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RESUMO

Alguns fatores ambientais, como as concentracdes de ions e a pressdo osmotica podem afetar a
ativagdo dos espermatozoides dos peixes, a duracdo da sua motilidade e as velocidades do seu
deslocamento. O presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito de solugdes ativadoras com
diferentes osmolaridades sobre o sémen crioconservado do jundia Rhamdia quelen (Quoy &
Gaimard, 1824). Para tanto, amostras de sémen foram congeladas com solucdo crioprotetora
(100ml/l metanol, 50g/1 frutose, 50g/1 leite em po), e apds descongelamento o efeito de duas
solucdes ativadoras foi avaliado. As solucdes ativadoras utilizadas foram bicarbonato de sodio
(NaHCO:3) e cloreto de potassio (KC1), nas osmolaridades 120, 200, 300 e 400 mOsm I'. A
ativacdo com agua deionizada foi utilizada como tratamento controle. O sémen de reprodutores
foi coletado em campo, sem o uso de indugdo hormonal, no més de junho/2019. Foram
utilizados machos adultos selvagens (n =4) em idade reprodutiva, de um plantel de reprodutores
provenientes de captura do Rio Uruguai. As amostras de s€émen fresco foram caracterizadas
individualmente e posteriormente foi preparado um pool, que foi diluido na propor¢ao 1:4
(sémen: solucdo crioprotetora), envasado em pallets de 0,25 ml, resfriado e congelado em vapor
de nitrogénio, e posteriormente foi armazenado em botijdo de nitrogénio liquido. Para a
descongelagdo os pallets foram imersos em agua a 24 °C por 10 s. A anélise da motilidade foi
realizada com o software computacional de analise espermatica (CASA). O tratamento
utilizando KCl produziu as maiores taxas de motilidade e velocidade curvilinea, enquanto a
velocidade em linha reta apresentou maiores valores para os tratamentos utilizando NaHCOs.
As solucdes ativadoras contendo K* e Na* em concentragdes a partir de 300 mOsm 1! afetaram
negativamente a motilidade de sémen crioconservado de R. quelen reduzindo de forma severa
a motilidade dos espermatozoides.

Palavras-chave: Aquicultura. Crioconservagdo. Jundia. Osmolaridade. Reproducao.



ABSTRACT

Some environmental factors, such as ion concentrations and osmotic pressure, can affect the
activation of fish sperm, the duration of their motility and the speed of their displacement. The
present study aimed to evaluate the effect of activating solutions with different osmolarities on
the cryopreserved semen of the jundid Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824). For that,
semen samples were frozen with cryoprotectant solution (100ml / I methanol, 50g /1 fructose,
50g / 1 milk powder), and after thawing the effect of two activating solutions was evaluated.
The activating solutions used were sodium bicarbonate (NaHCO3) and potassium chloride
(KCl), in osmolarities 120, 200, 300 and 400 mOsm 1-1. Activation with deionized water was
used as a control treatment. The semen from breeders was collected in the field, without the use
of hormonal induction, in June / 2019. Wild adult males (n = 4) of reproductive age were used,
from a breeding stock from the Uruguay River. The fresh semen samples were individually
characterized and then a pool was prepared, which was diluted in a 1: 4 ratio (semen:
cryoprotectant solution), filled in 0.25 ml pallets, cooled and frozen in nitrogen vapor, and was
subsequently stored in liquid nitrogen canister. For defrosting, the pallets were immersed in
water at 24 ° C for 10 s. The analysis of motility was performed with the computational sperm
analysis software (CASA). The treatment using KCl produced the highest motility rates and
curvilinear speed, while the straight line speed presented the highest values for the treatments
using NaHCO3. Activator solutions containing K™ and Nain concentrations from 300 mOsm
1-1 negatively affected the motility of R. quelen cryopreserved semen, severely reducing sperm
motility.

Keywords: Aquaculture. Cryopreservation. Jundia. Osmolarity. Reproduction.
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1 INTRODUCAO GERAL

A capacidade técnica para crioconservagao de gametas e embrides de peixes e de
invertebrados aquaticos tem se expandido rapidamente, impulsionada principalmente pela
industria aquicola (CAROLSFELD et al., 2003). Neste setor, as técnicas de crioconservacao
apresentam relevancia para a piscicultura e podem ser utilizadas nos laboratdrios de reproducao
(CARNEIRO, 2009), pois muitas espécies de peixes apresentam alto interesse comercial para
aquicultura, sendo que a utilizagao de s€émen crioconservado pode servir como uma ferramenta
para facilitar a produgdo (CAROLSFELD et al., 2003).

Entretanto, para se obter sucesso com o uso desta técnica € necessario o dominio de seus
procedimentos, de modo a otimizar a efici€éncia de cada etapa, desde a incorporagao da solugao
crioprotetora até o correto resfriamento, congelamento e descongelamento (PAULINO, 2009).
Caracteristicas como a motilidade e a capacidade de fertilizagdo dos espermatozoides, pos-
descongelamento, sdo consideradas critérios de qualidade que permitem medir o sucesso ou a
falha do processo. Elas sdo consideradas indicadores que ndo dependem de um tnico fator, mas
sim da estabilidade e do bem-estar do conjunto de estruturas, enzimas e compostos funcionais
celulares que dao origem a essas caracteristicas espermaticas (MARTINEZ et al., 2010).

As caracteristicas quimicas do meio determinam a duracdo do movimento dos
espermatozoides, e em combinagdo com outros fatores desempenham papel essencial na
inducdo da motilidade (COSSON, 2004). Fatores como a pressdo osmotica, o pH e a
concentracio idnica (K*, Na*, Ca**, Mg?") do meio de ativacdo podem influenciar a motilidade
dos espermatozoides em espécies de agua doce (BILLARD et al. 1992; CIERESZKO et al.,
2002).

Esse conjunto de fatores atua no sentido de despolarizar a membrana celular, afetando
a capacidade de motilidade flagelar dos espermatozoides e estimulando ou inibindo a
motilidade (MORISAWA et al., 1980; MORISAWA et al., 1983). Meios hiper e hiposmético,
em relacdo ao plasma seminal, desencadeiam a motilidade do s€émen em peixes marinhos e de
agua doce, uma vez que a motilidade do s€émen em peixes ¢ controlada pela sensibilidade que
as células espermaticas apresentam a osmolaridade e as concentragdes de ions, em funcdo da
atividade dos canais i0nicos presentes na membrana, que ativam os mecanismos de motilidade
dos axonemas (ALAVI & COSSON, 2006).

As taxas de fertilizagdo e de sobrevivéncia dos espermatozoides crioconservados
geralmente sdo inferiores as do sémen fresco, sendo influenciadas por fatores como a

concentracdo ¢ a composi¢ao das solugdes crioprotetoras e ativadoras, o pH, a osmolaridade e
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pela relagdo temperatura/tempo de congelacgdo, e pela taxa de descongelacdo. A investigagdo
desses fatores em relacdo aos espermatozoides de peixes pode ajudar a melhorar protocolos, e
fornecer informagdes que propiciem meios para aumentar a producao artificial, a fertilizagao e
a conservacao de gametas (OGRETMEN et al., 2014).

Na literatura ¢ possivel encontrar diversos estudos que abordam o resfriamento e a
congelagdo de sémen de peixes, mas relativamente poucos estudos sdo especificos para
Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824), de modo que este estudo visa contribuir para o
desenvolvimento de protocolos cada vez mais eficazes para a aplicagdo da técnica de

crioconservacao nesta espécie.

1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Espécie

O jundiéd Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824), ¢ uma espécie pertencente a ordem
dos Siluriformes, familia Heptapteridae, que ocorre nas Américas Central e do Sul (PERDICES
et al., 2002). Ela pode atingir 50 cm de comprimento e 3,0 kg de peso, apresenta habito noturno
e habita locais calmos e profundos dos rios (BALDISSEROTTO, 2004).

O periodo reprodutivo do jundia se estende de agosto a margo. E uma espécie ovulipara,
com desova multipla e, na natureza, os cardumes desovam em locais com agua limpa, calma e
de fundo pedregoso, ndo apresentando cuidado parental (BALDISSEROTO, 2004). O periodo
reprodutivo e os picos de desenvolvimento gonadal de R. quelen podem variar a cada ano e de

um lugar para outro.

Figura 1- Reprodutor de Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824) do plantel de
reprodutores do LAPAD, capturado na regido do alto Rio Uruguai.
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Segundo FERREIRA et al. (2001), estes animais podem iniciar a maturagao gonadal em
temperaturas a partir de 17 °C, e as desovas apresentam dois picos ao longo do ano, na
primavera € no verao. Animais da regido de Santa Maria (RS), apresentaram periodo
reprodutivo entre agosto e fevereiro, com picos de desenvolvimento gonadal entre os meses de
agosto-setembro e janeiro-fevereiro (BOSSEMEYER, 1976). Contudo, MARDINI ez al. (1981)
encontraram reprodutores em adiantado estagio gonadal entre setembro e maio na Lagoa dos
Quadros (RS); PAULA-SOUZA (1978) detectou maiores indices gonadossomaticos entre

setembro e marco em animais do estado do Parana.

1.1.2 Crioconservacao

O congelamento de sémen produz efeitos que reduzem a qualidade dos espermatozoides
e comprometem diretamente a capacidade de fertilizagdo e o desenvolvimento embrionario.
Diversos autores sugerem que o percentual de células méveis, ou motilidade e o vigor ou
velocidade espermatica influenciam a determinacao da aptidao reprodutiva e da fertilidade dos
gametas masculinos (CIERESZKO et al., 2002; URBANYT et al., 1999).

A avaliagdo da qualidade do sémen submetido a diferentes técnicas de crioconservacao
¢ muito importante para a comparagdo dos efeitos durante sua ativagdo, pois fornece indices
para a determinacao e otimizag¢do da capacidade reprodutiva das espécies (CAROLSFELD et
al., 2003; ALAVI et al., 2006).

A utilizagdo de bancos genéticos apresenta vantagens em diversos aspectos, conforme
JAMIESON & LEUNG (1991) resumiram: reducao nos custos de manutencdo de estoques,
disponibilidade de gametas e facilidade em transportar estoques de gametas, maior eficiéncia
para selecionar caracteristicas genéticas, além de ser uma importante ferramenta para
programas de melhoramento genético e preservacdo de espécies nativas (HARVEY et al.,
1998).

Uma forma de auxiliar o compartilhamento de conhecimento ¢ dar énfase a
padronizagdo de cada etapa dos procedimentos: coleta de sémen, taxas de dilui¢do, diluidores,
crioprotetores, tempo de equilibrio, taxas de resfriamento e congelacdo, descongelacdo e

propor¢ao espermatozoide: ovocito em testes de fertilizagdo (MONGKOPUNYA et al., 2000)
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1.1.3 Crioprotetores

O congelamento do sémen puro inviabiliza sua atividade apos o descongelamento, ¢
para evitar que isso ocorra sao adicionados crioprotetores externos e internos, bem como meios
diluentes. Desse modo, a crioconservacdo de sémen exige o uso de solugdo crioprotetora
adequada, utilizada com o intuito de produzir taxas de congelamento e descongelamento
consideradas o6timas (VIVEIROS, 2007). Grandes esforcos tém sido realizados para
desenvolver diluentes complexos, que sejam o mais semelhantes & composi¢ao do plasma
seminal.

Os crioprotetores intracelulares sdo substancias permeaveis de baixo peso molecular que
atuam no citoplasma e nas organelas, auxiliando a desidratacdo das células e reduzindo a
temperatura de congelacdo do seu interior. Desde que o glicerol foi descoberto como
crioprotetor (POLGE et al., 1949), muitos outros compostos foram utilizados para proteger
células vivas dos danos causados pelo processo de congelacao.

Em espécies de peixes brasileiros alguns crioprotetores ja foram testados e, na maioria
dos estudos destacam-se o dimetilsulfoxido (DMSO) e o metanol, em concentragdes que variam
de 5% a 15% (VIVEIROS & GODINHO, 2009). Alguns estudos demostram o uso do
metilglicol com bom desempenho para a taxa de motilidade, quando comparado ao DMSO,
para algumas espécies nativas, como Brycon nattereri, Brycon orbignyanus, Leporinus
obtusidens e Prochilodus lineatus (VIVEIROS et al., 2008).

Os crioprotetores extracelulares sdo agucares ou polimeros de alto peso molecular, ndo
permeaveis e hidrofilicos, que recobrem a superficie celular para estabilizar a membrana, para
evitar os danos causados pela congelacao, e diminuir a formagao de cristais de gelo. Neste grupo
comumente sdo utilizadas a gema de ovo fresco, o leite em pd, a frutose e a glicose
(CAROLSFELD et al., 2003).

Ja a solucdo diluidora é composta de sais ou carboidratos acrescentados ao s€émen, que
tém como fun¢do manter a estrutura das c€lulas espermaticas durante a etapa de resfriamento
das amostras (LEGENDRE & BILLARD, 1980). A composi¢do dos diluentes ¢ outro fator
importante para aumentar a eficiéncia da fertilizagdo artificial e, deve ser ajustada a partir da
composi¢ao do plasma seminal da espécie (ALAVI et al., 2004; RURANGWA et al., 2004).

Duas condigdes sdo exigidas para um bom diluente: ele deve ser carreador de
crioprotetores e ndo deve ativar a motilidade espermatica (HARVEY & CAROSFELD, 1993).

A solucdo diluidora deve ser utilizada no processo de resfriamento porque a diluigdo diminui a
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competicdo dos espermatozoides por oxigénio e espaco (LEGENDRE & BILLARD, 1980;
CAROLSFELD & HARVEY, 1999).

Para bagres sul-americanos, como o surubim e o pintado (Pseudoplatystoma spp.), o
diluente mais recomendado na literatura consiste na mistura de metanol, glicose e leite em po.

Todas essas solugdes devem ser misturadas numa propor¢ao de 3 a 4 partes para uma de sémen

(CAROLSFELD et al., 2003).

1.1.4 Resfriamento, congela¢ao e descongelacao

A preservacao do s€émen sob refrigeracdo ¢ uma técnica simples, que se encaixa como
possivel alternativa para a utilizagao racional do sémen de peixes e que apresenta potencial para
a aquicultura comercial ou para programas de repovoamento (CARNEIRO et al., 2006)

Carneiro et al. (2007) avaliaram o sémen armazenado sob refrigeracdao a 5,7 °C por
12 dias. Durante o periodo foi possivel observar uma significativa redugao na taxa de motilidade
e reducdo gradativa na sobrevivéncia do sémen refrigerado. J& as taxas de fertilizacdo
mantiveram-se viaveis (acima de 50%) ap6s os 12 dias de refrigeracgao.

Sanches et al. (2013) avaliaram os parametros seminais de Rhamdia quelen (Quoy &
Gaimard, 1824) para intervalos de tempo mais curtos (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 20, 24, 32,40 ¢
48 horas apo6s a coleta do sémen) em diferentes temperaturas (15, 25 e 35 °C). As velocidades
médias de deslocamento dos espermatozoides, a frequéncia de batimento e as taxas de
motilidade apresentaram interacdo entre o tempo e a temperatura de resfriamento, e entre o
tempo de resfriamento e temperatura da agua. A exposi¢do e a ativagdo espermatica a 15 °C
apresentaram resultados significativamente melhores (P<0,05) 48 h apos a coleta em relacdo as
temperaturas de 25 e 35 °C.

A congelacao de sémen consiste em conservar os espermatozoides em temperaturas
abaixo do ponto de fusdo da agua, porém o processo deve ser feito de forma a minimizar os
efeitos da técnica. A congelagdo ndo deve ser muito lenta, a fim de evitar a formacdo de gelo
fora da célula e, consequentemente o aumento da concentracdo osmatica no meio extracelular,
promovendo a perda de 4gua do interior das células e acarretando danos fatais.

A velocidade de congelacdo ¢ um fator determinante para o sucesso da técnica
(ZANIBONI FILHO & BALDISSEROTTO, 2015). Carolsfeld et al. (2003) registraram bons
resultados obtidos com o resfriamento prévio do esperma até a temperatura de -8 °C (60 s) e

mantendo neste platd até a congelagdo em -150 °C (taxa de congelagdo de -45 °C/min) até uma
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estabilizagdo da temperatura em -190 °C, totalizando aproximadamente 7 min para realizar todo
processo.

Assim como para a congelagdo, os cuidados para a descongelacdo também sao
fundamentais para que o maximo de c€lulas vidveis seja mantido, uma vez que podem ocorrer
mortes celulares e crioinjurias se as amostras forem descongeladas muito rapida ou muito
lentamente, pois as células precisam de um tempo especifico para se reidratar (CAROLSFELD;

HARVEY, 1999).

1.1.5 Osmolaridade das solugdes ativadoras

A osmolaridade refere-se ao numero de particulas osmoticamente ativas de soluto
contidas em um litro de uma solu¢do (MOTTA, 2009), sendo que existem relacdes claras entre
a composi¢do do plasma seminal, a osmolaridade da solu¢do ativadora e a duragdo da
motilidade dos espermatozoides (ALAVI et al., 2006).

A duracao da motilidade pode variar sazonalmente, ¢ a pressao osmotica, o pH e ions
presentes no meio ativador influenciam a motilidade em espermatozoides de peixes de dgua
doce e marinhos, e em particular a concentragdo de fons (K', Na*, Ca*", Mg®") e o equilibrio
osmotico afetam sua duracdo (BILLARD & COSSON, 1992).

Os espermatozoides de peixes sdao ativados em solugdes hiposmoticas, em espécies de
agua doce e em solugdes hiperosmoticas para espécies marinhas (COSSON, 2004). Entre as
solucdes ativadoras de motilidade espermatica, merecem destaque a agua deionizada e as
solucdes salinas de NaHCO3, NaCl e KCI em concentragdes que variam em funcao da espécie
(CHEREGUINTI et al., 1999).

LAHNSTEINER et al. (1996) identificaram a correlagdo entre a motilidade dos
espermatozoides e a composicao do fluido seminal em Alburnus alburnus, um ciprinideo, e
sugeriram que esta correlacdo poderia indicar que os componentes do plasma seminal
influenciariam a motilidade. Estes autores concluiram que os niveis Na*e K' tém relagdes
positivas e negativas, estatisticamente significativas sobre as porcentagens de espermatozoides
moveis.

Em salmonideos, a presen¢a do ion K em solugdes ativadoras é um dos principais
inibidores de motilidade espermatica, quando comparados a ambientes que possuem baixa
concentragdo de K. O inverso ocorre em ciprinideos, para os quais a diferenca de pressdo
osmotica no ambiente ¢ o principal fator para desencadear a motilidade (COSSON, 2004;

ALAVI & COSSON, 2006).
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A sensibilidade das células espermadticas a concentragdo de ions e aglcares deve ser
levada em consideracdo durante a escolha da solucdo ativadora, a medida que estas variaveis
sao alteradas, despolarizam a membrana celular, podendo afetar a capacidade de motilidade dos
espermatozoides e alterar o movimento flagelar da cauda estimulando ou inibindo a motilidade

(MORISAWA et al., 1983).
1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de solugdes ativadoras e da osmolaridade
sobre a motilidade do sémen crioconservado do jundia Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard,
1824).
1.2.2 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos de diferentes osmolaridades da solugdo de bicarbonato de sddio
(120, 200, 300 e 400 mOsm I'!) sobre a motilidade do sémen crioconservado.

Avaliar os efeitos de diferentes osmolaridades da solugdo de cloreto de potassio (120,

200, 300 e 400 mOsm 1) sobre a motilidade do sémen crioconservado.
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2 CAPITULO1

EFEITO DA SOLUCAO ATIVADORA SOBRE A MOTILIDADE DO SEMEN
CRIOCONSERVADO DE RHAMDIA QUELEN (QUOY & GAIMARD, 1824).

Este artigo sera submetido a Revista Brasileira de Zootecnia, Qualis B1, Percentil 49%

RESUMO

O presente estudo avaliou a influéncia de solugdes ativadoras compostas por K™ e Na', sobre a
ativacdo de sémen crioconservado do jundid Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824).
Investigar a relagdo de fatores ambientais como concentracdo de ions e pressao osmatica sobre
os parametros espermaticos dos peixes pode definir os procedimentos mais adequados para a
ativacdo ou imobilizacdo dos espermatozoides. As amostras de sémen foram congeladas com
solugdo crioprotetora (100ml/l metanol, 50g/1 frutose, 50g/1 leite em pd) e apos descongelagido
o efeito de duas solugdes foi avaliado. As solu¢des ativadoras foram formadas com NaHCO3
ou KCI, nas osmolaridades 120, 200, 300 e 400 mOsm.I"!, para o tratamento controle utilizou-
se agua deionizada. O sémen foi coletado em campo sem o uso de indugdo hormonal, de
reprodutores estocados no Campo Experimental de Piscicultura de Camboriu-SC (CEPC
Epagri) no més de junho/2019. Foram utilizados machos adultos selvagens (n =4) em idade
reprodutiva. Apds caracterizagdo individual do s€men fresco, foi preparado um pool, e diluido
na propor¢ao 1:4 (sémen: solugdo crioprotetora), as amostras envasadas em pallets de 0,25ml,
resfriadas e congeladas em vapor de nitrogénio, e armazenadas em botijao de nitrogénio liquido.
Para a descongelacdo os pallets foram imersos em agua a 24°C por 10s, a analise da motilidade
foi realizada com o software computacional de analise espermatica (CASA). O tratamento
utilizando KCl produziu maiores taxas de motilidade e velocidade curvilinea, a velocidade em
linha reta apresentou diferengas para o tratamento utilizando NaHCO3. As solugdes ativadoras
com concentracdes superiores 300 mOsm 1! afetaram significativamente (P<0,05) a motilidade
de sémen crioconservado de R. quelen reduzindo de forma severa a motilidade dos
espermatozoides.

2.1 INTRODUCAO

A utilizagcdo de sémen crioconservado pode servir como ferramenta para facilitar a
producdo de muitas espécies de peixes de interesse comercial para aquicultura (CAROLSFELD
et al., 2003). No entanto, a utilizacdo de bancos genéticos crioconservados como rotina em
estacdes de pisciculturas € pouco difundida no Brasil, ainda que se trate de uma técnica valiosa
para preservar material genético por periodos indeterminados (CARNEIRO, 2009).

Essa técnica tem sido aplicada para espécies de algumas familias de peixes, como

Salmonidae (SCOTT & BAYNES, 1980), Cyprinidae (BILLARD et al., 1995), Siluridae
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(LEGENDRE et al., 1996), Characidae, Prochilodontidae e Anastomidae (VIVEIROS &
GODINHO, 2009).

O congelamento de sémen produz efeitos que reduzem a qualidade dos espermatozoides
e comprometem diretamente a capacidade de fertilizacdo e o desenvolvimento embrionario.
Diversos autores sugerem que o percentual de células moveis, denominado de motilidade, e o
vigor, ou velocidade espermadtica, influenciam a determinacdo da aptidao reprodutiva e da
fertilidade dos gametas masculinos (CIERESZKO et al., 2002; URBANYT et al., 1999).

A induc¢ao da motilidade esta relacionada a condi¢des ambientais especificas durante a
desova (MORISAWA & SUZUKI 1980). As caracteristicas quimicas do meio determinam a
duracdo do movimento dos espermatozoides, que em combinagdo com outros fatores
desempenham papel essencial na inducdo da motilidade (COSSON, 2004). Fatores como a
pressdo osmotica, o pH e a concentragdo ionica (K*, Na*, Ca?*, Mg*") do meio de ativagdo
podem influenciar a motilidade dos espermatozoides em espécies de peixes de agua doce e
marinha (BILLARD & COSSON, 1992; CIERESZKO et al., 2002).

A motilidade de sémen em peixes € controlada pela sensibilidade que as células
espermaticas apresentam a osmolaridade e as concentragdes de ions, em funcao da atividade
dos canais i0nicos presentes na membrana, que ativam os mecanismos de motilidade dos
axonemas (ALAVI & COSSON, 2006). Um meio hiposmoético em relacao ao plasma seminal
desencadeia a motilidade dos espermatozoides de peixes de dgua doce. A ativagdo do sémen
em solugdes hiposmoticas produz um gradiente osmotico entre os meios intracelular e
extracelular, e para que o equilibrio osmético em ambos os lados da membrana seja mantido,
ocorre influxo de agua para a cé€lula, o que aumenta a atividade dos canais i6nicos (ALAVI et
al., 2007).

O jundid Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824), Siluriformes da familia
Heptapteridae que ocorre nas Américas Central e do Sul (PERDICES et al., 2002), apresenta
importancia para a piscicultura da regido sul americana, devido a sua rusticidade e facil
adaptacao ao manejo, além de boa aceitacdo do mercado consumidor. A espécie apresenta bom
crescimento mesmo durante o inverno e bom desempenho reprodutivo (MARCHIORO &
BALDISSEROTTO, 1999). Contudo, estudos ligados a rotinas de conservacdo dos seus
gametas ainda sdo necessarios, com vistas a otimiza¢ao do seu uso em rotinas de reproducao
em pisciculturas (BOMBARDELLI et al., 2006).

Na literatura ¢ possivel encontrar diversos estudos relacionados ao resfriamento e ao
congelamento de sémen de peixes, porém poucos tém foco em Rhamdia quelen (Quoy &

Gaimard, 1824). Neste sentido o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de solugdes ativadoras
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a base de potassio (K") e de sodio (Na*) em diferentes osmolaridades sobre a motilidade do
sémen crioconservado do jundid Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824).

A investigagao desses fatores podera contribuir para o desenvolvimento de protocolos
mais eficientes, através da producdo de informagdes que possam melhorar a fertilizagdo, a

producdo artificial e a conservag¢ao de gametas (OGRETMEN, GOLBASI et al., 2014).

2.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em duas etapas: (1) coleta do s€émen realizada em campo e
(2) preparo, congelagdo e analise das amostras, que foram realizados no Laboratdrio de Biologia

e Cultivo de Peixes de Agua Doce (LAPAD/UFSC), entre os meses de maio e julho/2019.

2.2.1 Coleta do sémen

A coleta do sémen foi realizada em campo, no CEPC/Epagri/Camboriu, onde os animais
estavam estocados em viveiros escavados. Os animais foram selecionados considerando os
aspectos reprodutivos da espécie e as caracteristicas qualitativas e quantitativas do s€émen fresco
de cada animal.

A andlise espermatica do s€émen fresco foi realizada no LAPAD/UFSC, com o software
de andlise espermatica CASA. O sémen de machos selvagens (n=4) de um plantel de
reprodutores, com peso médio de 1,128 + 0,502 kg, foi individualmente coletado em tubos
Falcon (15 ml), que foram imediatamente resfriados em caixa de isopor contendo placas de gelo
e numa temperatura média de 11,9 = 1,16 °C, que foi monitorada constantemente com um
termdémetro de mercurio.

Uma aliquota do sémen de cada macho foi retirada para caracterizag@o individual, e
posteriormente foi constituido um pool, utilizando o mesmo volume de sémen de cada peixe,
para a preparagdo ¢ o congelamento das amostras. A primeira gota de sémen liberada foi

descartada para evitar possiveis contaminagdes com urina, muco ou fezes.
2.2.2 Delineamento experimental
Os tratamentos (Tabela 1) seguiram modelo fatorial em delineamento inteiramente ao

acaso, considerando-se como fatores as solugdes ativadoras, NaHCO; ou KCI, e as

osmolaridades (120, 200, 300 e 400 mOsm 1™'). Para determinar as osmolaridades testadas
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foram escolhidos valores inferiores, proximos e superiores a osmolaridade do plasma seminal
descrita para a espécie. Além disso foram considerados os resultados obtidos em outros estudos,
nos quais sao sugeridas faixas de osmolaridade em que ha ativacdo e inibicdo da motilidade
espermatica de peixes.

A ativacdo com 4gua deionizada (0 mOsm I'') a 24 °C foi utilizada como tratamento
controle. Para anélise estatistica dos dados foi utilizado o software Graphpad Prism 6.07, sendo
utilizada a regressdo linear para a analise dos tratamentos ¢ ANOVA ou o teste de Mann-

Whitney para analise dos resultados em blocos.

Tabela 1- Tratamentos ¢ osmolaridades das solucdes ativadoras
tilizadas em sémen crioconservado de Rhamdia quelen.
CC = tratamento controle (dgua deionizada a 24 °C. BS =
bicarbonato de sodio. CP = cloreto de potassio.

Solugdo mOsm ! Tratamento
H,O 0 cC
NaHCOs 120 BS 120
200 BS 200
300 BS 300
400 BS 400
KCl 120 CP 120
200 CP 200
300 CP 300
400 CP 400

2.2.3 Analise inicial das amostras

Para analise inicial da motilidade, uma aliquota de 2,0 pL de cada amostra foi diluida
em 998 uL de 4gua deionizada a 24 °C (diluigdo de 1: 1000; espermatozoides: dgua deionizada;
v/v). Imediatamente apods essa diluicdo, 10 pL foram transferidos para uma camara de
Neubauer, que foi sobreposta por uma laminula, para avaliagdo do movimento espermatico,
realizada em microscopio Optico (Leica DM 300 LED) com uma objetiva de 10 X, conectado a
um camera de video digital (Basler, aCA 1300, 200um, FireWire, 720 x 512 pixels,
100 gps). As avaliagdes da motilidade espermatica foram realizadas 15 s ap6s a ativacao dos
espermatozoides. Os valores obtidos pela caracterizagao individual do sémen estdo descritos na
tabela 2.

A analise prévia da motilidade do sémen foi realizada com o auxilio de Software gratuito

do plugin do Computer Assistant Sperm Analyzer (CASA). O software AMCap foi utilizado
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para gravar os videos de movimento dos espermatozoides, a uma taxa de captura de 100 gps e
a analise foi realizada no software ImageJ 1.48 (WILSON-LEEDY & INGERMANN, 2007),
adaptado as espécies (ADAMES et al., 2015). Foram analisadas a taxa de motilidade dos
espermatozoides (MOT), a velocidade curvilinea (VCL), a velocidade média do trajeto (VAP),
a velocidade em linha reta (VSL), a linearidade (LIN) e a retilinearidade (STR).

Tabela 2 - Caracterizagdo individual e pool do sémen fresco de Rhamdia quelen.
Solugdo ativadora: agua deionizada a 24 °C.

Peixe mOsm I MOT VCL VAP VSL
(%) (um s (ums) (um ')
1
0,00 86,94 + 2,74 87,22+3,69  71,90+3,11 69,86+ 2,69
2
0,00 87,38 + 1,02 84,84+ 594  40,43+1569  34,35+19,57
3 0,00 85,15+ 5,01 111,13+ 19,67  67,81+£923 52,07+ 16,42
4 0,00 81,22 + 5,81 82,06+22,51  4580+22,74 41,76 +24,24
Pool 0,00 88,10+593  10095+10,81  90,33+67,28 34,93 +23,40

2.2.4 Preparo das amostras e congelacao

Para a congelagdo um pool do sémen dos machos amostrados foi formado, e este foi
crioconservado diluido na propor¢ao de 1:4 (sémen: solugdo) em solugdo crioprotetora
composta por metanol (100 ml/1), leite em p6 desnatado (50 g/1) e frutose (50 g/1), diluidos em
agua deionizada. Apds a dilui¢do as amostras foram envasadas em pallets de 0,25 ml, e
resfriadas gradualmente em vapor de nitrogénio liquido em um dry shipper, a uma taxa de -45
°C/min at€ a estabilizagdo da temperatura (aproximadamente 7 min).

Posteriormente as amostras foram transferidas para um botijao de nitrogénio liquido e

armazenadas por 15 dias até o inicio do processo de descongelagao.

2.2.5 Descongelacio

A descongelacdo foi realizada por imersdo parcial dos pallets em 4gua a 24 °C por
10 s, evitando-se o contato da extremidade aberta com a 4gua para que ndo houvesse ativagao
prévia dos espermatozoides. Foram descongelados cinco pallets para cada tratamento, cada

pallet descongelado gerou um video, de aproximadamente 60 s, ou quando todos os
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espermatozoides estavam iméveis. Apos a descongelagdo individual, a amostra contida em cada
pallet foi transferida para um tubo Eppendorf de 1,5 ml, do qual foi retirada uma aliquota de
2,0 uL para um novo tubo e adicionados 998 uL da solugdo ativadora a ser testada. Desta
diluicao foram transferidos 10 pL para camara de Neubauer para gravacao de videos de 60 s
para cada amostra.

Para cada tratamento, cinco videos foram analisados no software Imagel] 1.48,
utilizando-se 0os mesmos parametros avaliados para o s€émen fresco. A gravagao dos videos teve
inicio 15 s apds a ativacao do sémen, tempo inicial que foi padronizado para permitir a ativagao

das amostras e a disposicao da aliquota para analise na cdmara de Neubauer.

2.2.6 Preparo das solucoes ativadoras

Para o preparo das solugdes ativadoras foi considerada a massa molar e a quantidade
de ions que compde a solugdo. Os valores, em gramas de cada soluto, estdo descritos na tabela

3, considerando volume final de 100ml para cada solugao.

Tabela 3 - Calculo dos valores utilizados, de cada soluto no preparo das
solugdes ativadora para sémen crioconservado de Rhamdia quelen.

Massa Nimero Osmolaridade KC1 NaHCO;
1
Molar de fons (mOsm 1) (2) (2)
KCl 120 0,37275 0,42005
2
74,55 200 0,67095 0,75609
NaHCO; 300 1,0437 1,17614
2
84,01 400 1,41645 1,59619

2.3 RESULTADOS

A caracterizacdo do sémen fresco de R. quelen estd apresentada na Tabela 2. Com
relacdo ao s€émen congelado, foram observadas diferencas significativas (P<0,05) nas taxas de
motilidade e nas velocidades entre as solucdes ativadoras.

As taxas de motilidade e as velocidades de deslocamento do sémen crioconservado
foram influenciadas pelas osmolaridades das solugdes ativadoras (Figura 1).

As solugdes de NaHCOj3 com menores osmolaridades (120 e 200 mOsm 1'!) produziram
taxas de motilidade superiores (12,64 + 15,40% e 17,57 + 2,10%) em relagdo as osmolaridades
mais altas, 300 e 400 mOsm 1" (4,46 £ 2,76% e 1,60 = 0,45%).
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Tabela 4 - Motilidade e velocidades de deslocamento (média desvio-padrao) obtidas por
analise computadorizada (CASA) na descongelacdo de s€men crioconservado de Rhamdia
quelen para os tratamentos agua deionizada (CC, controle: dgua deionizada a 24 °C).
bicarbonato de sddio (BS) e cloreto de potassio (CP) em diferentes osmolaridades. MOT =
motilidade. VCL = velocidade curvilinear. VAP = velocidade média de deslocamento. VSL
= velocidade retilinea.

Solugio mOsm I MOT VCL VAP VSL
(%) (pms™) (pms™) (pms™)
H,O
R ’ 0,00 88,10 £5,93 100,95 + 10,81 90,33 £67,28 34,93 £23,40
(Sémen fresco)
H,O
(CO) 0,00 11,43+£3,35 105,26 + 33,75 22,15+ 5,34 12,07 £ 9,90
120 12,64 15,40 41,36 + 13,02 18,84+ 2,20 18,00 + 1,98
NaHCO; 200 17,57 +£2,10 50,99 + 5,57 34,28 + 9,07 33,16+ 9,13
(BS) 300 4,46 £2,76 41,89 + 15,96 22,22 + 5,86 20,53 +£ 5,94
400 1,60 + 0,45 51,25+ 14,28 26,59 +9,76 26,09 +9,89
120 18,34 £8,20 142,34+ 39,71 27,33 £ 6,71 12,04 £ 11,46
KC1 200 18,81 £5,26 153,72 £25,58 29,85+ 9,81 12,68 £ 10,16
(CP) 300 11,37 £ 4,27 144,53 £ 9,41 22,07 £2,89 9,17+ 1,74
400 5,53 +3,48 131,25 +£ 46,72 21,16 + 3,35 7,37 +4,22

Figura 2 - (A) Taxas de motilidade (MOT%) , (B) Velocidade curvilinea (VCL pm s™), (C)
Velocidade média do trajeto (VAP um ™), (D) Velocidade em linha reta (VSL pm s™') obtidas apos

descongelacdo do s€men crioconservado de Rhamdia quelen, utilizando solugdes ativadoras de

NaHCO; (BS) ou KCI" (CP) em diferentes osmolaridades. CC = motilidade produzida no tratamento
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Nas amostras ativadas com solu¢des de KCl os valores obtidos para motilidade foram

superiores aos obtidos utilizando NaHCO3 e dgua deionizada (controle) nos tratamentos CP120,
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CP200 e CP300 (120, 200 e 300 mOsm 1) 18,34 + 8,20%, 18,81 + 5,26% e 11,37 = 4,27%
respectivamente.

Algumas velocidades de deslocamento sofreram influéncia das osmolaridades das
solucdes ativadoras (Tabela 2), pois foi possivel observar picos de velocidades na concentragao
de 200 mOsm I"! para ambos os ativadores (Figura 1).

A VCL apresentou valores superiores para amostras ativadas com solugdes de KCl em
relagdo as amostras ativadas com agua deionizada e NaHCO3, destacando-se a maior velocidade
registrada no tratamento CP200 (153,72 + 25,58 um s!) e a menor velocidade no tratamento
BS 120 (41,36 + 13,02 um s™).

As VAP apresentaram as maiores taxas no tratamento BS200 (34,28 = 9,07 um s™),
seguido por CP200 e CP120 (27,33 £ 6,71 um s € 29,85+ 9,81 um s™!), respectivamente.

Para a VSL foram registradas diferencas significativas entre os tratamentos BS e CP nas
osmolaridades 120 e 300 mOsm 1", sendo que os valores mais altos foram produzidos pela
solugdo BS200(33,16 £9,13 um s™!).

Os parametros linearidade e retilinearidade foram comparados entre si, apresentando

valores superiores ao dobro em todos os tratamentos do NaHCOs.

Tabela 5 - Linearidade (LIN %) e Retilinearidade (STR %) (média desvio-
padrdo) obtidas por analise computadorizada (CASA) na descongelacao de
sémen crioconservado de Rhamdia quelen para os tratamentos agua deionizada
(CC, controle: agua deionizada a 24 °C). bicarbonato de sodio (BS) e cloreto de
potassio (CP) em diferentes osmolaridades.

Solugio mOsm 1! %OI/S ?;:;
H:0 0,00 50,67 + 27,07 25,05+ 17,98
(CC) : : ’ : ’

120 95,56 + 2,61 4826+ 11,16

NaHCO; 200 96,75 + 1,23 66,35+ 11,43
(BS) 300 92,38 + 8,01 5578 + 1321
400 98,13+ 1,39 53,14+ 14,93

120 41,74 +26.93 21.48+12,22

KCl 200 39,08 + 20,86 20,00 £ 8,51
(CP) 300 42,30 £ 10,44 1522 + 1,08
400 36,48 + 23,37 18,46 = 9,02




Figura 3 - (A) Linearidade (LIN%) (B) Retilinearidade (STR%) obtidas
apos descongelacdo do s€men crioconservado de Rhamdia quelen,
utilizando solu¢des ativadoras de NaHCO? (BS) ou KCI* (CP) em

diferentes osmolaridades. CC = motilidade produzida no tratamento
controle (agua deionizada 24 °C).
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Na tabela 6 estdo descritos os tempos de duragao da motilidade espermatica em cada tratamento.

Para ambos ativadores, as concentragdes a partir de 300 mOsm 1! apresentaram uma redugio

no tempo de duracdo da motilidade. O sémen fresco apresentou maiores tempos de duracdo em

relacdo ao tratamento controle, evidenciando os efeitos da crioconservagao sobre os

espermatozoides.

Tabela 6 - Tempo de duracdo (segundos) da motilidade espermatica, do s€émen fresco e do sémen
crioconservado de Rhamdia quelen, ap6s descongelagdo, para os tratamentos agua deionizada (C
fresco e Controle congelado: agua deionizada a 24 °C). bicarbonato de so6dio (BS) e cloreto de potassio

(CP) em diferentes osmolaridades.
Duracao das Motilidades (minutos)

Controle Controle BS
fresco congelado 120 200 300 400 120 200 300 400
Px 1 01:06 00:58 00:56  00:57  00:49  00:38 00:54  01:03  00:51 00:48
Px2 01:12 00:48 00:52  01:04 00:52  00:43 01:02 00:58  00:56  00:46
Px3 01:04 01:04 00:50  00:54  00:43  00:42 01:07 01:12  00:54  00:50
Px 4 01:09 00:53 01:01 01:02  00:41 00:47 00:56  01:00 00:48  00:53
Pool 00:56 01:02 00:57  00:59  00:45  00:36 00:53 00:59  01:00  00:51
Média  01:05 00:57 00:55  00:59  00:46  00:41 00:58 01:02  00:53  00:49

Na figura 7 € possivel observar as trajetorias de deslocamento dos espermatozoides, em

cada tratamento utilizado, e para o sémen fresco. O padrdo do movimento sofreu influéncia das

solucdes e das osmolaridades.
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Figura 4 — Trajetorias de deslocamento dos espermatozoides obtidas apds descongelacdo do sémen
crioconservado de Rhamdia quelen, utilizando solugdes ativadoras de NaHCO3 (BS) ou KCI" (CP) em cada
osmolaridades testada. (A) 120 mOsm 1!, (B) 200 mOsm I'!, (C) 300 mOsm I'" (D) 400 mOsm I'' CC =
motilidade produzida no tratamento controle (dgua deionizada 24 °C).
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2.4 DISCUSSAO

A variabilidade da composi¢do i6nica do plasma seminal e das cé€lulas espermaticas
apontada na literatura, mostra que existem importantes diferencas intra e interespecificas em
peixes (BILLARD et al.,, 1995) e, consequentemente nos mecanismos de iniciacdo da
motilidade espermatica.

Estudos demonstram que hd uma correlagdo entre a motilidade espermadtica e a
composicao do fluido seminal em A/burnus alburnus, um ciprinideo, e sugeriram que esta
correlagdo poderia indicar os componentes do plasma seminal que influenciariam a ativagao da
motilidade. Concluindo também que os niveis Na" e K' apresentam relagdes positivas e
negativas sobre as taxas de motilidade dos espermatozoides (LAHNSTEINER et al. 1996).

Os resultados deste estudo demonstram uma heterogeneidade nos padrdes de resposta
de cada parametro espermatico avaliado, sugerindo que hé influéncia tanto das osmolaridades
quanto da composi¢do das solucdes.

Para muitas espécies um desequilibrio das concentragdes de Ca”, K" e Na" altera o

potencial de membrana das células espermaticas por meio dos canais i6nicos, o que leva a um
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aumento da concentragdo de monofosfato ciclico de adenosina nas células, que para os
salmonideos ¢ o sinal de iniciacdo para a motilidade espermatica (ALAVI et al., 2006).
Dependendo das concentragdes, a maioria desses ions sdo responsaveis pela regulagao da
motilidade espermatica, contribuindo para a composicdo idnica intracelular ou para a sua
osmolaridade (BILLARD & COSSON, 1992; SCOTT & BAYNES, 1980 ).

A redugdo da osmolaridade externa leva imediatamente ao reajustamento da
concentracdo i6nica interna dos espermatozoides, através do processo de osmorregulacao da
membrana. A diminui¢do da concentracao iOnica atinge valores em que a ATPase ¢ 6tima e,
consequentemente hé ativacdo da motilidade (COSSON, 2004).

No presente estudo, foi observado que as osmolaridades produziram efeitos sobre as
taxas de motilidade do sémen crioconservado, observando-se valores superiores para ativadores
com concentragdes de fons K e Na" inferiores ou proximas a encontrada no plasma seminal,
considerada de 274,8 mOsm kg™!, segundo Borges et al. (2005).

Ao utilizar solu¢des ativadoras com osmolaridades acima de 200 mOsm I'!, apenas parte
dos espermatozoides foram ativados, cessando a motilidade em um curto espago de tempo.
Observou-se uma diminui¢ao do tempo em fun¢do do aumento das osmolaridades. Para ambas
as solucdes, as osmolaridades mais altas (300 e 400 mOsm 1!) a motilidade dos
espermatozoides foi influenciada em relacdo aos controles fresco e congelado e, a
osmolaridades inferiores a 300 mOsm 1.

Em concentragdes superiores a 200 mOsm 1!, a solugio ativadora de Na* produziu taxas
de motilidade inferiores a 5%, demonstrando uma menor eficiéncia das solugdes com
osmolaridades mais altas em relacdo ao plasma seminal para s€émen crioconservado.

Para Morisawa & Suzuki (1980), o meio hipotonico desencadeia o inicio da motilidade
espermatica em peixes de agua doce como a carpa-comum e o peixe-dourado, Carassius
auratus. Na maioria dos peixes de agua doce, o sinal hiposmotico induz as atividades dos canais
de K *e Ca®", e ativa os espermatozoides em fun¢do das concentracdes intracelulares de
Ca*" (KRASZNAI et al., 2000). No entanto, existem exemplos em que a motilidade espermatica
¢ ativada em meio isotonico para peixes de agua doce.

Cussac & Magesse (1988) ndo relataram efeito dos niveis de potassio sobre a motilidade
espermatica do sémen fresco de Rhamdia sapo, considerando inclusive, as concentracdes
consideradas inibitorias para o sémen de salmonideos.

Contudo, os resultados deste estudo demonstraram que ha uma melhor eficiéncia nas
taxas de motilidade utilizando solugdes de KCI" com osmolaridades até 200 mOsm 1" se

comparada aos demais tratamentos.
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Estudos mostram os efeitos do K* sobre os espermatozoides de carpa-comum, para os
quais o choque hiposmético induzido afetou a motilidade e a velocidade espermatica através
da regulacdo dos canais de K" (KRASZNALI et al. 1995, MORISAWA et al., 1983; BILLARD
& COSSON, 1992).

A duracao da motilidade ¢ afetada pelo choque hiposmético, que, ao causar danos ao
flagelo dos espermatozoides devido ao elevado consumo imediato de ATP reduz rapidamente
suas concentragdes e, consequentemente, a motilidade cessa em menor periodo de tempo
(COSSON, 2004; ALAVI et al., 2009).

Shimoda et al. (2007) testaram os efeitos da osmolaridade em sémen de piabanha
(Brycon insignis) e verificaram que osmolaridades até 270 mOsm ativaram todos os
espermatozoides, e que em valores acima de 342 mOsm somente parte dos espermatozoides foi
ativada. Quando concentragdes iguais ou maiores de 410 mOsm foram utilizadas ndo ocorreu
ativacao espermatica.

O mesmo padrao foi observado para o sémen crioconservado de Rhamdia quelen (Quoy
& Gaimard, 1824), para o qual concentragdes superiores a do plasma seminal influenciaram
negativamente as taxas de ativacdo, o tempo de duracdo da motilidade, e as velocidades de
deslocamento.

O tratamento controle (4gua deionizada) produziu taxas de motilidade com valores e
duragio inferiores aos ativadores em suas concentragdes mais baixas (120 e 200 mOsm 171).
Resultados semelhantes foram observados em sémen crioconservado de curimba (Prochilodus
lineatus), para o qual as taxas de motilidade entre 0 e 5% (CAROLSFELD et al., 2003). A
exposicao do sémen a condi¢des osmoticas extremas pode acarretar alteragdes na morfologia e
na motilidade, como € o caso da dgua deionizada (PERCHEC et al., 1996) ou urina (PERCHEC
et al.,1995; PERCHEC-POUPARD et al., 1997).

As velocidades de deslocamento do sémen crioconservado foram influenciadas de
formas distintas por cada um dos ativadores. VCL, VAP e VSL apresentaram maiores valores
utilizando solucdes com osmolaridades até 200 mOsm 1°, porém apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos.

A VCL, que apresenta relacdo com a capacidade de fecundagdo, foi superior a do
tratamento controle para todas as osmolaridades de cloreto de potassio, e inferior para o
bicarbonato de sodio.

Ja a VSL apresentou padrdo inverso, com velocidades mais elevadas registradas para os

tratamentos utilizando NaHCOs. Estes resultados demonstraram que a composi¢do e a
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concentragdo idnica da solugdo ativadora influenciam o movimento dos espermatozoides, e
consequentemente acarretam alteracdes em sua trajetoria.

Resultados como estes foram observados em ciprinideos, grupo em que a mudanca da
osmolaridade externa é o primeiro fator desencadeador, que precede o efluxo de K™ no inicio
da motilidade; a ativagdo espermadtica ¢ seguida pela alcalinizagdo do meio intracelular através
de um canal de Na'/H" (COSSON & GAGNON, 1988; MARIAN et al., 1997).

Desse modo, meios de diluicdo contendo altas concentragdes de K™ em relacdo a
composi¢ao idnica e a pressao osmoética do plasma seminal inibem o inicio da motilidade
espermatica em salmonideos (BILLARD et al., 1995; KHO et al, 2001 ).

Hwang & Idler (1969) mostraram a correlagdo entre o plasma seminal, a relacdo
Na'/K" e a fertilidade dos espermatozoides no salmao-do-Atlantico, Salmo Salar, espécie para
a qual o ion Na" ¢ capaz de eliminar o efeito inibitério do ion K* na motilidade espermatica
(MORISAWA & SUZUKI, 1980).

Ao serem analisadas, neste estudo a linearidade (LIN) e a retilinearidade (STR)
apresentaram diferencas significativas entre as solug¢des. Os tratamentos utilizando bicarbonato
de sodio apresentaram resultados superiores para ambos os parametros, demonstrando que a
trajetoria percorrida pelos espermatozoides foi afetada pela composicao da solucdo e nao pelas
osmolaridades. A curvatura do caminho que o espermatozoide percorre aproximou-se mais de
uma trajetoria em linha reta para todas as osmolaridades do tratamento BS.

Portanto o presente estudo mostrou o efeito das solugdes ativadoras sobre as taxas de

motilidade e sobre as velocidades de deslocamento do sémen crioconservado de R.quelen.

2.5 CONCLUSOES

Para ativacdo do sémen crioconservado de R.quelen a solugdo ativadora deve ser
hiposmotica em relagdo ao plasma seminal.

Solugdes de NaHCO3 com concentragdes acima de 300 mOsm 1! levaram praticamente
a inibicdo da motilidade espermatica, enquanto solugdes de KCl, com osmolaridade mais baixa
que o plasma seminal produziram as melhores taxas de motilidade para sémen crioconservado
de R. quelen. O padrao de movimento espermatico foi alterado pela solug¢do ativadora e pela

osmolaridade, em relagdo ao sémen fresco.
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APENDICE A — GRAFICOS

Figura 5 - Taxas de motilidade (MOT%) obtidas ap6s descongelacdo do s€men
crioconservado de Rhamdia quelen, utilizando solugdes ativadoras de NaHCO?® (BS) ou KCI*
(CP) em cada osmolaridades testada. (A) 120 mOsm 1!, (B) 200 mOsm 1", (C) 300 mOsm I

I (D) 400 mOsm 1'%,
CC = motilidade produzida no tratamento controle (dgua deionizada 24 °C).
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Figura 6 - Velocidade curvilinea (VCL pm s™') obtidas apds descongelagdo do sémen
crioconservado de Rhamdia quelen, utilizando solugdes ativadoras de NaHCO3 (BS) ou KCI*
(CP) em cada osmolaridades testada. (A) 120 mOsm 1}, (B) 200 mOsm I'!, (C) 300 mOsm I
(D) 400 mOsm I''. CC = motilidade produzida no tratamento controle (4gua deionizada 24 °C).
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Figura 7 — Velocidade média do trajeto (VAP pm s™!) obtidas apds descongela¢do do sémen

41

crioconservado de Rhamdia quelen, utilizando solugdes ativadoras de NaHCO; (BS) ou KCI* (CP) em
cada osmolaridades testada. (A) 120 mOsm 1!, (B) 200 mOsm 1"}, (C) 300 mOsm I (D) 400 mOsm 1!
CC = motilidade produzida no tratamento controle (dgua deionizada 24 °C).
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Figura 8 — Velocidade em linha reta (VSL pm s™!) obtidas apds descongelagdo do sémen crioconservado
de Rhamdia quelen, utilizando solugdes ativadoras de NaHCO; (BS) ou KCI* (CP) em cada
osmolaridades testada. (A) 120 mOsm 1"}, (B) 200 mOsm 1!, (C) 300 mOsm I'"> (D) 400 mOsm I’ CC =
motilidade produzida no tratamento controle (dgua deionizada 24 °C).
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