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RESUMO

Para uma fertilizacdo eficiente, a qualidade do sémen, além de outros fatores, como a
agua utilizada no processo de fertilizacdo devem ser avaliados. Fatores fisicos e quimicos da
agua interferem na fertilizacdo, uma vez que podem atuar sobre a viabilidade do sémen. A
avaliacdo espermatica consiste em analisar caracteristicas fisicas do sémen. O objetivo do
trabalho foi avaliar a motilidade espermatica de jundias, com ativacdo do sémen em agua
superficial e subterrdnea em diferentes temperaturas, no final da estacdo reprodutiva. O
experimento foi realizado no Centro de Tecnologia em Pesca e Aquicultura (CTPA) na
Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA)-Campus Uruguaiana. O delineamento
experimental foi de blocos ao acaso, considerando cada peixe como um bloco. Os tratamentos
foram distribuidos em esquema fatorial 2x4, avaliando duas aguas (agua de poco artesiano ou
de barragem) e quatro temperaturas de ativacdo do sémen (15, 20, 25 e 30°C). Foram utilizados
quatro machos de jundia, induzidos hormonalmente com gonadotrofina coridénica humana
(HCG) na dosagem de 200 UI/Kg de peixe. Doze horas a ap06s inducdo, os animais foram
capturados para que fosse feita a coleta de sémen, e foi armazenado em tubos com solucgéo
inativante (glicose 5%) e mantidos em ambiente refrigerado. A cinética espermatica foi avaliada
a partir de uma gota de 10pL de sémen diluido, com concentracio de 50x10°
espermatozoides/mL, em equipamento semi-automatizado Sperm Class Analyzer (SCA). Foi
avaliado um campo aleatdrio da lamina, considerando-se espermatozoides mdveis, rapidos,
médios e lentos, além da velocidade progressiva, velocidade curvilinear e velocidade linear. O
tempo de motilidade espermatica foi determinado a partir da ativacdo da amostra, até que 50%
das células perdessem a motilidade, ndo havendo diferenca para o tempo total de motilidade
nos diferentes tratamentos. A concentracdo espermaticia foi determinada pelo método de
contagem de espermatozoides em camara de Neubauer, onde a concentracdo espermatica dos
jundias foi de 1,27+0,25x10'% Foi encontrada diferenca significativa apenas para tipo de agua,
sendo observado maior nimero de espermatozoides mdveis e rapidos quando o sémen foi
ativado com agua de barragem, em comparagédo a agua de pogo, independente da temperatura.
Né&o foram observadas diferengas para tempo de motilidade espermatica. Conclui-se que ao
final da estacdo reprodutiva, a utilizacdo de agua superficial para a ativacdo do sémen
proporciona melhores indices de motilidade.

Palavras-chave: analise computadorizada, reproducdo, sémen, &gua subterranea, &gua
superficial.



ABSTRACT

For efficient fertilization, the quality of the semen, in addition to other factors, such as
the water used in the fertilization process, should be evaluated. Physical and chemical factors
of water interfere with fertilization as they may act on the viability of the semen. The sperm
evaluation consists of analyzing the physical characteristics of the semen. The objective of this
work was to evaluate the sperm motility of jundiés, with activation of semen in superficial and
subterranean water at different temperatures, at the end of the breeding season. The experiment
was carried out at the Center for Technology in Fisheries and Aquaculture (CTPA) at the
Federal University of Pampa (UNIPAMPA) - Campus Uruguaiana. The experimental design
was of randomized blocks, considering each fish as a block. The treatments were distributed in
a 2x4 factorial scheme, evaluating two waters (artesian well or dam water) and four semen
activation temperatures (15, 20, 25 and 30°C). Four males of jundia, hormonally induced with
human chorionic gonadotrophin (HCG), were used in the dosage of 200 IU / kg of fish. Twelve
hours after induction, the animals were captured to collect semen, and stored in tubes with
inactivating solution (glucose 5%) and kept in a refrigerated environment. Sperm kinetics were
evaluated from a drop of 10uL of diluted semen, with a concentration of 50x10 6 spermatozoa
/ mL, in semipermanent Sperm Class Analyzer (SCA). A random field of the slide was
evaluated, considering mobile, fast, medium and slow spermatozoa, besides progressive
velocity, curvilinear velocity and linear velocity. The sperm motility time was determined from
the activation of the sample, until 50% of the cells lost their motility, and there was no difference
in the total motile time in the different treatments. The sperm concentration was determined by
the sperm counting method in the Neubauer chamber, where the sperm concentration of the
jundias was 1.27 + 0.25x1010. A significant difference was found only for water type, with a
higher number of mobile and fast spermatozoa observed when the semen was activated with
dam water compared to well water, independent of temperature. No differences were observed
for sperm motility time. It is concluded that at the end of the reproductive season, the use of

superficial water for semen activation provides better motility indexes.

Key words: computerized analysis, reproduction, semen, groundwater, surface water.
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1 INTRODUCAO

1.1 Producdo Aquicola

A producdo mundial de peixes atingiu em 2016, 171 milhdes de toneladas, sendo 88%
destinados ao consumo humano (FAO, 2018). Como resultado desta producdo, em 2016, o
consumo per capita registrado foi de 20,3 kg, mostrando que o setor da aquicultura é essencial
na alimentacdo da populacéo.

Com caracteristicas naturais favoraveis, o Brasil tem todas as condi¢Ges para se tornar
uma grande poténcia na producdo de pescado, com mais de 12% de &4gua doce do planeta, uma
costa maritima de aproximadamente 8,5 mil quildmetros, clima tropical e rica biodiversidade
tanto no mar quanto nos rios. Além disso, o Brasil também se torna competitivo por apresentar
producdo significativa de graos para fabricacéo de racoes (ACEB, 2014).

A producdo de pescado oriundo da aquicultura tem aumentado nas Ultimas décadas
superando, inclusive, o crescimento de outros ramos do agronegdcio. A producdo nacional de
pescado foi, por muitos anos, baseada na pesca extrativista. Porém, a ma gestdo na atividade,
agregada a crescente demanda por produtos desta area, ocasionou colapsos nos principais
recursos pesqueiros do mundo, gerando estagnacdo das capturas e oportunidade para a
aquicultura suprir esta lacuna, oferecendo a sociedade produtos de qualidade e com certificacédo
de origem (MPA, 2014).

A aquicultura vem se desenvolvendo em grande escala, produzindo importantes fontes
proteicas para consumo do homem. Entre as produgdes exercidas no ramo da aquicultura, a que
se destaca com maior valor para o mercado € a producdo de peixes (piscicultura), além da
criacdo de camardes (carcinicultura), dentre outros animais que ndo tem grande reconhecimento
no mercado, porém também fazem parte das producdes aquicolas (DIAS; MARIANO 2015).

Entre as espécies mais produzidas no ramo da aquicultura no Brasil, pode-se dividir por
regido a producgdo expressiva de algumas espécies que sdo: tambaqui, pirarucu e pirapitinga na
regido Norte; tilapia e camardo marinho no Nordeste; tambaqui, pacu e pintado no Centro-
Oeste; tilapia, pacu e pintado no Sudeste; e carpa, tilapia, jundid, ostra e mexilh&o na regido Sul
(SCHULTER, 2017).
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1.2 Jundia (Rhamdia quelen)

O Brasil conta com 3 mil espécies nativas de peixes, com varias delas apresentando
potencial para utilizacdo dentro da piscicultura como tambaqui, pacu, matrinxa, pintado,
pirarucu e jundia. Este, por sua vez, apresenta caracteristicas que vém permitindo sua inclusdo
na lista de espécies de peixes criadas comercialmente no Brasil (MPA, 2014).

Segundo Narahara et al, (1988), dentre os grupos de espécies cultivadas no mundo, o
dos Siluriformes apresenta destaque, devido a textura e sabor de sua carne a auséncia de
espinhas intramusculares e ao bom rendimento de carcaga.

O cultivo de jundia (Rhamdia quelen) vem crescendo rapidamente, este animal pode ser
encontrado desde o centro da Argentina até o sul do México. Produzido principalmente na
regido sul do Brasil, devido a sua rusticidade, do seu aparente potencial de crescimento no
inverno, e de sua resisténcia a baixas temperaturas. Pode atingir em média 600 a 800 g de massa
corporal em apenas 8 meses de cultivo em densidade de dois a quatro peixes por metro
quadrado.

Segundo Gomes, (2000) o crescimento do Jundid aumenta conforme a temperatura. Esse
crescimento é bastante evidente em seus primeiros anos de vida. A taxa de crescimento dos
machos é maior do que das fémeas até o quarto més, onde a situacdo inverte, pois estas passam
a crescer mais rapidamente.

Seu habito alimentar é onivoro com tendéncia a piscivoria. Os adultos se alimentam de
peixes, crustaceos, insetos, restos vegetais e detritos organicos. Sao generalistas no que se diz
respeito a escolha do alimento. Essa caracteristica contribui para sua adaptacdo ao alimento
artificial, e assim, para sua domesticacdo (MONTANHA, 2011).

A reproducdo do jundia apresenta um ritmo interno ocasionado por estimulos externos,
principalmente pelo aumento da temperatura e fotoperiodo, devido a necessidade de enquadrar
0 periodo de reproducdo com qualidade do meio ambiente para o desenvolvimento das larvas e
alevinos. A maturidade sexual é atingida quando os machos com 13,4 cm iniciam 0 processo
de maturacdo gonadal, enquanto que as fémeas iniciam com 16,5cm, aproximadamente. As
gbnadas iniciam maturagdo a temperatura de 17°C e a desova ocorre em duas épocas do ano:
primavera e verdo (BORGES, 2005). Sua reproducdo ocorre em aguas com temperaturas na
faixa de 22 a 25°C (TAVARES-DIAS et al., 2002).

Na natureza, os cardumes de jundids desovam em locais com &guas limpas, calmas e
fundo pedregoso. Seus ovos ndo sdo aderentes e afundam e os reprodutores ndo apresentam

cuidado parental.
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1.3 Fatores que afetam a Motilidade do Sémen

1.3.1 Qualidade da agua

Para uma fertilizac&o eficiente, a qualidade do sémen, alem de outros fatores, como a
agua utilizada no processo de fertilizacdo, € de vital importancia. Fatores fisicos e quimicos da
agua interferem na fertilizacdo, uma vez que podem atuar sobre a viabilidade do sémen.

A qualidade da &gua utilizada na piscicultura é muito importante para o crescimento e
desenvolvimento do animal. O controle da qualidade deve ser regrado, pois o rendimento da
criacdo sera melhor para todas as fases de vida dos peixes, incluindo o desempenho reprodutivo.
Para isso sdo necessarios niveis ideais de determinados parametros (BALDISSEROTTO,
2004).

Aguas subterraneas s&o aguas originarias de minas e pocos. O volume é superior ao das
aguas superficiais, sua vazdo (dgua/tempo) menos afetada em periodos de estiagem, e ndo
apresenta perdas por evaporacdo, como ocorre nas aguas superficiais. Estas aguas sao
naturalmente protegidas, porém ndo sdo imunes aos agentes de poluicdo e contaminacéo,
normalmente &dguas subterrdneas dispensam, na maioria dos casos, tratamento fisico-quimico
(MPA, 2007).

Estas aguas em geral apresentam: baixas concentracdes de oxigénio dissolvido e grandes
niveis de gas carbbnico, necessitando aeracao ou exposicao ao ar através de canais abertos antes
de abastecer os sistemas de piscicultura. Aguas proveniente de pogos apresentam pH em torno
de 5,5 a 8,5, podendo conter altos teores de ferro, que se oxidam ao entrar em contato com o ar,
levando a elevados niveis de hidroxido de ferro. Estes niveis sdo perigosos para incubacéo, pois
podem revestir a superficie dos ovos e atrapalhar as trocas de gases e metaboélitos, causando a
morte do embrido em desenvolvimento. Uma aeracdo forte, seguida por um periodo de
decantacdo, ajuda na precipitacdo do hidréxido de ferro, melhorando a qualidade destas aguas
para 0 uso em incubadoras (KUBITZA, 1998).

A qualidade da agua subterréanea ¢é tdo importante quanto o aspecto quantitativo da
mesma. A estimativa dos solidos totais dissolvidos (STD), obtida através da condutividade
elétrica pode-se ter um resultado estimado sobre a potabilidade da 4gua. Quando a estimativa
for igual ou maior 1000 mg/L, as dguas sdo salobras ou podem estar contaminadas (MARION
et al., 2007).

A &gua subterrdnea com pH abaixo de 7 pode conter sais que neutralizam acidos e

possuir alcalinidade mensuravel. Os ions carbonato e bicarbonato colaboram para a alcalinidade
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da &gua, ja os ions de cloreto, sulfato e nitrato ndo. A temperatura das 4guas subterraneas esta
diretamente relacionada com o local onde a mesma se encontra, ndo tendo grandes variagoes
por funcdo de ndo ter contato direto com a radiacdo solar, chegando até ela apenas o calor
captado pelo solo que a antecede (FENZEL 1986).

Segundo Kubitza (1998) &guas superficiais sdo aquelas aguas que se acumulam na
superficie e quando escoadas formam rios, riachos, lagos, lagoas, pantanos, acudes, corregos,
barragens entre outros. As aguas superficiais por ndo penetrarem ao solo acabam formando as
principais fontes de abastecimento de agua potavel do planeta. Embora tenham toda essa
importancia para a vida do planeta, as aguas superficiais doces representam apenas 0,14% de
toda a gua existente na terra. Estas dguas tendem a se tornar vulneraveis pela sua exposicao a
impurezas.

Séo fontes de &gua muito usadas na producdo aquicola. Estas dguas normalmente
apresentam concentracdes de oxigénio e gas carbonico préximas a saturacdo, sendo adequadas
para a vida dos animais aquaticos. A temperatura das aguas superficiais se estabelece através
da hora do dia e da época do ano, podendo reduzir o cultivo de alguns animais em certas
estacdes. Essas aguas podem também trazer peixes e outros organismos indesejaveis ao sistema
de cultivo, sendo necessaria a protecdo das linhas de abastecimento. O pH das &guas superficiais
é estabelecido entre 6,5 e 8,5 (KUBITZA, 1998).

1.3.2 Variagdes Climéticas

O conhecimento sobre o desempenho reprodutivo das espécies ao longo do periodo
reprodutivo é escasso, comprovando a necessidade obtencdo dessas informacdes. Deve-se
considerar, para o sucesso do desempenho reprodutivo das espécies, que as mudangas
climaticas estao ficando mais evidentes e as estaces do ano estdo perdendo suas caracteristicas
marcantes, devido as acfes descontroladas do homem sobre a natureza como, por exemplo, a
intensificacdo do efeito estufa, o desmatamento e a destrui¢do da camada de ozénio (WALTER
et al., 2002).

As mudangas climatolégicas podem resultar no adiantamento ou no retardamento da
maturacdo final e ou liberagdo dos gametas desses peixes em diferentes periodos da reproducéo.

As caracteristicas no comportamento reprodutivo dos peixes estdo relacionadas com a
probabilidade de aumentar a sobrevivéncia das larvas. Sendo assim, a desova deve ocorrer em
épocas onde ha maior disponibilidade de alimentos e de protecao da prole contra os predadores.

Os maiores periodos de luminosidade estdo relacionados com a primavera e 0 verdo, onde
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ocorrem 0s maiores indices pluviométricos e de temperatura (ZANIBONI FILHO;
WEINGARTNER 2007).

Os fatores abioticos, determinados pelos ritmos circadianos, vao interferir diretamente
na reproducdo. Sendo assim € possivel afirmar que certas mudancas ambientais podem agir no
hipotadlamo, responsavel pela liberacdo de GnRH e dopamina. Os neurdnios hipotalamicos
penetram a adeno-hipofise, responsavel pela sintese e secrecdo dos hormonios foliculo
estimulante (FSH) e luteinizante (LH), os quais controlam o desenvolvimento e a maturacao
gonadal (CHANG et al., 2000).

1.4 Influéncia da qualidade do sémen (motilidade espermaética e morfologia de sémen) sobre a
eficiéncia reprodutiva

Entre as especies de peixes existem variedades entre as caracteristicas seminais, sua
avaliacdo é importante para estabelecer reproducdes bem-sucedidas. A avaliacdo espermatica
consiste em analisar caracteristicas fisicas do sémen (volume, motilidade, vigor e
concentracdo). O conhecimento sobre estes valores sdo necessarios para que seja possivel a
avaliacdo da qualidade do sémen coletado, e com isso, aperfeicoar 0s processos reprodutivos
(ROUTRAY et al., 2007).

Os espermatozoides sdo morfologicamente subdivididos em cabeca, peca intermediaria
e cauda. Nos espermatozoides de peixes, observa-se a falta do acrossomo. Em outros animais,
como os mamiferos, 0 acrossomo tem como funcdo o rompimento da zona pellcida, eles
dependem do rompimento da membrana para que aconteca a fecundacdo, sendo assim,
conseguem o rompimento da membrana liberando suas enzimas digestivas. A caréncia do
acrossomo nos peixes é compensada pela presencga da micropila, um orificio no cérion do ovo,
que auxilia na penetracdo dos espermatozoides (COSSON et al., 1999).

Os espermatozoides ndo apresentam motilidade quando estdo dentro do testiculo do
animal. O sémen dos peixes s6 terd sua motilidade espermatica ativada quando em contato com
a agua, sendo assim a fertilizacdo dos ovécitos ocorrerd apos a ativacdo da motilidade. Assim
que 0 sémen entrar em contato com a agua sua ativacao sera irreversivel, e sua motilidade tem
duracgéo curta de tempo, apds este tempo o espermatozoide ficara incapaz de fertilizar o ovécito.
(MARQUES, 2001).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Analisar o efeito da temperatura e fontes de dgua sobre a motilidade espermatica do

jundid (Rhamdia quelen) no fim da estagdo reprodutiva

2.2 Objetivos Especificos:

e Auvaliar a motilidade espermatica de jundias (Rhamdia quelen) submetidos a diferentes

fontes de da agua (poc¢o e barragem) durante a ativacao dos espermatozoides.

e Avaliar a o efeito da temperatura (15,20,25 e 30°C) sobre a motilidade do sémen dos

animais.

e Gerar relatdrios detalhados e precisos de motilidade espermatica de jundia utilizando

analise computadorizada pelo aparelho Sperm Class Analyzer, utilizando o software CASA.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho Experimental

Este experimento foi realizado no Centro de Tecnologia em Pesca e Aquicultura
(CTPA) na Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA) — Campus Uruguaiana, em maio de
2018, no final do segundo pico reprodutivo da espécie, onde foram avaliados os indices de
motilidade espermética dos animais, com diferentes parametros de qualidade da agua e
diferentes temperaturas.

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso, considerando cada peixe como um
bloco. Os tratamentos foram distribuidos em esquema fatorial 2x4, avaliando duas aguas (agua
de poco artesiano ou de barragem) e quatro temperaturas de ativagdo do sémen (15, 20, 25 e
30°C).

Os animais eram provenientes do plantel de reprodutores do CTPA, mantidos em viveiros
de alvenaria. Os mesmos foram alimentados com ragéo extrusada para engorda de peixes com
6 a 8 mm e 28% de proteina bruta nos seis meses anteriores ao experimento. Para que fosse
executado o experimento estes animais foram coletados através de rede de arrasto. Apos foram
levados para tanques de alvenaria, dentro do laboratério (Figural), para que fossem

selecionados, a partir da sua liberagéo de sémen.

Figura 1. Jundias coletados para selecéo.

Fonte: Prdprio autor.
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3.2 Qualidade da Agua

As analises de 4gua foram executadas no Laboratério de Qualidade da Agua do Curso
Superior de Tecnologia em Aquicultura na UNIPAMPA, as aguas das analises foram
provenientes do CTPA, onde a &gua de poco foi coletada da torneira do setor e a dgua de
barragem foi coletada diretamente na tubulacdo de saida do viveiro onde se encontravam 0s
animais.

Foram analisados os parametros de condutividade elétrica, leitura no aparelho
condutivimetro, turbidez no turbudimetro, pH no phmetro, dureza e alcalinidade foram
determinados através de metodologias especificas (tabela 1). Os valores de alcalinidade foram
determinados a partir do método volumétrico feito por titulacdo com solucdo padronizada
(BOYD, 1992), a metodologia se encontra em (Anexo A). A andlise de dureza foi determinada,
pelo método de (ADAD, 1982) (Anexo B).

Tabela 1. Parametros de qualidade das fontes de agua utilizadas.

Parametro Poco Barragem
Condutividade 660,45 uS/cm 62,74 uS/cm
Turbidez 0,29 NTU 2,71 NTU
Ph 7,62 6,92
Dureza 112 mg/L 32 mg/L
Alcalinidade 192,75 mg/L 22 mg/L
Osmolaridade 19 mos 5 mos

Foram testados oito tratamentos com agua de pogo artesiano e agua superficial
(barragem), em diferentes temperaturas (15, 20, 25 e 30°C), sendo denominados de P15, P20,
P25 e P30 para os tratamentos com agua de pogo e B15, B20, B25, B30 para tratamentos com

agua de barragem.
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3.3 Inducdo Hormonal e Coleta de Sémen

Foram utilizados 4 machos de jundia. Os animais passaram por indu¢do com tratamento
hormonal utilizando-se gonadotrofina coriénica humana (HCG), a dosagem utilizada foi de 200

UI/Kg, sendo aplicada na base da nadadeira peitoral (figura 2).

Figura 2. Indugéo hormonal.

Fonte: Préprio autor.

Doze horas ap6s inducédo, os animais foram capturados para que fosse feita a coleta de
sémen. Em seguida os animais ja avaliados eram identificados com chip e colocados novamente
nos viveiros, para que houvesse o controle dos reprodutores utilizados no presente trabalho
(Figura 3) Os reprodutores foram contidos e secos com pano e papel toalha. Em seguida, foi
aplicada individualmente massagem na regido ventral do animal sempre no sentido encéfalo-
caudal (Figura 4). A primeira gota de sémen foi desprezada para evitar possivel contaminacéo
e o restante foi coletado a partir de uma seringa. O sémen coletado foi armazenado em tubos

falcon e mantido sob-refrigeracéo até 0 momento da anélise.
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Figura 3. Identificagc&o dos reprodutores

Fonte: Proprio Autor

Figura 4. Coleta de sémen

Fonte: cac-php.unioeste.br
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3.4 Analise da Qualidade do Sémen

A segunda etapa do experimento foi executada no BIOTECH — Laboratério de
Biotecnologia da Reproducdo da UNIPAMPA, campus Uruguaiana. Para a analise de
motilidade a amostra de sémen passou por uma diluicdo de 1pL para 100uL de solucédo
inativante, solucdo de glicose. A cinética espermaética foi avaliada com a amostra do sémen
diluido, 1puL na lamina e 4puL de solugdo ativante (4gua), em concentracdo de 50x10°
espermatozoides/mL. Foi utilizado equipamento semi-automatizado Sperm Class Analyzer
(SCA, software Version 5.1; Microptic, Barcelona, Spain) adaptado a espécie por (SANCHES
et al., 2010). Foi avaliado um campo aleatoriamente da lamina, considerando-se 0s parametros
motilidade total, motilidade progressiva, velocidade do trajeto, velocidade progressiva,
velocidade curvilinear, amplitude de deslocamento lateral de cabeca, frequéncia de batimentos
do flagelo, retilinearidade e linearidade (figura 5).

A duracdo da motilidade foi feita concomitantemente a ativacdo dos espermatozoides,
assim que a amostra era ativada iniciava-se a contagem do tempo através de um cronémetro. A
determinacdo da taxa de células moveis seguiu a escala de 0 a 100%, quando 50% das células

perdiam a motilidade foi parado o crondmetro e determinado o tempo de motilidade.

Figura 5. Visualizacdo da Iamina apds a captura da tela, mostrando a velocidade dos
espermatozoides rapidos, médios e lentos.

A T / . ' + 4

Fonte: Imagem retirada do relatdrio gerado pelo programa Sperm Class Analyzer.
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A mensuracgdo da concentracao espermatica do sémen foi realizada de forma individual
a partir do sémen proveniente de cada um dos reprodutores, foi utilizado o método de contagem
de espermatozoides em camara hematimétrica de Neubauer com diluicao de 5 uLL de sémen,
diluida em 5.000 pL de formol salina tamponado, resultando na diluicdo de 1:1000. Apos a
diluicéo, realizou-se a contagem de células espermaéticas presentes em dez campos da cadmara
de Neubauer (STREIT JR, 2004a).

3.5 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a anélise de variancia de duas vias (efeito da temperatura,
efeito da fonte de agua e interacdo), em nivel de 5% de significancia. As médias, quando
significativamente diferentes, foram comparadas pelo teste t (fontes de 4gua) ou teste de Tukey

(temperaturas), também em 5% de significancia (P<0,05).



25

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo espermatica é geralmente usada para caracterizacdo do Ssémen
(BILLARD etal., 1995). Este € um aspecto importante nos processos relacionadas a fertilizacéo
artificial de peixes para otimizacdo do espermatozoide nos procedimentos de fertilizagdo
artificial (BOMBARDELLLI et al., 2006; CHEREGUINI et al., 1999; SANCHES et al., 2009).
A concentracdo espermatica dos jundias foi de 1,27+0,25x10%, semelhante aos valores
encontrados por outros autores, como Sanches et al. (2011), que observaram concentracao de
1,79x10%°.mL* e Bombardelli et al. (2006), com 1,97x10°.mL™. Valores superiores foram
verificados em outros trabalhos: 5,0 a 6,6x10°.mL* (SANCHES et al., 2013); 4,5x10°.mL™*
(SANCHES et al., 2010) e 3,17 a 3,96x10*°.mL™* (TESSARO et al., 2012).

Segundo Godinho (2007), diferencas de concentracdo espermatica sdo comumente
encontradas em peixes teledsteos, podendo variar de acordo com a aplicacdo ou ndo de
horménio, tipo de horménio utilizado, época da coleta de sémen, idade e tamanho dos animais
e coletas sucessivas (BORGES et al., 2005; STREIT JR. et al., 2004b).

A qualidade do sémen é definida como a capacidade do espermatozoide de fertilizar o
ovocito eficientemente. Rurangwa et al. (2004) relataram correlacdo positiva entre a motilidade
espermatica e a velocidade curvilinea, velocidade média de deslocamento e velocidade em linha
reta, indicando que quanto maior a motilidade e velocidade espermatica, maior sera a taxa de
fertilizacdo. As médias detalhadas de motilidade obtidas no presente estudo podem ser

observadas na Tabela 2.

Tabela 2. Motilidade espermatica de jundia em diferentes temperaturas e fontes de agua.

Temperatura (°C)

Variavel 15 20 o5 30
BARRAGEM

Progressivos (%) 54,28+8,52 55,67+5,96 50,27+11,67 51,23+9,33

Moveis (%) 72,06+5,90 66,91+4,48 61,34+9,65 66,94+10,59

Rapidos (%) 25,90+7,68 23,38+3,21 20,34+7,56 21,06+4,84

Médios (%) 39,81+6,41 38,31+3,25 35,3545,60 39,65+6,21

Lentos (%) 6,36%2,02 5,23+1,31 5,65+0,93 6,23+1,47

Velocidade curvilinear 86,75+6,99 87,59+3,41 83,61+5,99 84,75+£3,18

(mm/s)

Velocidade linear (mm/s) 69,28+9,65 71,34+4,90 70,36+7,85 66,06+2,98
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POCO

Progressivos (%) 47,80+4,55 47,06+6,58 51,06+10,70 39,97+8,41
Moveis (%) 63,63+2,36 58,11+5,02 58,26+8,45 52,67+10,14
Répidos (%) 16,70+2,30 12,54+4,64 16,60+5,93 17,9246,62
Médios (%) 40,52+1,15 39,11+2,55 37,85+7,30 28,84+3,46
Lentos (%) 6,42+0,70 6,46+1,44 3,81+1,34 5,90+1,84
Velocidade curvilinear 82,47+1,36 76,76+5,69 84,36+5,11 83,62+4,89
(mm/s)

Velocidade linear (mm/s) 65,96+4,02 66,38+6,36 73,24+7,21 66,22+4,60

Médias + erro padrdo da média.

Os espermatozoides do jundia perdem sua viabilidade em funcdo do tempo decorrido
apos ativacdo e, durante esse processo, 0s gametas ficam vulneraveis aos efeitos da qualidade
da 4gua (SANCHES, 2010). No presente estudo, a motilidade espermatica foi afetada somente
pelo tipo de agua, apresentando maior nimero de espermatozoides moveis e rapidos quando o
sémen foi ativado com agua de barragem, em comparacdo a agua do pogo, independente da

temperatura de ativacdo (Tabela 3).

Tabela 3. Médias agrupadas e efeito dos fatores.

Variaveis

Pr (%) Mv (%) Rp (%) Md (%) Lt (%) Ve (mmis) VI (mmis)
15°C  51,04+4,64 67,84+3,35 21,30+4,10 40,16+3,02 6,39+0,99 84,61+3,39 67,62+4,88
20°C  51,36+4,42 62,51+3,53 17,96+3,32 38,71+1,92 5,84+0,93 82,18+3,69 69,04+3,85
25°C  50,67+7,33 59,80+598 18,47+450 36,60+4,29 4,73+0,83 83,98+3,65 71,80+4,96
30°C 45,60+£6,19 59,80+7,30 19,49+3,84 34,24+3,87 6,08£1,09 84,18+2,71 66,1412 54
Barr.  52,86+4,11 66,81+3,74* 22,67+2,80*° 38,28+2,51 5,87+0,67 85,67+2,34 69,36+3,11
Poco  46,47+3,68 58,17+3,36" 15,94+236" 36,58+2,25 5,65+0,68 81,80+2,20 67,94+2,67
DPR
Temp. ns ns ns Ns ns ns ns
Agua ns 0,03 0,05 Ns ns ns ns
T*A ns ns ns Ns ns ns ns

Barr.: barragem; Temp.: temperatura; Pr; progressivos; Mv : méveis; Rp: rapidos; Md: médios; Lt: lentos; Vc:

velocidade curvilinear; VI: velocidade linear.

As duas fontes de agua utilizadas (poco e barragem), apresentaram perfis diferentes para
todos os parédmetros avaliados (Tabela 1), com destaque para condutividade, alcalinidade e
dureza, que foram significativamente maiores na dgua de pogo.

A alcalinidade relaciona-se com a capacidade da agua de neutralizar acidos. Aguas com

alcalinidade abaixo de 30mg/L de CaCOz apresentam grandes variagOes de pH, que deve ser
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mantido de 6,5 a 8,0, 0 que prejudica a sobrevivéncia e o crescimento dos jundias. A dureza um
pardmetro que caracteriza principalmente o teor de ions de Ca e Mg, que estdo combinados ao
carbonato e/ou bicarbonato, podendo estar associados também ao sulfato e ao cloreto.

Para jundia, trabalhos com a influéncia de alcalinidade e dureza sobre a motilidade
espermatica sdo inexistentes. Ha, contudo, estudos sobre a influéncia desses pardmetros no
crescimento de juvenis, com faixa étima de alcalinidade entre 30 e 60 mg/L (TAVARES, 1994).
Para crescimento de larvas, a alcalinidade deve ficar entre 30 e 70 mg/L. Para maior taxa de
eclosdo dos ovos, valores de até 70 mg/L de dureza sdo os que apresentam os melhores
resultados (BALDISSEROTTO, 2004). A sobrevivéncia das larvas de jundia também é
influenciada pelos valores de dureza, atingindo 80% ap6s 21 dias de cultivo quando mantidas
com dureza de 30 ou 70 mg/L. Com 150 mg/L, a sobrevivéncia diminuiu para menos de 10%
(BALDISSEROTTO, 2004). Observando-se os resultados obtidos no presente trabalho e
tracando paralelo aos estudos acima citados, nota-se que o0 comportamento positivo de
desempenho, no caso, a motilidade, foi causado pelo tratamento com menores valores de
alcalinidade e dureza da agua de barragem, que ficaram na faixa 6tima para outros indices de
desempenho da espécie.

O liquido seminal € rico em nutrientes e ions importantes na estocagem do sémen nos
testiculos, ficando os espermatozoides imdveis. O pH (que neste trabalho se manteve na faixa
de conforto da espécie) e ions presentes na agua podem polarizar a membrana celular e
estimular ou inibir a motilidade espermatica. Segundo Morisawa et al. (1999), para teledsteos
de agua doce ou salgada, a exposi¢do dos espermatozoides a meios isosméticos diminui a
motilidade, enquanto meios hiposmoticos ou hiperosméticos estimulam a motilidade
espermatica.

Ha também influéncia de ions isolados. Para truta-arco-iris, quanto maior for a
concentracdo do ion K+ na agua, menor é a motilidade. E quanto maior a concentracdo de Ca2+,
maior € velocidade curvilinear (RURANGWA et al., 2004). A influéncia de ions sobre a
motilidade espermatica apresenta comportamento espécie-especifico. O valor de condutividade
da &gua do poco foi superior ao da agua de barragem, representando a presenca de célcio,
magnésio, sodio, carbonatos, cloretos e outros componentes ndo quantificados, que podem ter
prejudicado a motilidade nesse tipo de agua.

Um dos parametros que influencia quase todos os processos fisicos, quimicos e
bioldgicos da agua é a temperatura. Todos 0s organismos aquaticos sdo adaptados para

determinada faixa de conforto de temperatura. O jundia pode suportar oscila¢cbes na
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temperatura, sobrevivendo de 3 a 32°C, desde que seja adaptado lentamente. Para a incubagéo
dos ovos recomenda-se temperatura média de 23°C (GREAFF, 2008).

Aparentemente, altas temperaturas levam a reducdo do periodo de motilidade em
algumas espécies de peixes. No entanto, essa reducdo é compensada por maior velocidade
qguando comparada com baixas temperaturas. O comportamento dos espermatozoides pode ser
influenciado por recursos energéticos limitados e, durante a ativacdo, seu metabolismo pode ser
afetado pela temperatura. Este efeito foi encontrado em espermatozoides da truta arco-iris, em
que 0 aumento da temperatura da agua causou uma reducdo da motilidade, aumento das
frequéncias de batimento e reducdo gradual do tempo de motilidade espermatica (BILLARD;
COSSON 1992).

A influéncia da temperatura na motilidade dos espermatozoides estad relacionada as
estacdes do ano. A qualidade do esperma é afetada por varios fatores enddgenos e exdgenos,
como a genética (SIMMONS, 2005), o periodo e as condi¢cbes de armazenamento dos
espermatozoides nos testiculos, bem como as condi¢bes ambientais favoraveis durante a
ativacdo da motilidade (BILLARD, 1986). Além disso, 0s o6citos de jundia também perdem
sua viabilidade muito rapidamente e a temperatura é o principal fator que determina essa
velocidade (SANCHES et al., 2011). No entanto, no presente trabalho ndo foram observadas
diferengas de motilidade entre as diferentes temperaturas.

Considerando os relatos de diversos autores, 0os mesmos afirmam existir uma relacéo
entre a duracdo da motilidade dos espermatozoides e a temperatura, onde 0 aumento na duragédo
de motilidade ocorre em temperaturas mais baixas (GINZBURG, 1972; VLADIC; JARVI,
1997; LAHNSTEINER etal., 1999; ALAVI; COSSON, 2005). Embora o efeito da temperatura
na duracao da motilidade espermatica seja especifico de cada espécie, a supergeneraliza¢do ndo
deve ser considerada. Vladic; Jarvi (1997) avaliando a relagcdo do tempo de motilidade com a
temperatura da agua de ativacdo em brown trout ndo encontrou diferencas para o tempo de
motilidade. No presente estudo também ndo foram observadas diferencas para tempo de
motilidade espermatica (Figura 5).
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Figura 5. Tempo de motilidade espermatica (s).

[£] Barragem
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Fonte: Proprio Autor.

Em espécies com periodo reprodutivo definido, a qualidade do sémen varia ao longo da
estacao reprodutiva, principalmente se os animais ja reproduziram neste intervalo de tempo. O
volume de ejaculado e a motilidade podem ser menores ao final do periodo. Assim, torna-se
importante estudar os intervalos 6timos para utilizacdo dos reprodutores, mapeando a qualidade
do sémen ao longo da estacdo (Zbinden et al.,2001).

Embora varios autores (Romagosa et al., 2010); (SANCHES 2013); (Mansour et al.,
2002), tenham encontrado diferenca na qualidade do sémen de acordo com a temperatura de
ativacdo, é importante destacar que estes estudos foram realizados no auge da estacao
reprodutiva. Ja o presente trabalho objetivou analisar a qualidade do sémen ao final da estacao,
0 que pode ter gerado tal diferenca nos resultados. A motilidade e o tempo de motilidade
espermatica podem variar ou ndo ao longo da estacdo reprodutiva, tendo comportamento
espécie-especifico. Tessaro et al. (2012), avaliando diferentes dietas para jundias ao longo do
periodo reprodutivo, observaram menor motilidade espermatica (62.57+ 3.62%) no final deste
periodo, sendo semelhante aos dados encontrados neste trabalho. No auge da estacdo
reprodutiva, os autores relataram motilidade acima de 90%. Lanes et al. (2010), avaliando a
qualidade do sémen de linguado (Paralichthys orbignyanus) no inicio, metade e final da estagéo
reprodutiva, ndo encontrou diferenca para motilidade e concentragdo espermatica. No presente
estudo, é possivel que a qualidade do sémen estivesse baixa a ponto ndo ser influenciada pela

temperatura.



30

Como evidenciado, os efeitos da temperatura e fontes de agua sobre os pardmetros
quantitativos e qualitativos do sémen séo altamente espécie-especificos e recebem influéncia
combinada de fatores secundarios endogenos e exdgenos. Os resultados apresentados sobre o
tema por diversos autores ainda ndo permitem total conhecimento a respeito dos mecanismos
fisioldgicos pelos quais a temperatura e a qualidade da agua influenciam a qualidade do sémen
(DADRAS et al., 2017). O jundia é espécie relevante e em crescimento na piscicultura no sul
do Brasil, sendo necessarios mais trabalhos que indiquem os efeitos diretos e indiretos da agua
sobre os espermatozoides da espécie, permitindo a producéo mais eficiente de larvas e alevinos

saudaveis e de qualidade.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Vérios autores relatam que temperaturas baixas ou altas podem levar a reducdo da
qualidade do sémen em algumas espécies de peixes nativos. Mesmo assim, neste estudo,
observou-se que ao final da estacdo reprodutiva ndo ha efeito da temperatura, mas sim da
qualidade da &gua sobre a motilidade espermatica, sendo a dgua superficial a mais indicada para
ativagdo do sémen de jundia.

O trabalho traz resultados importantes para os produtores da regido, que apresenta
caracteristicas peculiares de parametros de qualidade da agua tanto superficial quanto
subterranea. A qualidade das fertilizacGes e da producéo de alevinos pode ser influenciada por
tais parametros.

Estudos com qualidade de sémen de jundi& no inicio, no meio e no final da estacéo
reprodutiva sdo necessarios para permitir o mapeamento dos melhores periodos de coleta de
sémen. Também devem ser levados em consideracdo os dados ja existentes de exigéncias de
temperatura e qualidade da agua para as demais fases de criagdo, como incubac&o, larvicultura
e alevinagem, gerando recomendacéo técnica que considere os diversos fatores envolvidos na
reproducdo da espécie.

A utilizacdo de analise espermatica computadorizada permite a obtencdo de dados
(fotos, videos e relatorios) de qualidade, que podem ser armazenados para posterior verificacdo
com rapidez e controle de qualidade, podendo ser indicada como ferramenta para estudos de

gualidade de sémen em peixes, desde que seja feita calibracdo para a espécie.
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ANEXOS

ANEXO A - Metodologia de analise de alcalinidade (BOYD,1992)

1) Reagente:

1.1) Solucéo de H2SO4 0,01M (ver pureza no frasco; massa p/ 1N)
d=m/v

Pipetar 0,5 mL p/ 1L de H20 destilada

1°) Colocar H20 na proveta (+/- 800 mL).

2°) 0,5 mL de H2S0O4 concentrado.

3°) Completar o volume até 1L de H20 destilada

2) Técnica:

2.1) Transferir 100mL de amostra de agua p/ um béquer;
2.2) Medir pH desta amostra;

2.3) Titular com H2S04 0,01M até chegar em pH 4,0;

2.4) Anotar volume gasto de acido na titulacéo.

3) Célculo:

mL H2S04 x M (molaridade do &cido — 0,01M -) x 50 000
100mL (vol. Amostra)
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ANEXO B- Metodologia de anélise da Dureza (ADAD, 1982).

1) Reagentes:
1.1) Solucéo de Buffer (tampéo):

NH4CI =
1000mL ---- 679
50mL ---- X

X =3,375¢g

NH4OH =

1000mL ---- 570 mL
50mL - X

X =28,5mL

Pesar 3,375g de NH4CI e pipetar 28,5mL de NH4OH, completar até 50mL ¢/ H20
dest. (em proveta).

1.2) Solucédo de Na2s (inibidora):

59 ---- 100mL
Xg ---- 20mL
X=1g

Diluir 1g de Na2S em 20mL de H20 destilada.

1.3) Indicador Negro de Eriocromo (Preto de Eriocromo) :
1g/L =1000mL--- 1g

100mL--- X

X=0,10g

Pesar 0,10 g de Negro, apés dissolver em 75 mL de alcool e completar para volume
de 100mL de H20O destilada.

1.4) EDTA: 59 /1000mL H20 = deixar 0 EDTA 16 a 24 horas na estufa antes de
diluir.
2) TECNICA:

2.1) Pipetar 25 mL de amostra em um Erlenmeyer de 250 mL, acrescentar 25 mL de
H20 destilada, 1mL da solucdo Buffer(tampao).

2.2) Adicionar 1 mL de solucdo inibidora Na2S e 1 a 2 gotas do indicador Negro de
Eriocromo.



2.3)Titular lentamente com EDTA, agitando continuamente, até que a cor vermelha
desapareca e surja a azul.

3) CALCULO:

mL EDTA x 1000 = CaCO3 (mg/ L) / 25mL(vol.amostra)
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Referéncila: morfologia
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Data: 13/10/2018
Centro: BIOTECH
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ANEXO C - Modelo de relatério gerado pelo Sperm Class Analyzer.
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Referénciy: morfoiogis Codigo: pxtoiogiat Animal: | |des D=x 13102016
L LR U DRI SR AR B SO R SR R P ) Canfro: BICTECH

Concaniragdo Total %
Celulas redondas 0,00 M/mL Trajeciorias circularas 131 15,36 %
Valores médios de velocidads Madia Lentos Medio Rapido Unigades
Velocidade curvatura 98,06 39,94 73,18 125,38 um's
Velocidade linear 72,76 26,92 51,81 95,08 um's
Valor megio 88,76 33,22 64,20 115,31 um/'s
Ingice de linearidage 74,20 67,40 70,82 75,84 %
Indice de lin2aridage 81,98 81,02 80,70 82,46 %
Ingica de oscllagdo 90,52 83,19 87,76 91,97 %
Valores médios de outros pardmstro Media Médio >rograssivos raploos Unidades
Amplituge |ateral da cabega 1,23 1.20 1,24 Em
Frequéncia de batmento 14,06 13,64 14,30 Hz

Totadl % MimL Mamostra

Hyperactve 5 0.70 1.82 1.82

Comentarios:

Técnico: Sumame2, Name2



