos de tempo, Ishida, Talbot e Kooda-Cisco (1986) observaram
espermatozoides morfologicamente normais e habeis a reacéo acrossdmica por até 289 dias de

estocagem refrigerada de espermatéforos de lagostas do género Homarus.
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De acordo com Bobe e Labbé (2009), o resfriamento de gametas torna o
metabolismo celular mais lento. Assim, para estes autores, € importante que, no reaquecimento,
0 meio de resfriamento ofereca concentracdo adequada de oxigénio, seja capaz de evitar
alteracGes deletérias de pH, podendo ainda conter substratos energéticos para o metabolismo
celular e confira equilibrio osmético para assegurar o funcionamento do metabolismo e a
manutencao das funcgdes das células. Além disso, a congelacéo e o resfriamento podem provocar
danos as células, como o rompimento da membrana plasmatica, diminuindo o tempo de vida
dos espermatozoides e prejudicando seu potencial fecundante, sendo necessario o0
desenvolvimento de um diluente capaz de manter a viabilidade espermaética por mais tempo
(BARROS; TONIOLLI, 2011). Assim, o0 uso de diluentes adequados no resfriamento de
espermatdéforos de camardo é essencial para a manutencdo do potencial fecundante dos
espermatozoides apés o periodo de armazenagem refrigerada.

Nesse sentido, ja foram avaliadas solugdes salinas, tampao fosfato, soluc@es salinas
livres de célcio, solugBes de NaCl, solucdo de ringer e 6leo mineral em trabalhos com
espermatozoides de camardo (BRAY; LAWRENCE, 1998; NIMRAT et al., 2006; MORALES-
UENO et al., 2016). O meio diluidor &gua de coco em pO (ACP) apresentou resultados
promissores na conservagao espermatica para algumas espécies de peixes (CARVALHO et al.,
2014). Esse meio diluidor é composto por sais, proteinas, agucares, vitaminas, lipideos,
eletrdlitos e indutores de divisdo celular, podendo ser benéfica a conservacdo de
espermatozoides (LEITE et al., 2011). No entanto, a ACP ainda ndo havia sido testada em

nenhuma espécie de crustaceo.

3.3 Resfriamento de sémen de camaréo

O resfriamento é uma técnica promissora para estocagem de espermatéforos em
curto prazo, sob baixas temperaturas para fins de inseminacdo assistida (NIMRAT;
VUTHIPHANDCHALI, 2008). Na literatura estdo disponiveis trabalhos de resfriamento com
algumas espécies de camardao, como P. monodon (FENG et al., 2018), Penaeus merguiensis
(NIMRAT et al., 2020) e M. rosenbergii (CHOW, 1982). Porem, ainda séo poucos estudos, se
comparado com outros grupos animais. Quando se trata de trabalhos com espermatozoides de
P. vannamei foram encontrados disponiveis na literatura, através de pesquisa online, apenas 4
trabalhos em que foi realizado o resfriamento (MORALES-UENO et al., 2016; CASTELO-
BRANCO et al., 2016; NIMRAT et al., 2006; BRAY e LAWRENCE, 1998).
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Para P. vannamei, os autores Bray e Lawrence (1998) observaram os efeitos do
resfriamento (15 °C) de espermatoforos em agua do mar e solucdo salina sem calcio, em
diferentes periodos de tempo sobre a contagem total e de células anormais. Os resultados
obtidos ndo apresentam diferencas significativas entre as solugdes testadas e os tempos de
estocagem. Nimrat et al. (2006) avaliaram diferentes meios diluentes para a estocagem
refrigerada (2-4 °C) de espermato6foros durante 35 dias e concluiram que o 6leo mineral com
0,1% de antibiotico é capaz de manter a viabilidade aparente do sémen em 69,5%. Ja Morales-
Ueno et al. (2016), alcancaram baixas porcentagens de células invidveis ap6s transporte de
espermatdforos resfriados a cerca de 14 °C, utilizando solucdo salina com antibidtico, por 26 e
32 horas. Castelo-Branco et al. (2016) avaliaram a qualidade espermatica de espermat6foros
retirados de camardes mortos armazenados sob diferentes temperaturas e encontraram 0s
melhores resultados (69%) quando os espécimes foram armazenados a 4 °C durante 96 horas.

Todos os trabalhos citados envolvendo o resfriamento de espermatdéforos de P.
vannamei realizaram somente testes in vitro para avaliar o sucesso dos protocolos adotados.
Porém, faz-se necessario a avaliacdo in vivo da influéncia do resfriamento nos espermatozoides,
através de resultados de inseminacao assistida, pois se 0s espermatozoides, mesmo apos o
resfriamento, continuarem aptos a fertilizacdo, gerando embrides vidveis e resultando em
eclosdo, tais protocolos de estocagem refrigerada possibilitam o transporte de espermatéforos
com fins de inseminacdo assistida, podendo ser colocados em préatica por laboratérios de

producéo de pds-larvas e afins.
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido pelo Laboratério de Biotecnologia da Reproducéo de
Peixes (LBRP), da Universidade Estadual do Ceara em parceria com o Laboratério Comercial

de Producdo de Pds-larvas de Camardo LarviFort, em Itarema, Ceara.

4.1 Manejo dos reprodutores

Os animais utilizados no trabalho pertencem ao setor de maturacdo do laboratorio
comercial LarviFort, em Itarema, Ceara e foram mantidos nas mesmas condi¢des usualmente
empregadas no laboratério, que sdo: pH de 8,0; salinidade de 36 g L™; temperatura da agua de
28°C; fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro; mantidos entre 240 e 250 animais
por tanques de 15 m® e alimentados com ragdo comercial e alimento congelado. Machos e
fémeas disponibilizados pelo laboratério foram utilizados para a extrusdo dos espermat6foros

e inseminacdo artificial.

4.2 Animais experimentais, coleta de espermatéforos e inseminacgao assistida

Foram utilizados 36 camardes machos sexualmente maduros para a coleta de
espermatdforos, que foram obtidos a partir de leve pressdao manual sobre a base do quinto par
de peredpodes (Figura 04). De cada camarao, o espermat6foro do lado direito foi destinado a
inseminac&o artificial apos o periodo de resfriamento, enquanto o do lado esquerdo foi utilizado
nas analises de qualidade espermatica apos o resfriamento. Apds a coleta, os camardes

retornaram para os tanques do setor de maturacdo do laboratorio.

Figura 04 — Coleta de espermatoros realizada no experimento.

—

.

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

~



18

Para realizagdo de inseminacdo artificial, foram utilizadas 36 fémeas sexualmente
maduras, que foram mantidas nas mesmas condi¢cdes que os machos. As fémeas inseminadas
artificialmente foram colocadas em tanques individuais (Figura 05) até que foram observadas
as desovas e foram devolvidas aos tanques do setor de maturacéo do laboratério Larvifort.

Figura 05 — Tanques de desova individual (A) e tanques do setor de maturacao do laboratério de producéo de

pos-larvas (B).

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

4.3 Experimento de resfriamento

Espermatoforos recém coletados foram imersos em tubos eppendorf de 2 mL
contendo as seguintes solucdes diluidoras: ACP® (osmolaridade: 800 mOsm), 4gua do mar
filtrada e esterilizada (autoclave 127°C por 90 minutos) e 6leo mineral (Mineral oil — light oil
(neat), BioReagent, suitable for mouse embryo cell culture, Sigma-Aldrich). O resfriamento foi
realizado na temperatura de 15 °C. Para isso, as amostras foram inseridas em uma caixa térmica
de isopor contendo gelo. A quantidade de gelo foi adequada para que a temperatura
permanecesse em torno de 15 °C e um termdmetro digital foi utilizado para 0 monitoramento
da temperatura dentro da caixa de isopor durante todo o periodo de estocagem para possiveis
ajustes na quantidade de gelo a fim de manter a temperatura constante.

Assim, foram formados trés tratamentos, com cinco repeti¢des, de acordo com as
solucdes diluidoras. Sendo OM, o tratamento com uso de 6leo mineral; ACP, com uso da &gua

de coco em p6 comercial ACP® e AME, com agua do mar esterilizada. Cada tratamento passou
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por avaliacdes de qualidade espermatica e inseminacéo artificial 24 horas e 48 horas apds o
inicio do resfriamento. Somente os espermatoforos frescos, que foram o grupo controle, foram
coletados no momento de realizacdo das analises e da inseminacdo artificial. Analises de
integridade de membrana, morfologia espermatica e inseminacéo artificial foram realizadas

seguindo os procedimentos citados a seguir.

4.3.1 Andlise de integridade de membrana (viabilidade aparente)

Antes da realizacdo das analises em microscopio, foi preparada a suspencao
espermatica. Para isso, os espermatoforos foram retirados do tubo ependorff com o auxilio de
uma pinca e colocados sobre placa de petri. Foi utilizada uma lamina bisturi para corte do
espermatdforo em pequenos pedacos. Esses pedacos foram colocados novamente em um tubo
ependorff de 1,8 mL contendo 500 pL de agua do mar esterilizada e agitados manualmente para
a liberacdo dos espermatozoides na agua, realizando assim a suspensao espermatica.

A avaliacdo da integridade de membrana foi realizada pela adaptacdo da
metodologia descrita por Jeyalectumie e Subramoniam (1989). Em resumo, 10 pL de suspenséo
espermatica foram acrescidos de 10 pL de eosina e de 5 pL de nigrosina. Apds 10 minutos de
repouso, 5 PL dessa mistura foram colocados entre lamina e laminula. As laminas
confeccionadas foram submetidas a observagdo em microscopia de luz (400x). As células
rosadas ou arroxeadas indicaram que houve penetracdo de eosina, apontando que houve
rompimento na membrana plasmatica. Enquanto as células que permaneceram com o interior
translticido, em contraste com o fundo corado por nigrosina, foram consideradas com
membranas integras (Figura 06). Para calculo da taxa de viabilidade aparente foram contadas
no minimo 100 células em cada lamina, em 5 laminas para cada tratamento, totalizando 30

laminas no experimento.
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Figura 06 — Microscopia Optica (x400) de espermatozoides de P. vannamei em analise de integridade de

membrana; a = espermatozoide com membrana integra; b = espermatozoide com membrana rompida.

o

b

",
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

4.3.2 Analise de morfologia

Foi realizada avaliacdo morfoldgica das células esperméaticas com corante rosa
bengala em microscopia de luz (400x) para quantificar a porcentagem de anormalidades.
Adaptando o protocolo utilizado por Lopes (2019), onde uma aliquota de suspensdo
espermatica (preparada como descrito anteriormente) foi fixada em solucdo formol 4%
(proporgéo 1:10), entdo a suspensdo espermatica fixada foi corada com rosa bengala, de acordo
com o0s seguintes passos: uma aliquota de 50 pL de suspensdo espermatica foi acrescida de 3
uL do corante. Depois, a solugdo de suspensdo espermaética e corante ficou em repouso por
cerca de 10 minutos para penetragdo do corante nas células. Entdo, foi confeccionada uma
lamina por deposicao de laminula para cada amostra. Células contendo espinho acrossomal e
cabeca arredondada foram consideradas normais, enquanto aquelas com espinho ausente, ou
formato irregular foram consideradas anormais (Figura 07; LEZCANO; GRANJA; SALAZAR,

2004). Foram contadas 100 células em cada lamina.
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Figura 07 — Microscopia Optica (x400) de espermatozoides de P. vannamei em analise de morfologia; a =

espermatozoide morfologicamente normal, com espinho acrossomal presente; b = espermatozoide anormal.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

4.3.3 Inseminacéo Assistida

A inseminacdo assistida foi realizada de acordo com o método rotineiramente
utilizado no setor de maturacdo do laboratdrio LarviFort. Este método € muito semelhante
aquele descrito por Arce, Moss e Argue (2000). Em resumo, cada espermatéforo destinado a
inseminacdo, apds o resfriamento, foi pressionado em sua base para liberacdo da massa
espermatica e colocado sobre o télico de fémeas maduras (Figura 08). Para isso, uma pessoa
segurou a fémea com as duas maos, afastando os peredpodes e outra pessoa depositou a massa
espermatica sobre o télico com o auxilio de uma pinga. Foi utilizado um espermatoforo para
cada fémea. Depois disso, as fémeas inseminadas foram colocadas em tanques experimentais

de desova individual, de aproximadamente 100 L, onde ficaram até 0 momento da desova.
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Figura 08 — Fémea de Penaeus vannamei com massa espermatica aderida ao télico ap6s inseminagdo assistida.

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).

Apos a desova, cerca de cinco horas depois da inseminacdo artificial, as fémeas
foram removidas e os ovos foram concentrados em por¢des menores de agua, com o auxilio de
um recipiente contendo uma malha de filtragem (Figura 09), para permitir a passagem da agua
e reter 0s ovos. Além disso, mais agua corrente foi adicionada, passando pelos recipientes para
retirada de possiveis impurezas da agua de onde foi realizada a desova, por conseguinte,
lavando os ovos. Apos esse procedimento, os ovos foram colocados em recipientes de 14 L
(Figura 07) com aeracdo, através de uma mangueira de aeracdo acoplada em uma pedra porosa
em cada tanque, acionada para favorecer a oxigenagdo constante e a homogeneizagdo dos ovos
na coluna de &gua. Toda a agua utilizada nos tanques de desova e nos recipientes para eclosao

apresentava pH, salinidade e temperatura semelhantes as aguas do setor de maturagéo.

Figura 09 — Recipiente com malha de filtragem para lavagem e concentracdo dos ovos (A) e recipientes de
ecloséo (B).

Fonte: Elaborada pelo autor (2020).
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Para calcular a quantidade de ovos apds as desovas, duas aliquotas de 5 mL foram
retiradas de cada tanque. Os ovos foram contados a olho nu, em placas de petri colocadas sobre
um fundo escuro. Quando as duas contagens eram muito diferentes entre si, as amostras eram
devolvidas ao recipiente e duas novas amostras eram retiradas. A partir das duas contagens, foi
calculada a média aritmética e a estimativa do total de ovos em cada tanque, multiplicando a
média de ovos em 5 mL pelo volume total do recipiente (14 L).

Cerca de 16 horas depois da inseminacéo, foi observada a ocorréncia de ecloséao e
a foi realizada a contagem dos nauplios para calculo da taxa de eclosdo. Seguiu-se 0 mesmo
protocolo de contagem utilizado para estimar a quantidade de ovos. No entanto, para a taxa de
eclosdo contaram-se a quantidade de nauplios. Uma vez que foi estimada a quantidade de
nauplios em cada tanque, calculou-se a taxa de eclosdo com base na quantidade de ovos contada
anteriormente, seguindo a formula:

Taxa de Eclosdao=(Numero total de nauplios <~ Numero total de ovos) x 100

4.4 Andlises estatisticas

Os dados passaram pelo teste de Shapiro-Wilk para investigar a distribui¢cdo normal
dos residuos e a homoscedasticidade, respectivamente. Depois, os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), realizada no software SAS PROC GLM (2002). A anélise
seguiu o delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 2
(diluentes x tempo de estocagem). Quando observada diferenca estatistica, foi aplicado o teste
de Duncan para comparar as médias. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo

de medias, a um nivel de significancia de 5% (P <0.05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os machos utilizados nesse experimento apresentaram espermatoforos com
espermatozoides viaveis e capazes de fecundagdo, sendo a viabilidade espermatica no sémen
fresco de 73,75+4,72% e pos inseminacdo a taxa de eclosdo foi de 72,07+19,29%.

De acordo com as analises estatisticas, ndo houve interacdo tempo/diluidor em
nenhum dos tratamentos, ou seja, as variaveis tempo e diluidor ndo tem relacédo entre si. O que
significa que os trés tratamentos responderam de forma semelhante ao aumento de tempo de
estocagem. Dessa forma, para a comparacao estatistica das médias, foram elaboradas tabelas
considerando somente uma fonte de variacdo em cada.

Quando os dados sdo comparados considerando todos os tratamentos, ou seja,
independentes do meio diluidor (Tabela 01), as porcentagens de células com morfologicamente
normais ndo diferiram entre os dois tempos de estocagem. O mesmo pode ser observado para a
viabilidade aparente, ndo apresentando diferencas significativas entre as médias dos dois

tempos de resfriamento.

Tabela 01 — Qualidade espermatica em espermat6foros de Penaeus
vannamei e taxa de eclosdo independente do meio diluidor, apds 24

e 48 horas de estocagem a 15 °C.

Tempo de estocagem a 15 °C

24 horas 48 horas
Morfologia normal (%) 76,53+6,242 77+£10,112
Viabilidade aparente (%) 64,53+13,96° 62,30+15,05?
Eclos&o (%) 78,29+14,422 57,71+22,01°

Letras iguais na mesma linha indicam que ndo houve diferenca significativa entre os

tratamentos, enquanto letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa.

No entanto, as taxas de eclosdo observadas nos tratamentos apds 48 horas de
estocagem foram significativamente inferiores aquelas resultantes dos tratamentos apos 24
horas. Esses resultados indicam que, de modo geral, mesmo ndo exercendo efeito sobre a
morfologia e a viabilidade aparente, o aumento do tempo de estocagem refrigerada foi capaz de

reduzir a taxa de eclosdo apos inseminacao assistida.
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Quando foram comparados os resultados de taxa de eclosdo entre os tratamentos ao
se considerar todo o periodo de estudo, ou seja, independente do tempo, foram observadas

diferencas estatisticas, como mostra a Tabela 02.

Tabela 02 — Qualidade espermatica e taxa de eclosdo independente do tempo de
resfriamento, utilizando as solucdes 6leo mineral (OM), 4gua de coco em po (ACP) e

agua do mar esterilizada (AME) em espermatéforos de Penaeus vannamei.

Tratamento
oM ACP AME
Morfologia normal (%) 74,9+9,22 77,3+9,42 78,1+6,3%
Viabilidade aparente (%) 67+15,46% 62,4+192 60,9+10,52
Eclos&o (%) 71,47+18,83%® 50,15+20,75° 80,67+12,012

Letras iguais na mesma linha indicam que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos, enquanto letras diferentes na

mesma linha indicam diferenca significativa.

Os resultados das andlises de morfologia ndo diferiram entre si para os trés
tratamentos, demonstrando que o resfriamento com os trés meios diluentes foi igualmente
eficiente para a manutencdo da morfologia normal das células espermaticas durante 48 horas
de armazenagem, mantendo a porcentagem de células elevada. Estes resultados corroboram
aqueles obtidos por Bray e Lawrence (1998), que encontraram porcentagens satisfatorias de
espermatozoides morfologicamente normais (77,2%) ap6s 36 horas de estocagem a 15°C
utilizando agua do mar.

A viabilidade aparente de OM foi de 67+15,46%, considerando todo o periodo de
estudo (Tabela 02). Enquanto que os meios diluentes agua do mar esterilizada (AME) e ACP,
resultaram em 60,90+10,56% e 62,40+19,05% de viabilidade aparente, respectivamente. No
entanto, ndo houve diferenca significativa entre os resultados de viabilidade aparente obtidos
nos trés tratamentos avaliados. Morales-Ueno et al. (2016) observaram alta porcentagem de
células inviaveis (81+£7%) apds 36 horas de resfriamento a 14°C em solucéo salina, diferindo
do que foi observado no presente estudo, que apresentou maior porcentagem de células viaveis
apo6s um tempo maior de resfriamento, em temperatura semelhante, demonstrando uma melhor
adequacdo do protocolo do presente estudo.

Quando se trata do uso de 6leo mineral, Nimrat et al. (2006) obtiveram 55,7% de
viabilidade aparente apds 35 dias de estocagem refrigerada (2-4 °C), também com o uso de 6leo

mineral. Nimrat et al. (2020), avaliando espermatozoides de outra espécie de camardo peneideo
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(P. merguiensis), encontraram taxas de viabilidade aparente (>60%) semelhantes as
encontradas no presente estudo, utilizando 6leo mineral. No entanto, estes autores realizaram o
resfriamento de espermatoforos de camardo banana por até 28 dias. Tais achados indicam que
0 6leo mineral pode ser capaz de prolongar o tempo de armazenagem refrigerada. Assim,
trabalhos futuros podem realizar avaliagbes com maior espaco de tempo para espermatoforos
resfriados de P. vannamei. No presente estudo houve uma tendéncia de o éleo mineral ser
eficiente na manutencao dos espermatoforos em resfriamento a 15°C.

O 6leo mineral consiste em uma mistura de hidrocarbonetos liquidos refinados e é
um derivado do petréleo. Wale e Gardner (2015) afirmam que o 6leo mineral reduz flutuacdes
de pH e temperatura, retarda a evaporagdo e estabiliza a osmolaridade, quando utilizado em
cultura de embrides humanos de fertilizagéo in vitro. Essas propriedades podem ter contribuido
para a manutencédo das taxas de integridade de membrana, morfologia normal e ecloséo.

Como ndo houve interagdo entre diluidor e tempo, de modo geral, a diferenga de 24
horas entre os dois tempos de armazenagem refrigerada no presente estudo ndo exerceu efeito
significativo sobre os resultados de qualidade espermatica. No entanto, a taxa de eclosdo
observada para o tratamento AME, foi superior aos demais tratamentos, quando se considerou
todo o periodo de armazenagem.

A maior média da taxa de ecloséo foi de 80,67+12,01%, observada em AME, sendo
superior ao observado para o tratamento ACP, com 50,15+20,75% (Tabela 02). No entanto, o
resultado obtido pelo tratamento OM foi de 71,47+18,83% e ndo diferiu estatisticamente dos
obtidos para ACP e AME, aproximando-se da taxa de eclosdo obtida com os espermat6foros
frescos, que foi de 72,07+£19,29%.

Apesar da taxa de eclosdo obtida no tratamento com uso de ACP® ter sido a menor,
estes resultados foram maiores do que os observados por Peralta-Martinez et al (2019), que
realizaram inseminagdo assistida com espermatoforos frescos de P. vannamei e obtiveram uma
taxa de eclosdo média de 41,1+27,9%. A média da taxa de eclosdo observada por Caballero-
Zamora et al (2013) foi de 21,76%, também menor do que os resultados obtidos no tratamento
ACP do presente estudo.

Ren et al (2020) obtiveram taxa de eclosdo média de 84,6+0,23% em copula natural,
demonstrando que a taxa de eclosdo obtida no tratamento AME foi satisfatdria ao se levar em
consideracdo que os espermatoforos, no presente estudo, foram submetidos ao estresse do
resfriamento por até 48 horas e manipulados para a realizacdo da inseminacao assistida, o0 que

se acredita causar injurias as células espermaticas.
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Nao foram encontrados registros de trabalhos de resfriamento de espermatoforos de
P. vannamei em que foi realizada inseminacdo assistida. Isso pode acontecer devido a
necessidade de estrutura fisica para manutencdo das fémeas e de dominio técnico sobre a
inseminacdo, além de maior demanda de tempo para realizacdo dos trabalhos. Porém, Nimrat,
Sangnawakij e Vuthiphandchai (2007) armazenaram espermatéforos de P. monodon a 2-4°C
durante 7-8 dias em dleo mineral e obtiveram uma taxa de ecloséo de 87,6+1,2%, indicando
que € possivel encontrar bons resultados em tempos de estocagem ainda maiores do que 0s
avaliados no presente estudo. Apesar disso, é importante ressaltar a relevancia deste trabalho,
pioneiro, pois com o dominio técnico da conservacao de espermatdforos de P. vannamei, podera
se alavancar a troca de material genético entre criadouros, para inseminagdo assistida, sem a
necessidade de transporte de animais, o0 que poderia levar ao ébito dos mesmos, ou disseminar

doencas entre criatdrios de camarao.

Tabela01 - Qualidade espermética e taxa de eclosdo em Penaeus vannamei com
espermatdforos resfriados por 24 e 48 horas em solugfes de 6leo mineral (OM), agua de coco

em pd (ACP) e agua do mar esterilizada (AME).

Tempo Parametro oM ACP AME
Morfologia 72,0+4,3 75,4153 82,2147
24h Viabilidade 70,0+15,4 62,4+19,0 61,2+4,9

Ecloséo 86,83+3,98 63,89+18,06 84,16+1,06

Morfologia 77,8+12,3 79,2+12,7 74,0£5,1
48h Viabilidade 64,0+16,6 60,6+15,0
Ecloséo 59,18+16,5 36,42+13,24 77,15+17,41

Todos os valores sdo expressos em porcentagens (%).

Os resultados de viabilidade aparente do tratamento ACP em 48h nédo foram obtidos por perda das amostras.

A viabilidade aparente média dos espermatdforos frescos foi de 73,75+4,72%. Para
viabilidade aparente e morfologia, as porcentagens de células vidveis (Figura 02) e
morfologicamente normais (Figura 03) mantiveram-se acima de 60% e 70%, respectivamente,
em todos os tratamentos e em ambos os tempos de resfriamento avaliados. Enquanto que as

taxas de eclosdo demonstraram uma tendéncia de redugdo com o aumento do tempo.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, foi possivel observar que 0s
espermatdéforos de P. vannamei sdo capazes de manter boas taxas de viabilidade aparente,
morfologia normal e eclosdo apds 48 horas de estocagem a 15 °C em 6leo mineral, &gua do mar
ou ACP®. A &gua de coco em p6 foi menos eficiente que a agua do mar esterilizada, pois
resultou em menor taxa de eclosdo apds inseminacao artificial. Levando em consideracdo que
a agua do mar esterilizada é um diluente de aquisicdo mais facil, conclui-se que € o meio mais
recomendado pelo presente estudo para o resfriamento de espermat6foros a 15°C por até 48
horas.

Os trés diluentes foram capazes de manter a qualidade espermética durante os
tempos de armazenagem de 24 e 48 horas, sem diferencas estatisticas entre eles. Para a eclosao,
mesmo que apos 48 horas os resultados tenham diminuido, ainda se mantiveram resultados
satisfatorios. Ensaios de inseminacdo assistida com espermatoforos resfriados por periodos
maiores de tempo sdo necessarios para verificar até quando os meios diluidores avaliados séo
capazes de manter resultados satisfatorios de taxa de ecloséo.

Os trés diluentes foram capazes de manter a qualidade espermética durante os
tempos de armazenagem refrigerada de 24 e 48 horas, sem diferengas significativas entre eles.
Somente a taxa de ecloséo apresentou pequena diferenca entre tratamentos. Dessa forma, a
realizacdo de ensaios com inseminacdo assistida utilizando espermatoforos resfriados por
periodos maiores de tempo se faz necesséria para a melhor compreensdo dos efeitos desses
meios diluidores sobre a taxa de eclos&o.

Destaca-se que este foi o primeiro trabalho que realizou inseminagéo assistida com
espermatdforos resfriados de P. vannamei obtendo boas taxas de eclosdo, assemelhando-se a
utilizada com espermato6foros frescos, demonstrando o promissor potencial desta pratica na

carcinicultura.
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