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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar a viabilidade da conservacao do sémen da carpa
comum, variedade ornamental, sob resfriamento a 4 °C. Foram utilizados oito peixes,
vertendo sémen mediante massagem abdominal. Apés a aplicacdo de extrato bruto de hipofise
de carpa, as amostras seminais foram extrusadas, sendo descartadas as contaminadas com
sangue, fezes e/ou urina e as que apresentaram motilidade inferior a 80%. Cada amostra foi
dividida em dois tubos de ensaio, sendo um deles mantido em temperatura ambiente (25 + 3
°C) e o outro mantido sob resfriamento (4 = 2 °C). Para andlise da motilidade direta subjetiva,
0 sémen foi pré-diluido misturando-se 1 gota de sémen + 4 gotas de solucdo aquosa ndo
ativadora de NaCl a 2%. A ativacdo dos espermatozdides foi efetuada mediante adicdo de 4
gotas de &gua destilada a uma gota da mistura, j& ao microscopio pré-focalizado. As anélises
de motilidade, tanto do sémen mantido a temperatura ambiente quanto do conservado sob
resfriamento, foram realizadas a cada 1 hora. A motilidade do sémen (Y) foi reduzindo-se, em
fungio do tempo mantido a temperatura ambiente (X), segundo a equagdo: Y= 93,2 — 13,0.X
(P<0,01; R? ajustado = 81,7%). O sémen resfriado apresentou motilidade constante num plato
de 91,5% de motilidade por 4,4 horas, apos o qual a motilidade (Y) caiu conforme transcorria
o tempo sob resfriamento (X), de acordo com a equagdo: ¥ =+ 130,9 - 8,60.X (P<0,01; R?
ajustado = 79,7%). Concluiu-se que o sémen mantido sob resfriamento pode ser utilizado por
até 11,7 horas.

Palavras Chave: Resfriamento, sémen, motilidade, carpa, reproducéo.
ABSTRACT

The objective of this study was to assess the feasibility of semen preservation of
common carp, ornamental variety, in the refrigerator at 4 °C. Eight fish were used, pouring
semen by abdominal massage. After application of crude extract of carp pituitary, the semen
samples were extruded, and discarded the contaminated blood, feces and / or urine and
showed that less than 80% motility. Each sample was divided into two tubes, one being
maintained at room temperature (25 £ 3 °C) and the other kept in the refrigerator (4 £ 2 °C).
For analysis of subjective motility, semen was pre-diluted by mixing one drop of semen + 4
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drops of non-activating aqueous solution of NaCl 2%. The activation of the spermatozoa was
performed by addition of 4 drops of distilled water to a drop of the mixture, since the
microscope pre-focused. The analysis of sperm motility, both semen and kept at room
temperature the stored under cooling, were taken every 1 hour. The motility of sperm (Y) is
being reduced as a function of time held at room temperature (X) according to the equation: Y
= 93.2 t0 13.0. X (P<0.01; adjusted R 2 = 81,7%). The cooled semen constant motility had a
plateau of 91.5% motility for 4.4 hours, after which the spermatozoa (y) decreased with time
under cooling (X), according to the equation: y = £ 130, 9 - 8.60. X (P<0.01, adjusted R 2 =
79.7%). It was found that semen can be kept in the refrigerator until used for 11.7 hours.

Keywords: Cooling, semen motility, carp, reproduction.
1 — Introducéo

Métodos de conservacdo de sémen a curto prazo existem para algumas espécies de
peixes (Menezes et al., 2008; Sanches e Cerqueira, 2011) e podem ser aplicados em
programas de rotina em reproducdo. Este método € menos estressante, prolongando a
viabilidade dos espermatozdides dos peixes mantidos em cativeiro, garantindo assim o
estoque de sémen que sera usado na reproducdo artificial (Carneiro, 2007). Os
espermatozéides sdo imdveis no plasma seminal, portanto sdo adequados para a preservacao a
curto prazo desde que ndo haja gasto energético para sua locomocdo, o que dispensa
suprimento de substrato nos diluentes.

Os fatores mais importantes para o0 sucesso da conservacdo sdo: Reducdo da
temperatura; oxigénio para troca gasosa; prevencao de crescimento bacteriano; prevencao do
ressecamento. Temperaturas baixas, acima do ponto de congelamento ndo sdo usadas, pois
danificam os espermatozdides de peixes (Carneiro, 2007). A escolha da espécie e de bons
reprodutores também sdo importantes para conservacdo, assim como a coleta e higiene da
mesma. A conservacao sob resfriamento a curto prazo pode aumentar a eficiéncia do sémen,
na desova artificial. A conservacdo de sémen a curto prazo tem como finalidade ajudar no
manejo e aumentar a eficiéncia da reproducao artificial em estacdes de piscicultura (Oliveira
et al., 2007).

O sucesso da preservacdo esta diretamente ligado ao ambiente em que 0 sémen seré
armazenado, a0 manuseio no campo e ao seu transporte. Procedimentos simples podem ser
usados para conservar a curto prazo espermatozoides desde que eles permanecam imoveis ou
inativos. Para uma eficaz preservacdo do sémen sdo necessarios: diminuicdo da temperatura,
disponibilidade de oxigénio para trocas gasosas, prevencdo de crescimento bacteriano e
prevencdo do ressecamento (Murgas et al., 2003).

O uso de gelo para preservacao do sémen de peixes de clima temperado é uma pratica
antiga (Kavamoto et al., 1987). Hara et al. (1982) armazenaram sémen diluido de Chanos
chanos em temperatura entre 0 e 4 °C, em refrigerador doméstico, por um periodo de 4 a 10
dias. Estudando Cyprinus carpio, Ravinder et al. (1997) testaram varias solucGes diluentes e
trés temperaturas de resfriamento, sendo avaliados parametros como velocidade espermatica e
frequéncia de batimento flagelar. A temperatura de 5 °C, quando comparada a de 2 e 22 °C,
foi a que apresentou melhores resultados.

As vantagens do sémen criopreservado incluem sincronizagéo da disponibilidade de
gametas, conservacdo de variedade genética em populagdes domesticadas e a formagéo de
bancos genéticos para espéecies ameacadas (Shimoda et al., 2007). Portanto o objetivo do
presente trabalho foi verificar a viabilidade da utilizagdo do resfriamento a 4 °C como método
de preservacao a curto prazo do sémen de Cyprinus carpio, variedade ornamental.
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2 — Materiais e Métodos

O experimento foi realizado durante 0 més de julho de 2005, em estacOes de
piscicultura do Nucleo de Educacdo Ambiental de Castelo-ES (2 peixes) e do PRONAF,
localizado em ltaici, distrito de Muniz Freire-ES (6 peixes).

Exemplares da espécie Cyprinus carpio, variedade ornamental, foram despescados dos
tanques externos de cultivo e os machos que apresentaram estagio de maturacdo avancada,
verificada pela verténcia de sémen sob compressdo abdominal, foram transportados ao
laboratdrio. Foi procedida, a seguir, biometria (medicdo do peso e comprimento-padrdo) dos
peixes e identificagdo. Os peixes foram marcados utilizando-se fios de diferentes cores. Os
oito exemplares apresentaram peso (meédia + desvio-padrdo) de 710 £ 778g e comprimento-
padrdo (média £ desvio-padrdo) de 31,0 + 8,6cm.

Posteriormente, foi realizada a inducdo hormonal segundo Woynarovich e Horvath
(1983), utilizando—se 0,5 mg de extrato bruto de hipofise de carpa por quilograma de peso
Vvivo, apos o que foram mantidos em tanques internos ao laboratorio.

O sémen foi extrusado 12 horas apds a hipofisacdo, mediante massagem abdominal no
sentido antero-posterior, sendo coletado em tubos de ensaio de 5 ml. O poro urogenital, assim
como as regides adjacentes, foram devidamente secas e limpas. Amostras contaminadas com
sangue e/ou fezes foram descartadas, sendo a verificacdo desta contaminacdo realizada por
observacgdo visual. Para verificacdo da contaminacdo com urina, apos a coleta, 1 gota de
sémen de cada amostra foi colocada numa lamina e observado ao microscopio 6tico. As
amostras que, mesmo sem adicdo de solucdo ativadora, apresentaram alguma motilidade,
foram descartadas.

O sémen coletado de cada exemplar foi dividido em 2 tubos de ensaio de 5 ml, sendo
qgue um foi mantido & temperatura ambiente e outro, acondicionado sob resfriamento. As
amostras mantidas sob resfriamento, foram acondicionadas em caixa térmica com gelo. As
temperaturas, tanto das amostras sob resfriamento quanto da temperatura ambiente, foram
monitoradas utilizando-se termdmetro digital, com precisdo de 0,1 °C.

As laminas para analise de motilidade foram preparadas, segundo metodologia
adaptada a partir de Billad e Cosson (1992): (1) adicionaram-se 4 gotas de solugcdo aquosa de
NaCl a 1,2% (solucdo ndo-ativadora) a uma gota de sémen; (2) a 1 gota da solucéo diluida foi
adicionada a 4 gotas de agua destilada para ativar a motilidade dos espermatozdides.

As amostras foram analisadas em microscépio 6tico comum, totalizando um aumento
de 400 vezes, avaliadas durante 16 horas (tempo O a 16). Os resultados subjetivos da
motilidade espermatica foram anotados.

A partir das motilidades espermaticas, foram obtidas 2 equacdes de regressdo,
relacionando as motilidades das amostras com o tempo de manutencdo a temperatura
ambiente (25 + 3 °C) e sob resfriamento (4 + 2 °C). Os resultados da motilidade do sémen em
funcdo do tempo em cada tratamento (resfriado ou a temperatura ambiente) foram
comparados pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Os dois tratamentos, em
cada tempo, foram comparados pelo teste t com dados pareados.

3 — Resultados

Os dados individuais referentes as motilidades espermaticas avaliadas subjetivamente
a cada hora sdo apresentados na Tabela 1, enquanto que a comparacdo das médias em cada
tratamento, na Tabela 2.

Embora o procedimento proposto por Billard e Cosson (1992) preconize uma pré-
diluicdo ndo ativadora (da ordem de 100 vezes) seguida da diluicdo ativadora (de 20 vezes),
no presente trabalho as diluigdes foram de menores proporgdes. Entretanto, a observacéo das
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amostras ao microscopio mostrou 0s espermatozdides bem dispersos, sendo permitida a
visualizagdo individualizada dos mesmos. Em adi¢do as motilidades do sémen, a fresco,
observadas foram proximas de 100%, o que evidencia a ativacdo de praticamente todos 0s
espermatozdides com potencial de motilidade.

Pdde-se notar que, nos dois tratamentos (sémen a temperatura ambiente e sob
resfriamento), a motilidade em geral manteve-se constante em todas as amostras até 1 hora
apos a coleta.

A partir de 2 horas, as amostras mantidas a temperatura ambiente apresentaram
decréscimo continuo, sendo que a partir de 8 horas, foi observada auséncia de motilidade das
amostras (Tabelas 1 e 2). Ainda, na Tabela 2 pode-se observar que a motilidade das amostras
apos 2 horas de manutencdo sob temperatura ambiente é significativamente menor, quando
comparada ao sémen a fresco (Tabela 2).

Nas amostras seminais mantidas sob resfriamento a 4 °C, verificou-se pequena
reducdo da motilidade espermética até 6 horas, porém sem diferencas significativas, pelo teste
de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade (Tabela 2). Nota-se que, 15 horas apos a coleta, o
sémen mantido sob resfriamento de um dos exemplares ainda apresentava motilidade (Tabela
1), valor este muito superior ao verificado no sémen mantido a temperatura ambiente, em que
a Ultima motilidade observada ocorreu 7 horas ap0s a coleta.

Comparando-se as médias da motilidade do sémen a temperatura ambiente e resfriado
(Tabela 2 — comparacédo nas linhas — letras minasculas), ndo ha diferenca significativa, pelo
teste t com dados pareados, na motilidade até 1 hora apds a coleta. De 2 a 13 horas, a
motilidade do sémen mantido sob resfriamento é significativamente maior do que no sémen a
temperatura ambiente. Nos periodos posteriores, em funcdo da motilidade do sémen sob
resfriamento atingir valores proximos de 0%, as medias dos tratamentos ndo diferem
significativamente.

Na Figura 1 é possivel observar o efeito linear do tempo de manutencdo do sémen a
temperatura ambiente (X) sobre a motilidade espermatica (Y), segundo a equagdo: Y= 93,2 —
13,0.X: (P<0,01; R? ajustado = 81,7%). Na Figura 2, observa-se a motilidade espermaética
variando de acordo com o tempo de preservacdo sob resfriamento a 4 + 2 °C. A motilidade
permanece constante num platd de 91,5% até 4,4 horas ap6s a coleta. Posteriormente, a
motilidade cai linearmente de acordo com a equagio que permite estimar a motilidade (¥) em
fungdo do tempo (X): Y =-8,60.X + 130,9: (P<0,01; R ajustado = 79,7%).

Considerando a motilidade de 30% como a minima vidvel para uso do sémen,
verificou-se que o sémen é viavel por mais tempo quando conservado sob resfriamento (11,7
horas) em relacdo ao mantido a temperatura ambiente (4,9 horas).
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Tabela 1: Motilidades espermaticas subjetivas (em %): valores individuais dos 8 peixes (P1 a P8), medias (X), desvios-padréo (s), Coeficientes
de Variacdo (C.V.) e Intervalos de confianca (I.C. — 5% de significancia), de amostras de sémen mantidas a temperatura ambiente (TA) ou sob

resfriamento a 4°+2°C (R), analisadas a cada 1 hora (tempo 0 a 16h).

Tempo 10 11 12 13 14 15 16

Tratam TA R TA R TA R TA R TA R TA R TA R TA R TA R TA R TA R TA - R TA R TA R TA R TA° R TA R
P1 95 95 95 95 40 95 10 95 0 95 0 90 0 85 0 60 0 55 0 35 0 20 0 10 0 O 0 0 0 0 0 o0 0 O

P2 95 95 95 95 55 95 30 90 30 8 20 80 20 80 5 70 0 60 0 50 0 40 0 20 0 10 0 5 0 o0 0o o0 0 O

P3 95 95 95 95 85 90 75 90 60 90 20 85 5 80 0 80 0 75 0 65 0 50 0 35 0 20 0 5 0o 0 0o o0 0 O

é\: P4 95 95 95 95 85 95 40 90 35 90 10 70 0 50 0 50 0 50 0 45 0 40 0 20 0 5 0 O 0 O 0 0 0 O
§ P5 95 95 95 95 80 95 60 9O 60 9 50 90 40 80 30 75 0 75 0 75 0 70 0 65 0 55 0 35 0 10 0 o0 0 O
P6 95 95 95 95 80 95 45 95 45 95 40 95 5 90 0 90 0 90 0 80 0 75 0 65 0 60 0 40 0 15 0 5 0 O

P7 80 9 80 9 70 95 40 95 40 95 40 95 5 90 0 80 0 75 0 75 0 75 0 60 0 50 0 20 0 5 0 0 0 O

P8 95 80 95 80 80 80 25 75 5 75 5 75 5 60 0 50 0 50 0 45 0 40 0 25 0 10 0 5 0 O 0 o0 0 O

X 93 93 93 93 72 93 41 90 34 89 23 8 10 77 4 69 0 66 0 59 0 51 0 38 0 26 0 14 0o 4 0o 1 0 O

S 5 5 5 5 16 5 20 7 22 7 18 9 14 14 11 15 0 15 0 17 0 20 0 23 0 25 0 16 0 6 0 2 0 O
CV.(%) 6 6 6 6 23 6 50 7 65 8 79 11 136 19 240 21 - 22 - 29 -39 - 60 94 116 - 155 - 282 - -
I.C. 4 4 4 4 14 5 17 6 19 6 15 8 11 12 9 12 - 12 - 14 - 17 - 19 21 13 - 5 -2 - -
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Tabela: Comparacdo entre médias da motilidade espermatica subjetiva do sémen de carpa
comum, variedade ornamental, mantido a temperatura ambiente (25+3°C) ou sob resfriamento
a (4°£2°C), medida a cada 1 hora, durante 16 horas.

HORA TEMPER AMBIENTE RESFRIADO
0 93+5 aA 93t5 aA
1 93+5 aA 93t5 aA
2 72416 a B 93+5 bAB
3 41420 a C 90+7 bAB
4 34122 a C 89+7 DbABC
5 23+18 a CD 85+9 bABC
6 10+14 a DE 77+14 bABCD
7 4+11 a E 69+15 b BCDE
8 0+0 a E 66+£15 Db CDE
9 00 a E 59+17 b DEF
10 0+0 a E 51420 b EF
11 0+0 a E 38+23 b FG
12 0+0 a E 26£25 Db GH
13 0+0 a E 14416 Db HI
14 0+0 a E 446 a HI
15 0+0 a E 1+2 a |
16 0+0 a E 0+0 a I

* Meédias seguidas da mesma letra, maitscula na vertical e mindscula na horizontal, ndo
diferem significativamente entre si pelo teste Tukey (mailscula) e teste t com dados pareados
(mindscula), ao nivel de 5% de probabilidade.
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Y =93,2 -13,0.X: (P<0,01; R2 ajustado = 81,7%)
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Figura 1: Motilidade espermaética subjetiva (%) do sémen de carpa Cyprinus carpio
conservado em temperatura ambiente.
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Figura 2: Motilidade espermatica subjetiva (%) do sémen de carpa Cyprinus carpio
conservado sob resfriamento a 4°+2°C por diferentes periodos.
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4 — Discussao

A motilidade inicial média de 93% obtida neste experimento foi semelhante &
encontrada no sémen de ariocd (Lutjanus synagris) com motilidade superior a 90%,
permanecendo mdvel por 137 + 20 segundos (Sanches e Cerqueira, 2010). Em estudo
realizado com bagres (Rhamdia hilarii), essa motilidade foi de 81,90% e 86,73% de
espermatozdides vivos, avaliados objetivamente pela coloracdo diferencial (Kavamoto e
Silveira, 1986).

Shimoda et al. (1999) avaliaram a motilidade no sémen recém extrusado do pacu (P.
mesopotamicus), encontrando 67,5 + 25,6% de espermatozdides moveis, inferior, portanto ao
obtido no presente trabalho, que foi de 93 + 5%. Além da diferenca na meédia, percebem-se
desvios-padrdao bem contrastantes. Dentre as possiveis razdes desta diferenca nos desvios-
padrdo, poderiam ser citados: estagios de maturacdo diferentes nos exemplares utilizados nas
duas espécies, o descarte de amostras contaminadas por urina realizado neste trabalho, e a
metodologia de anélise da motilidade. No trabalho de Shimoda et al. (1999) a analise de
motilidade foi procedida adicionando-se duas gotas de agua destilada a uma gota de sémen.
Segundo Billard e Cosson (1992) baixas diluicdes do sémen podem implicar em ativacéo
parcial e ndo simultanea dos espermatozoides, levando a grandes variagdes no valor da
motilidade espermatica. No presente trabalho, foi utilizada a metodologia de diluicdo em duas
etapas, adaptada a partir dos Gltimos autores.

Estudos realizados por Ravinder et al. (1997) testando diferentes temperaturas de
resfriamento de sémen em Cyprinus carpio verificaram que na temperatura de 5 °C, 0 sémen
manteve-se com boa velocidade espermaética e batimento flagelar, quando comparado com
temperaturas variando de 2 a 22 °C.

Segundo Billard e Cosson (1992), o plasma seminal é degradado com o tempo devido,
por exemplo, a deterioracdo das proteinas contidas no sémen o que danifica 0s
espermatozéides. Nas amostras mantidas a temperatura ambiente (25 £ 3 °C), o processo de
deterioracdo é mais rapido do que se mantido sob resfriamento a (4 £ 2 °C). Billard e Cosson
(1992), inclusive, propdem um procedimento em que, ap6s a centrifugacdo do sémen, o
plasma seminal seja descartado e 0s espermatozoides entdo ressuspensos em outra solucéo
artificial, ausente de proteina. Isto reduziria a degradagdo do sémen e aumentaria o tempo de
conservacao.

Dois fatores podem contribuir para a queda acentuada na taxa de motilidade
espermatica: a contaminacdo bacteriana do sémen, resultante do método de coleta, e a
proporcéo de diluicdo utilizada (Sanches e Cerqueira, 2011). A coleta de sémen, por meio de
massagem abdominal, produz uma alta taxa de contaminacao bacteriana, em razdo do contato
do sémen com o muco externo do peixe; e o prolongamento das condi¢des de estocagem,
durante a refrigeracdo, pode afetar a qualidade do sémen pelo desenvolvimento de bactérias
(Rurangwa et al., 2004).

Em experimentos que visem a criopreservacdo do sémen coletado na natureza para
formagdo de bancos genéticos, a manutencdo do sémen resfriado da piabanha (Brycon
insignis) a 4 °C, por até 4 horas pode ser utilizada, sem que ocorram perdas na motilidade das
amostras (Shimoda et al., 2007).

Segundo Marques e Godinho (2004) o resfriamento de amostras seminais de L.
elongatus e L. friderici mantiveram motilidades superiores a 30% por até 7h sob resfriamento
e poderiam ter aplicacGes praticas na reproducdo artificial. A mesma autora também verificou
que esta motilidade de 30% ocorre ap6s 19h sob resfriamento, trabalhando com sémen de
pacu (Piaractus mesopotamicus). O sémen das trés espécies foi mantido sob resfriamento em
um saco pléstico inflado com oxigénio.
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O tempo de viabilidade do sémen conservado a 4°C da carpa comum obtido no
presente trabalho foi superior ao verificado por Marques e Godinho (2004), nas espeécies L.
elongatus e L. friderici, em que as motilidades foram superiores a 30% por até 7h sob
resfriamento. Entretanto, foi inferior ao verificado no pacu, de 19 horas, pelos mesmos
autores. Possivelmente, a manutencao do sémen em saco plastico inflado com oxigénio possa
ter influenciado positivamente a conservacao do sémen do P. mesopotamicus.

5 — Conclusao

A conservacdo do sémen da carpa a 4 °C permite a manutencao da motilidade em pelo
menos 30% e a aplicacdo préatica por até 11,7 horas.
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