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Resumo

O objetivo do estudo foi avaliar os pardmetros seminais do pacu (Piaractus
mesopotamicus), criopreservado com diferentes concentracfes de geléia real. Para a
realizacdo do trabalho selecionou-se oito animais. Foram analisados o0s parametros:
motilidade progressiva, vigor espermatico, concentracdo espermatica e morfologia
espermatica. Nos resultados obtidos, verificou-se que ndo houve influencia da geléia real nos
resultados da congelacdo, se comparado com os resultados do diluidor testemunha (Branco).
A diluicdo 3 obteve um melhor resultado para a motilidade progressiva, porém, ndo houve
diferenca significativa entre os meios. Para o vigor espermatico, as diluicdes que continham
geléia real sobressaiu-se a 4 (1,88 + 1,25 pontos) e apresentaram 0s maiores valores
comparados com o testemunha (branco), mas estatisticamente ndo houve diferenca. Embora
ndo tenha ocorrido diferenca significativa para o percentual de espermatozdides normais e
anormalidades espermaticas, houve uma média superior de anormalidades priméarias. O meio
diluidor contendo geléia real ndo promoveu resultados satisfatorios, sendo necessarios novos
estudos para verificar se a geléia real pode aperfeicoar o meio diluidor durante o processo da
criopreservacdo. Além disto, foi possivel notar a existéncia de individualidade em relacdo a
resisténcia do sémen a congelacao.

Introducao

O processo de preservacao dos espermatozoides engloba, além do interesse cientifico,
0 poder de subsidiar a aquacultura comercial através de reprodutores selecionados, plantéis
em melhores condicdes genéticas e a ndo dependéncia da sincronia entre a maturacdo de
machos e fémeas (Kavamoto, 1989).

Dentre as espécies nativas cultivadas no Brasil, destaca-se o pacu (Piaractus
mesopotamicus) por indmeras qualidades, como, o excelente sabor da sua carne, boa
capacidade para ganho de peso, adaptabilidade e rusticidade no cultivo e habito onivoro
(Castagnolli, 1992).

Destacando os fatores favoraveis do pacu na piscicultura, levou-se o estudo da
cripreservacdo contendo diluidores com substancias nutritivas consideraveis, a fim de
aumentar a viabilizacdo da técnica. A geléia real no meio diluidor é uma das possibilidades
que podera elevar o valor nutritivo do meio. Além disto, a geléia real € um produto natural
gue contém notaveis quantidades de proteinas, lipideos, carboidratos, vitaminas, substancias
minerais, fatores vitais especificos, substancias biocatalisadoras nos processos de regeneracéo
das células, além de conter flavondides que sdo elementos antioxidantes desenvolvendo
importante acdo fisioldgica (Cicco, 2005).
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O objetivo do estudo foi avaliar os parametros seminais do pacu (Piaractus
mesopotamicus), criopreservado com diferentes concentragdes de geléia real.

Material e Métodos

Este estudo foi desenvolvido na Estacdo de Hidrologia e Aquicultura da DUKE
ENERGY INTERNATIONAL - Geracdo Paranapanema, em convénio com o Laboratorio de
Reprodugdo Animal da UEM. Os animais foram selecionados no tanque de reprodutores e
levados para o laboratério da Estacdo onde foram induzidos para a colheita do sémen, 0s
quais foram pesados e medidos. Para a realiza¢do do projeto, foram selecionados oito animais.
Os peixes foram induzidos a espermiacdo, utilizando-se hipofise de carpa, sendo ministrado
uma dose Unica de 3 mg de hipdfise/kg de peso vivo.

Em uma lamina de microscopia Otica foi diluida uma gota (0,02 ml) de sémen com
oito gotas (0,16 ml) de agua destilada e levado ao microscopio de contraste de fase com
objetiva de 40X e avaliado, por método subjetivo, ambas variaveis. A motilidade progressiva
foi avaliada utilizando o escorre de 0 a 100 % e o vigor espermatico escorre de 0 a 5 pontos,
sendo que os valores mais elevados significam melhor qualidade.

Foram feitos dois esfregacos com o sémen diluido em formol-salina tamponada, na
proporcédo de 1:250 (sémen/solucdo diluente). Os esfregacos foram corados pelo método Rosa
de Bengala e depois secos, levados ao microscopio de contraste em objetiva de 40X. Foram
avaliadas anormalidades priméarias e secundarias. Realizou-se contagem de 100 a 150
espermatozdides entre as laminas feitas de cada animal.

Os peixes foram embrulhados em uma toalha Umida e, foi aplicada uma massagem
abdominal no animal no sentido encéfalo-caudal. O sémen liberado foi, entdo, colhido em
seringas de 10 mL (Billard et al., 1995). Foram analisados os pardmetros seminais como:
motilidade progressiva, vigor espermatico e concentracao de espermatozoides.

O sémen foi diluido em um Becker contendo formol-salina tamponada, resultando na diluicdo
de 1:250. Feita a diluicdo, foi preenchido, por capilaridade, a camara de Neubauer e contados
0s espermatozoides.

O meio diluidor do sémen para congelar foi indicado por Carolsfeld et al. (2003),
sendo adicionado geléia real nas concentragdes indicadas na tabela 1. Foram preparados nove
meios diluidores, contendo diferentes concentracbes de geléia real e um meio contendo
somente DMSO, glicose+gema de ovo, considerado o branco. O meio diluidor continha
10 mL de DMSO, 5g de glicose, 20g de gema de ovo e a concentracdo de geléia real
correspondente a cada tratamento, sendo estes completados com agua destilada até 100 mL. A
geléia real do tipo gel, foi acrescentada na hora da preparacdo do meio.

O sémen foi misturado a solucdo crioprotetora na proporcdo de 1:3 (sémen/solucao
crioprotetora) e apos foi submetido ao congelamento. Homogeneizado o sémen com a solucéo
crioprotetora, a mistura foi envasada em “pailletts” de 0,25 mL, esterilizados e identificados.
Os “pailletts” contendo o sémen diluido foram colocados em “globelets” plasticos que foram
fixados nas hastes de aluminios e, posteriormente, foram colocados na “caneca” e submetidos
ao vapor de nitrogénio a -16°C em um botijdo do tipo “Dry shipper”. Antes de iniciar o
procedimento de congelamento. Os “pailletts” permaneceram por 18 horas no “Dry shipper”,
e depois foram transferidos para um botijdo de estoque a -196°C.



Tabela 1. Meio diluidor destinado a congelar o sémen de Pacu (P. mesopotamicus) composto
por gema de ovo+glicose+DMSO (por 100 mL), acrescido de diferentes concentragcfes de
geléia-real.

Geléia Real Dimetilsulfoxido (DMSO) Glicose + ovo
(9) (mL) (completados para 100 mL)
D; - 0,002 10 mL 5g+20¢g
D, - 0,004 10 mL 5g+20¢g
Ds; - 0,006 10 mL 5g+20¢g
D, - 0,008 10 mL 5g+20¢g
Ds - 0,010 10 mL 5g+20¢g
Ds - 0,012 10 mL 59g+20¢g
D;-0,014 10 mL 59g+20¢g
Dg - 0,016 10 mL 59g+20¢g
Dy - 0,018 10 mL 59g+20¢g
D10- 0,000 (branco) 10 mL 5g+20¢g
D - diluidor

Os “pailletts” contendo sémen foram retirados do botijdo de N, e colocados em &gua
45° C, em banho-maria, durante 5 segundos. Apds a descongelacdo foram feitas as anélises
qualitativas do sémen, como motilidade progressiva, vigor esperméatico e morfologia
espermatica.

Os dados foram analisados utilizando o programa SAEG, de acordo o delineamento
inteiramente casualizado, utilizando-se a transformacdo radicial e, as médias, foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

Na tabela 2, estdo apresentados os dados de motilidade progressiva e vigor
espermatico do sémen de pacu (Piaractus mesopotamicus) “in natura”. Na tabela 3, estdo
apresentados os dados de motilidade progressiva, vigor espermatico e concentracao
espermatica do sémen de pacu (Piaractus mesopotamicus) descongelado e avaliado,
considerando as diferentes concentracdes de geléia real.

Tabela 2. Parametros qualitativos do sémen de pacu (Piaractus mesopotamicus) pré-
congelacao (in natura).

Parametros
Peixes Motilidade progressiva  Vigor espermatico Concentracao espermatica
(%) (pontos) x10°/mL
1 70,0 2,0 4,97
2 80,0 2,0 4,18
3 60,0 2,0 11,72
4 90,0 2,0 7,08
5 70,0 2,0 10,31
6 70,0 2,0 6,85
7 70,0 3,0 6,88
8 60,0 3,0 6,12




Tabela 3. Parametros Qualitativos do sémen de pacu (Piaractus mesopotamicus)

descongelado a 45° C por 5 minutos, nas diferentes concentragdes de geléia real.

Diluicéo — - Parametros - —
Motilidade progressiva (%0) Vigor espermatico (pontos)
D1 8,00 £ 17,09 1,63+0,91
D2 1,00 £ 1,69 1,13+1,25
D3 11,71 £ 15,50 1,14 £ 0,90
D4 9,50+12,84 1,88 +1,25
D5 5,86 £ 6,59 1,43+0,79
D6 1,86 + 3,62 0,85+ 0,90
D7 475 +£7,05 1,38+1,19
D8 4,00 £7,26 1,29+1,11
D9 3,38 £ 3,50 1,38+ 0,92
D10 6,57 £ 14,85 0,71+1,11

Pode-se notar que a geléia real ndo influenciou nos resultados da congelagdo, se
comparado com os resultados do diluidor testemunha (Branco). A diluicdo 3 obteve um
melhor resultado para a motilidade progressiva, porém, ndo houve diferenca significativa
entre 0s meios. Para o vigor espermatico as diluigdes que continham geléia real, sobressaindo-
se a 4 (1,88 £ 1,25 pontos), apresentaram os maiores valores comparados com o testemunha
(branco), mas estatisticamente ndo houve diferenca (Tabela 3).

Sup0Be-se que a quantidade de geléia real utilizada, ndo beneficiou a qualidade do meio
diluidor para manutencdo dos espermatozoides durante a criopreservacdo. A composicdo do
meio diluidor é de fundamental importdncia a fim de garantir a conservacdo das células
espermaticas de peixes durante a criopreservacdo (Tan-Fermin et al. 1999). Carolsfeld et al.
(2003) sugeriram a utilizagdo do meio diluidor a base de glicose e gema de ovo, associado a
10% de dimetil-sulfoxido (DMSO), que de acordo com He e Woods Ill (2003) tem peso
molecular pequeno e, por isso, apresenta elevada permeabilidade celular.

Embora ndo tenha ocorrido diferenga significativa para o percentual de
espermatozéides normais e anormalidades espermaticas, houve uma média superior de
anormalidades primarias (Tabela 4). Herman et al. (1994) relatam que as anormalidades
primarias em mamiferos, estdo relacionadas a fatores que incidem sobre a espermatogénese
(deficiéncia nutricional, idade dos machos, consanguinidade, além de doengas que possam
acometer os reprodutores) e as anormalidades secundarias, estdo relacionadas a fatores
ligados a temperatura ambiente, doencas, alimentacdo do animal, problemas no ducto
espermatico, extrusdo do sémen, além da confeccao dos esfregacos.

Pela Tabela 5, pode se fazer a inferéncia da individualidade, pois no peixe 1, observa-
se melhor resultado, seguido pelo 8 e 7, e os demais foram inferiores e se assemelharam.
Esses sdo resultados importantes, pois indicam que nem todos os reprodutores fornecem
sémen com caracteristicas para suportar a congelacdo. Além do mais, o melhor valor foi de
22,5% de motilidade progressiva, que pode ser contrastado com os resultados de Billard et al.
(2004) que obtiveram 94% de fecundidade com o sémen que apresentou menos de 10% de
motilidade progressiva apos a descongelagéo.



Tabela 4. Médias e desvios padrdo de espermatozdides normais, anormalidades primarias e
secundarias avaliados no sémen de pacu (Piaractus mesopotamicus), descongelado a 45° C
por 5 minutos, nas diferentes dilui¢Ges.

Parametros
Diluigéo Espermatozoides Anormalidades Anormalidades
normais (%) primarias (%) secundarias (%0)
1 25,53 £7,37 56,18 + 6,48 18,29 £+ 7,34
2 25,10 £9,91 58,17 £ 6,19 16,74 £ 7,36
3 24,14 + 10,08 56,76 £ 5,80 19,65 £ 5,96
4 26,32 £9,91 53,53 £5,35 20,15+ 7,07
5 28,76 * 8,06 54,55 + 4,57 16,68 £ 6,41
6 26,60 * 8,56 53,54 £ 5,16 19,86 + 5,64
7 31,98 + 8,30 53,39 £ 6,00 14,74+ 4,66
8 30,81 + 10,06 53,27 £9,73 14,49 + 2,33
9 28,53 + 8,89 52,37 £ 6,74 19,10 £ 4,35
10 26,76 + 10,49 56,41 + 6,89 16,83 + 7,83

O objetivo do trabalho foi verificar o beneficio da geléia real no meio diluidor, mas os
resultados ndo foram satisfatdrios. Porém, notou-se a diferenca entre os individuos em relagdo
aos parametros qualitativos do sémen. Neste sentido, Moce et al. (2005), afirmaram que o
sémen de machos de diferentes espécies, tem sido classificado como bom ou ruim para a
congelacdo, conforme sua resisténcia ao congelamento e descongelamento.

As membranas seminais sofrem muito estresse durante a criopreservacao, incluindo o
estresse aniosmotico durante a adicdo dos crioprotetores, bem como formacéo de cristais de
gelo e exposicdo ao aumento da concentracdo salina (Holt, 2000). E possivel que certos
machos produzem sémen contendo diferentes lipidios, proteinas, entre outros, que favorecem
uma maior resisténcia ao estresse, resultando em um aumento da crio-sobrevivéncia, e, talvez,
promovendo melhor fertilizacdo que o sémen de machos que ndo sdo resistentes a esse
estresse (Mocé et al., 2005).

Tabela 5. Médias da motilidade progressiva e vigor espermatico do sémen de pacu (Piaractus
mesopotamicus) ap6s descongelacao, nos diferentes peixes.

Peixes _ _ Parametros _ _
Motilidade progressiva (%) Vigor espermatico (pontos)
1 22,5 2,1
2 1,3 0,9
3 2,1 0,9
4 1,0 0,8
5 1,0 1,2
6 1,9 1,0
7 4,8 1,4
8 8,1 1,8




Concluséao

O meio diluidor contendo geléia real ndo promoveu resultados satisfatorios,
sendo necessarios novos estudos para verificar se a geléia real pode aperfeicoar o meio
diluidor durante o processo da criopreservacdo. Além disto, foi possivel notar a existéncia de
individualidade em relagéo a resisténcia do sémen a congelagéo
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