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Resumo

SHIRO JR., O.K. Caracteristicas seminais de cachara, Pseudoplatystoma
reticulatum, na piracema. 2013. Dissertacdo — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS.

Avaliou-se as caracteristicas seminais de cachara, Pseudoplatystoma reticulatum,
capturados durante a noite, com auxilio de tarrafa, nas corredeiras do Rio
Aquidauana, quando realizavam a migracao reprodutiva, nos meses de novembro de
2011 a janeiro de 2012. Amostras de sémen de sete machos com meédia de 7,55 +
3,31 kg de massa corporal e 85,0 £ 19,07 cm de comprimento total, foram colhidas
apos a captura, sendo identificadas e acondicionadas para o transporte, em caixa
isotérmica, mantendo-se uma temperatura aproximada de 4°C para, em seguida,
proceder a determinacdo de volume, coloragcdo, aspecto, odor, pH e integridade
espermatica, e separacao de aliquotas para posterior avaliacdo de concentracao e
morfologia espermaticas. O sémen de cachara apresentou coloracdo branca e
aspecto cremoso, odor sui generis, pH 8,0, plasma seminal com pH 7,94 £ 0,30,
concentracdo de 18,89 + 8,63x10° espermatozoides mL™, 93,38 + 3,49% de
membranas espermaticas integras e 16,43 + 1,42% dos espermatozoides com
anomalias em sua forma, sendo que a mais frequente foi a cauda enrolada na
cabeca com 4,76 + 0,59%. Morfometricamente, as dimensfes espermaticas foram,
em média, 43,46 £ 3,90 um de comprimento total (n = 350 espermatozoides), com
cabeca circular sem acrossoma (comprimento: 2,56 + 0,18 um; largura: 2,37 = 0,16
pum; circularidade: 0,95 = 0,05; elipticidade: 1,08 + 0,11), peca intermediaria com
0,59 = 0,07 um e flagelo com 40,30 = 3,92 um. Os reprodutores desta espécie, em
ambiente natural, possuem caracteristicas seminais, quantitativas e qualitativas,
condizentes aos padrfes descritos em peixes teledsteos e compativeis com alta

gualidade espermatica.

Palavras-chave: surubim; reproducéo; fertilidade; sémen; espermiacgao.
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Abstract

SHIRO JR., O.K. Seminal characteristics of cachara, Pseudoplatystoma reticulatum,
in the spawning. 2013. Dissertation — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS.

We evaluated the characteristics of seminal cachara, Pseudoplatystoma reticulatum,
caught at night with the aid of casting net, in the rapids of the Rio Aquidauana when
performed reproductive migration in the months from November 2011 to January
2012. Semen samples from seven males with a mean of 7.55 £ 3.31 kg body weight
and 85.0 = 19.07 cm total length, were harvested after capture, identified and
packaged for transport in an isothermal box, maintaining a temperature of about 4°C
to then proceed to determine volume, color, appearance, odor, pH, sperm integrity,
and distribution of aliquots for further evaluation of sperm concentration and
morphology. The semen cachara presented creamy white color, odor sui generis,
semen pH 8.0 and of seminal plasma 7.94 + 0.30, concentration of 18.89 + 8.63x10°
sperm mL™, 93.38 + 3.49% of sperm membrane integrity and 16.43 + 1.42% of
sperm with abnormalities in their shape, and the most frequent was the curly tail the
head with 4.76 + 0.59%. Morphometrically dimensions sperm were averaged 43.46 +
3.90 um in length (n = 350 sperm) having a circular head without acrosome (length:
2.56 + 0.18 um width: + 2.37 0.16 um; circularity: 0.95 * 0.05; ellipticity: 1.08 £ 0.11),
middle piece with 0.59 + 0.07 um and flagellum with 40.30 £ 3, 92 um. The male
breeding of this species in the natural environment have semen characteristics,
guantitative and qualitative, consistent with the standards described in teleost fish
and compatible with high-quality sperm.

Keywords: catfish; reproduction; fertility; semen; spermiation.
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1. INTRODUCAO

Ha uma crescente demanda mundial por alimentos de origem aquética, em
todas as faixas de renda da populagdo, ndo apenas em funcdo da expanséo
populacional mas, também, pela preferéncia por alimentos mais saudaveis
(QUEIROZ et al., 2002), ao passo que o consumo de pescado esta em expansao,
pois sua carne é rica em proteinas, aminoacidos, vitaminas, minerais e acidos
graxos poli-insaturados (PUFAs), 6mega-3 e O0mega-6. O efeito dos PUFAs traz
beneficios a saide humana, e faz do peixe um alimento funcional na prevencéo e
tratamento de doencgas cardiovasculares, hipertenséo, inflamagdes em geral, asma,
artrite, psoriase e varios tipos de cancer (SUAREZ-MAHECHA et al., 2002).

No entanto, a pesca extrativista chegou ao seu limite maximo sustentavel em
1995, com um total de 100 milhGes de toneladas ao ano. Atualmente, encontra-se
estagnada e em declinio, pois 0s estoques naturais de pescado estdo cada vez mais
escassos (FAO, 2009). Diante deste fato, ha uma clara tendéncia, com espaco e
demanda para o aumento da aquicultura, que ja vem ocorrendo, sendo esta a
melhor alternativa para preservacdo das espécies e para suprir a demanda por
alimentos mais saudaveis (CAMARGO; POUEY, 2005).

A aquicultura e a pesca, desde 2004, alcancaram altas produtividades,
abastecendo o mercado mundial com cerca de 140 milhdes de toneladas de peixes.
Desse total, 110 milhdes foram destinados ao consumo humano, em que a
aquicultura representou 47% do alimento de peixe, e estima-se a ultrapassagem da
pesca extrativista como fonte de peixes. A oferta per capita de pescado cultivado
passou de 0,7 kg em 1970 para 7,8 kg em 2008, crescendo em uma taxa média
anual de 6,6% (FAO, 2010). De 2006 a 2010, ha um crescimento de 21,2%,
passando para 8,68 kg per capita de pescado ofertado pela aquicultura (FAO,
2012a). O Quadro 1 apresenta indices de oferta per capita da producédo aquicola
mundial e no Brasil do ano de 2010, em que observa-se o0 quanto este indice
brasileiro é menor.

No entanto, o Brasil destaca-se como um dos paises com maior capacidade
para a expansao da aquicultura, pois possui grande potencial hidrico e climatico,
com 12% da agua doce disponivel do planeta, um litoral de mais de 8000 km e,
ainda, mais de 3,5 milhdes de km? de zona econdmica exclusiva, possibilitando o

cultivo em agua salgada e doce (BRASIL, 2011). Sua fauna de peixes de agua doce
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€ a mais rica do mundo, com cerca de 2.587 espécies, existindo ainda muitas
desconhecidas (BUCKUP et al., 2007).

Quadro 1. Comparacao da oferta mundial e brasileira de pescado cultivado no ano
de 2010.

Total de Total da  Populagd Per Per
pescado producdo o capita de capita de Referéncia
ofertado aquicola (Bilhdes) pescado pescado
(Milhdes de toneladas) total cultivado
Mundial 128,3 59,9 6,9 18,6 8,68 FAO (2012a)
Brasileira 1,85 0,47 0,19 9,75 2,51 Brasil (2012)

Vazzoler (1996), em um estudo de caso com 68 espécies de peixes nativos,
constatou que eles pertencem a 22 familias, sendo as mais representativas em
namero, as familias Characidae, Anostomidae e Pimelodidae. Pelo menos 40
espécies brasileiras de peixes de agua doce séo utilizadas em aquicultura, o que
representa 1,5% das conhecidas e, pelo menos, quatro hibridos sao oferecidos no
mercado de alevinos (GODINHO, 2007).

Em 2010, a producdo aquicola nacional foi de 479.398 toneladas,
representando um incremento de 15,3% em relacdo a producdo de 2009.
Comparando-se 2010 com o montante produzido em 2008 (365.367 toneladas), fica
evidente o crescimento do setor no pais, com um incremento de 31,2% na producao
durante o triénio 2008-2010. Seguindo o padrdo observado nos anos anteriores, a
maior parcela da producdo aquicola é oriunda da aquicultura continental, na qual se
destaca a piscicultura continental, que representou 82,3% da producéo total nacional
(BRASIL, 2012). Na ultima década, essa atividade cresceu, em média, 23,8% ao ano
no Brasil, enquanto a aquicultura mundial cresceu 10,2% (FAO, 2012b).

Os principais grupos de organismos aquaticos produzidos no Pais sdo os
peixes de agua doce, que correspondem a cerca de 80 a 85% da produc¢éo aquicola
nacional, seguido pelos camardes marinhos, com 14%. Atualmente estdo sendo
cultivadas mais de 64 espécies de organismos aquaticos no Brasil. As mais
cultivadas sao as tilapias, carpas, redondos e bagres, seguidas pelos camardes de
agua salgada e moluscos (principalmente mexilhdes) (QUEIROZ et al.,, 2002;
CAMARGO; POUEY, 2005).

Na Regido Centro-Oeste, o cultivo de espécies nativas € a atividade com



62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94

15

maior expressao, como por exemplo as espécies de peixes redondos, como pacu,
Piaractus mesopotamicus, e tambaqui, Colossoma macropomum, além do hibrido
destas conhecido como tambacu. Também os bagres pintado, Pseudoplatystoma
corruscans, e cachara, Pseudoplatystoma reticulatum, conhecidos também como
surubim, sendo mais cultivado o hibrido desses surubins, chamado de ponto e
virgula ou pintado de maneira generalista. H4 também outras espécies como a
matrinxd, Brycon cephalus, a piraputanga, Brycon microlepis, o dourado, Salminus
maxillosus, e 0 piavucu, Leporinus macrocephalus, porém, os destaques sédo do
pintado e tambacu, em decorréncia da maior demanda de consumo (QUEIROZ et
al., 2002).

Inimeras s&o as vantagens da criacdo de espécies nativas quando
comparadas as exoticas, pois estas encontram-se aclimatadas e sdo bem aceitas
nos mercados consumidores (ZANIBONI FILHO, 2000).

O ritmo de crescimento da aquicultura brasileira € menor do que o indicado
pelo seu potencial, devido a falta de informacGes sobre as espécies nativas com
potencial zootécnico, e a difusdo da tecnologia de producéo e solucdes tecnoldgicas
para a producdo das espécies nativas de interesse comercial ou ambiental ocorrer
de maneira ainda lenta. Enquanto isso, 0s estoques de peixes nativos vao sendo
dizimados dos rios e a piscicultura de peixes nativos continua incapaz de suprir o
déficit na oferta de pescado. Assim, o mercado supre esta falta de oferta através da
importacdo de pescado de outros paises. E o Brasil, ano ap6s ano, deixa de gerar
significativas receitas e empregos em um importante setor de producdo de
alimentos, a aquicultura (BEERLI et al., 2004; GODINHO, 2007; KUBTIZA et al.,
2007).

As caracteristicas de carne e o desempenho zootécnico atraem cada vez
mais o mercado para espécies nativas, entre elas a cachara; porém, 0s conjuntos
tecnoldgicos para a producdo comercial ainda necessitam de ajustes, principalmente
no que tange ao aspecto reprodutivo (CREPALDI, 2008). Diante disso, estudos que
busquem o melhoramento da eficiéncia dos processos de producado e a reproducao
artificial das espécies nativas, apresentam-se como prioritarios para aprimorar o
cenario atual, proporcionando subsidios biotecnolégicos para o desenvolvimento da
aquicultura nacional. Portanto, justifica-se 0 estudo das caracteristicas seminais,

consideradas muito importantes para a eficiéncia reprodutiva.
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1.1 Caracteristicas do local de amostragem

As corredeiras do Rio Aquidauana, distrito de Camiséo (latitude 20°29'01"
Sul; longitude 55°38'29" Oeste), municipio de Aquidauana, MS, situam-se na area de
planalto da Bacia hidrogréfica do Alto Paraguai (BRASIL, 2006). Este rio possui
corredeiras em seu curso superior e aguas barrentas (Resende et al., 1996).

A Regido Hidrografica do Paraguai caracteriza-se como uma das 12 Regides
Hidrogréaficas brasileiras, esta localizada na por¢édo oeste do pais, compreendendo
uma area de 362.259 km?, dos quais 188.374,68 km? correspondem ao Mato Grosso
e 173.874,32 km? ao Mato Grosso do Sul, 52% e 48%, respectivamente, na porcao
brasileira. Compde-se de duas grandes regides geoldgicas distintas, em relacao aos
recursos naturais e condi¢do hidrologica, o planalto e o pantanal (planicie), com
areas respectivas de 214.684,58 km? e 147.574,42 km?. Em sua totalidade possui
importantes areas em territorios paraguaio e boliviano, somando-se 496.000 km?
(Resende, 2003; BRASIL, 2006).

O Rio Paraguai € o principal rio da bacia ou da regido hidrografica,
recebendo agua de sub-bacias menores, como a do Rio Miranda, e seu afluente, o
Rio Aquidauana. A Bacia Hidrografica do Rio Paraguai pode ser dividida por varios
trechos. Paraguai Superior e Alto Paraguai sdo trechos que percorrem o Brasil e
suas fronteiras. O Paraguai Superior inicia nas cabeceiras do rio e vai até Caceres.
O Alto Paraguai € o trecho situado entre Caceres e a foz do Rio Apa. Médio
Paraguai e Paraguai Inferior sdo trechos fora do pais. O Médio Paraguai representa
o trecho compreendido entre a foz do Rio Apa e Assuncdo. O Paraguai Inferior,
finalmente, compreende o trecho entre Assuncédo e a confluéncia com o Rio Parana
(BRASIL, 2013).

Na Regido Hidrogréfica do Paraguai observa-se a presenca dos Biomas
Cerrado e Pantanal, além de zonas de transicdo. As vegetacdes predominantes sédo
a Savana Arborizada (Cerrado) e a Savana Florestada (Cerraddo). O clima
predominante € o clima de Savana, com temperaturas médias anuais variando entre
22,5 e 26,5°C. A precipitacdo média anual é de 1.398mm, variando entre 800 e
1.600mm, sendo os maiores valores observados nas areas de planalto. O periodo
chuvoso ocorre entre outubro e abril, devido aos ventos de quadrante norte da
massa equatorial continental (BRASIL, 2006).

1.2 A espécie Pseudoplatystoma reticulatum

A espécie P. reticulatum é conhecida como cachara, surubim e surubim-
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cachara, e chamava-se Pseudoplatystoma fasciatum até a reorganizacao do género
Pseudoplatystoma (BUITRAGO-SUAREZ; BURR, 2007), que compreende o0s
maiores peixes da familia Pimelodidae, da ordem dos Siluriformes (ROMAGOSA et
al., 2003a).

De acordo com Lundberg e Littmann (2003) e Buitrago-Suéarez e Burr (2007),
a posicao taxondmica encontra-se no reino Animalia, filo Chordata, classe
Osteichthyes, subclasse Actinopterygii, infraclasse Teleostei, divisdo Euteleostei,
superordem Ostariophysii, ordem Siluriformes, familia Pimelodidae.

Habita exclusivamente a agua doce, e pode ser encontrada, com ampla
distribuicdo geogréfica, nas principais bacias hidrograficas sul-americanas, como a
Amazénica e do Prata (ROMAGOSA et al., 2003a; BUITRAGO-SUAREZ; BURR,
2007; FAUSTINO et al.,, 2007). Pode medir mais de 126 cm, tendo um corpo
fusiforme, sem escamas, revestido apenas por pele espessa, ou coberto, parcial ou
totalmente, por placas 0sseas. A cor do dorso € cinza, ventralmente branca, com
caracteristicas morfolégicas peculiares da espécie, bandas claras e escuras
transversais perpendiculares ao corpo, espacadas entre si (Figura 1). Tem trés pares
de barbilndes, dos quais um no maxilar, preto e, os outros dois, mentonianos
brancos. A boca é grande, com dentes viliformes. Os olhos sdo pequenos, em
posicdo dorsal; as nadadeiras dorsais e peitorais possuem uma espinha dura e
serrilhada (ferrdo), que produz ictioxina, causando dor quando ha ferroada no
manejo e manipulacéo deste peixe (BRITSKI et al., 1988; PULIDO; BENITEZ, 2005).

Figura 1. Pseudoplatystoma reticulatum (BUCKUP et al., 2007).

As fémeas possuem maiores taxas de crescimento em peso corporal que os
machos (ROMAGOSA et al., 2003b). Esta espécie possui habito alimentar
exclusivamente piscivoro noturno (RESENDE et al., 1996; PULIDO; BENITEZ,
2005). Realiza migracbes ao longo dos rios para reproduzir-se durante um

determinado periodo, chamado piracema ou estacdo reprodutiva, por isso é tida
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como reofilica ou migradora (RESENDE et al., 1996; GODINHO, 2007). Por ter este
comportamento reprodutivo, esta entre as espécies atingidas pela construgdo de
hidroelétricas no Brasil, pela poluicdo dos rios e pelo assoreamento provocado por
desmatamento de matas ciliares. Ainda que nao esteja em risco eminente de
extincdo, esta espécie vem tendo seus estoques naturais reduzidos pela pesca
predatéria e pelo comércio ilegal de pescados (LOPES et al., 1996; CREPALDI et
al., 2006).

E um peixe que tém um alto valor comercial, considerado produto nobre por
apresentar carne saborosa, com baixo teor de gordura e auséncia de espinhas
intramusculares. Estas caracteristicas atendem as preferéncias atuais e futuras do
mercado de peixe (KUBITZA et al., 2007).

Em cultivo, participa do cruzamento que resulta na espécie hibrida
Pseudoplatystoma sp. (P. corruscans e P. reticulatum) para producdo de pintado,
consumido e apreciado no mercado nacional e exportado para diversos paises
europeus, além de Japao e Estados Unidos.

Esta espécie foi escolhida para participar do programa de melhoramento
genético de espécies nativas, desenvolvido pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa), por suas caracteristicas desejaveis, visando a substituicao
do pintado hibrido (RESENDE, 2011). Até entdo, antes deste programa, o sémen de
cachara nédo era utilizado visto que, na producao do pintado hibrido cultivado, utiliza-
se 0 macho de pintado com a fémea de cachara.

A producdo de surubins vem crescendo no Brasil, e, principalmente, na
regido Centro-Oeste. Atualmente, P. reticulatum esta entre as espécies prioritarias
para o0 crescimento da aquicultura nacional, por apresentar caracteristicas
comerciais e zootécnicas desejaveis, como rapido crescimento e eficiente converséo
alimentar (INOUE et al., 2009).

1.2.1. Areproducéo da espécie Pseudoplatystoma reticulatum

Os primeiros peixes migradores a desovarem sao da ordem Characiforme,
piraputangas e curimbatas, seguidos de dourados e pacus e, o0s Ultimos, sdo os da
ordem Siluriformes, pintados e cacharas. Tanto o pintado quanto a cachara tem
periodo reprodutivo curto, de novembro a fevereiro, com picos de reproducdo que
coincidem com o aumento das chuvas e, consequentemente, a elevagcédo do nivel
das aguas dos rios (RESENDE et al., 1996).

Conforme Godinho (2007), assim como a grande maioria dos teledsteos
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(peixes da Classe Actinopterygii), dentre os quais estdo os peixes brasileiros de
agua doce utilizados em aquicultura, a cachara apresenta as seguintes
caracteristicas reprodutivas:

a) desenvolve ovacitos e espermatozoides em sexos separados;

b) é ovipara e libera os ovicitos no meio aquatico onde sao fecundados

(fecundacao externa);

c) tem fecundidade elevada, desova total e periodo de reproducéo curto;

d) os embrides evoluem sem auxilio dos pais, pois contam com o0 suporte

dos nutrientes do vitelo ovocitario para seu desenvolvimento;

e) a ruptura da casca do ovo libera o embrido, agora denominado larva, cujo

desenvolvimento ainda ndo estda completo e o desenvolvimento larval

completa-se na pos-larva.

A desova ocorre na cabeceira dos rios, na época das chuvas, ocasido em
gue estes encontram-se cheios, com aguas correntes, turbulentas e oxigenadas,
propicias ao desenvolvimento larval, o que possibilita o transporte dos ovos e larvas
no sentido do fluxo do rio (RESENDE et al., 1996).

Alguns autores estudaram o epitélio germinativo testicular, a estrutura e
ultraestrutura dos espermatozoides de cachara a partir de fragmentos do testiculo
(BATLOUNI et al., 2006; QUAGIO-GRASSIOTTO; OLIVEIRA, 2008). No entanto,
ainda sdo escassos 0s estudos sobre as caracteristicas seminais em surubins.
Nesta situacéo, considera-se essencial o estudo de suas caracteristicas seminais e
de células espermaticas, os quais contribuem para o aperfeicoamento das
biotécnicas reprodutivas, que contribuirdo para reproducdo e conservacdo desta
espécie.

Véarios trabalhos sobre aspectos reprodutivos da cachara ja foram
realizados, com amostras de ambiente natural (RESENDE et al., 1996; QUAGIO-
GRASSIOTTO; OLIVEIRA, 2008) e de cultivo (ROMAGOSA et al., 2003a;
BATLOUNI et al., 2006; FANTINI; CAMPOS, 2011; STREIT JR. et al., 2012). No
entanto, ndo se encontrou informacdes sobre as caracteristicas seminais desta
espécie na piracema.

Estudos com finalidade de obter informagdes relevantes sobre a reproducéo
desta espécie devem ser incentivados, pois podem contribuir para o aumento da
producéo de alevinos (FANTINI; CAMPOS, 2011).
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2. AVALIACAO SEMINAL DE PEIXES

Na producdo comercial de peixes, é necessario conhecer as caracteristicas
fisicas e quimicas do sémen e a estrutura do espermatozoide das espécies
cultivadas, assim como avaliar sua qualidade, a fim de aumentar a eficiéncia da
reproducdo artificial em sistemas de aquicultura (VERMA et al., 2009).

Na natureza ou sob condi¢des de aquicultura, a qualidade dos gametas de
peixes pode ser altamente varidvel e esta sob a influéncia de um namero
significativo de fatores externos ou praticas de manejo, por esta razéo, recebendo
cada vez mais atencdo. Alguns dos fatores responsaveis pela variabilidade
observada de qualidade dos gametas permanecem desconhecidos ou mal
compreendidos, e muito pouco é conhecido sobre os mecanismos celulares e
moleculares envolvidos no controle da qualidade de ovos e espermatozoides
(BOBE; LABBE, 2010).

Historicamente o interesse no desenvolvimento de ferramentas para avaliar
a qualidade do sémen em peixes foi motivado por varios objetivos, incluindo a
necessidade de melhorar os métodos de fecundacédo artificial, a preservacao de
gametas masculinos e, mais recentemente, para estudar o impacto da exposicao
aos poluentes ambientais sobre o sucesso reprodutivo dos peixes. Embora varias
técnicas simples e complexas tenham sido usadas, estas nem sempre refletem a
capacidade de fecundacdo dos espermatozoides, que seria a ultima medida da
gualidade do sémen (RURANGWA et al., 2004).

Sabe-se que nenhum teste isoladamente é capaz de medir a fertilidade de
uma amostra de sémen, necessitando avaliar-se varios aspectos, para predizer a
fertilidade potencial de um macho (SILVA et al., 2009).

Estudos realizados sobre a qualidade do sémen em peixes tém demonstrado
alta variacao intrinseca ao animal (DREANNO et al., 1998). Segundo Rana (1995),
estas variacdes podem ser devidas a variabilidade genética, ao envelhecimento dos
espermatozoides, a sazonalidade, e as técnicas de colheita e avaliacdo do sémen.
Fatores bidticos e abibticos que afetam a qualidade seminal sdo diversos e
dependem de interacbes complexas entre fatores genéticos, fisiologicos e
ambientais (RURANGWA et al., 2004).

A qualidade do sémen pode ser avaliada em diferentes niveis, como pela

concentracdo espermatica e constituintes do plasma seminal, que permitem uma
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visdo global da qualidade do sémen. Por outro lado, viabilidade espermatica
(integridade de membrana), morfologia e ultraestrutura e caracteristicas de
motilidade espermatica estdo associadas a capacidade de fecundacéo individual dos
espermatozoides (RURANGWA, et al., 2004).

Para Mies Filho (1987), duas classes de caracteres devem ser levadas em
consideracdo na avaliacdo espermatica, além do exame microbiol6gico: os
caracteres fisico/quimicos e os microscopicos. Na primeira classe, avaliacdes para
determinar volume, cor, aspecto, odor, pH, osmolaridade e composicdo quimica do
ejaculado podem ser realizadas. Na segunda, a determinacdo dos parametros
relativos a concentracdo, motilidade, vigor, proporcdo de espermatozoides vivos e
morfologia espermatica complementam o estudo necessario a determinagédo de um
material de boa qualidade.

Os critérios utilizados para a avaliacdo do sémen de peixes nativos tém sido
baseados, principalmente, em avaliacées de motilidade, concentracdo e integridade
espermaticas, sem levar em consideracéo a ocorréncia de defeitos morfolégicos nas
células espermaticas (KAVAMOTO et al., 1999). No entanto, nos ultimos dez anos,
alguns trabalhos ja ressaltam a importancia das alteracbes morfolégicas dos
espermatozoides na qualidade do sémen (VAN LOOK; KIME, 2003; STREIT JR. et
al., 2008a; 2008b; 2009; 2012; MARIA et al., 2010; SOARES et al., 2010; SANCHES
etal., 2011a).

2.1 Momento da colheita seminal durante a estacao reprodutiva

Billard e Cosson (1992) observaram que amostras colhidas no inicio e ao
final da época de reproducdo, geralmente ndo sdo de boa qualidade. Ao final da
época de reproducdo, esta condicdo pode ser ocasionada pelo envelhecimento dos
espermatozoides nos testiculos. Eles mencionam como desconhecida, a causa da
baixa qualidade no inicio. Entretanto, atualmente, conhece-se que a hidratacéo
seminal e a espermiacdo sao reguladas através de horménios pelo sistema
enddcrino, que interpreta os estimulos ambientais (MYLONAS et al., 1997;
MYLONAS et al., 2010; SCOTT et al., 2010).

Estudos de qualidade seminal de peixes tem contribuido na identificacdo do
melhor momento para colheita de sémen (ALAVI et al., 2009). O sémen de peixes
ndo apresenta caracteristicas constantes durante todo o periodo de espermiacao,
sendo sua qualidade afetada pelo processo de envelhecimento celular, que se

apresenta mais intenso no periodo posterior ao pico de reproducdo (KAVAMOTO et
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al.,, 1999). O fenébmeno de envelhecimento espermatico, ao final da estacdo
reprodutiva, pode afetar a habilidade de fecundacédo, através da composi¢cdo do
plasma seminal, concentracdo espermatica, metabolismo energético do ATP
espermatico, morfologia e morfometria dos espermatozoides, intensidade da
motilidade, longevidade e aptiddao para o armazenamento e criopreservacao, que
diminuem rapidamente em um més (BILLARD, 1986; ALAVI et al., 2008).

Por outro lado, segundo Alavi et al. (2009), ha divergéncias quanto ao
melhor momento para a colheita seminal, entre as espécies. As caracteristicas de
gualidade espermatica podem comportar-se, durante a estacdo reprodutiva, tanto de
forma crescente como decrescente. Além disso, a comparagdo € muito dificil em
funcdo da reproducéo ser regulada pelo sistema endocrino através da interpretacéo
dos estimulos ambientais (WELTZIEN et al., 2004; MYLONAS et al., 2010).

2.2 Volume seminal

O volume de sémen produzido pelos peixes € muito variavel, dependendo do
tamanho do individuo, época e metodologia de colheita e alimentacdo, sendo
importante para a diluicdo do material fecundante em reproducéo artificial. Os peixes
de couro produzem maior volume de sémen quando comparados aos de escama
(GODINHO, 2000; ASTURIANO et al., 2001; ALAVI et al., 2009; VIVEIROS;
GODINHO, 2009).

A producdo de reduzido volume de sémen esta entre as disfuncbes mais
comuns (MYLONAS et al., 2010), sendo a producéo afetada pela dieta e época da
estacao reprodutiva (ASTURIANO et al., 2001; ALAVI et al., 2009).

2.3 Coloracéo, aspecto e odor

A coloracao e o aspecto indicam uma maior ou menor quantidade de plasma
seminal, que tera influéncia direta na concentracdo de espermatozoides e,
consequentemente, na coloracdo do sémen. Por inspecdo direta pode-se avaliar a
presenca de espermatozoides, a mistura de urina, sangue ou pus, fatores limitantes
para o aproveitamento do material (MIES FILHO, 1987; ANDRADE-TALMELLI et al.,
2001).

Avaliando estas caracteristicas seminais, Mataveli et al. (2007) associaram,
em tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus, a coloragdo branca e aspecto cremoso a
um sémen que apresenta maior concentracdo espermatica em relacdo as
coloracgbes branca leitosa e branca aquosa.

Dentre as espécies neotropicais de adgua doce, ha algumas que apresentam



327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348

23

sémen de cor branca e aspecto leitoso, como a piabanha, Brycon insignis,
(ANDRADE-TALMELLI et al.,, 2001) e o tambaqui (MARIA et al., 2010). Ja a
matrinxad, Brycon cephalus (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006), e a pirapitinga, Brycon
nattereri (OLIVEIRA et al., 2007), apresentam sémen leitoso quase transparente, de
baixa viscosidade.

Nas distintas espécies, 0 sémen tem odor caracteristico (Sui generis), mas
em espécies como coelho, porco ou ruminantes o odor é quase imperceptivel (MIES
FILHO, 1987).

2.4 pH seminal

O pH é o simbolo para a identificacdo numérica simplificada das
concentragdes hidrogenidnicas das solugdes, que indicam a acidez, neutralidade ou
alcalinidade de uma solucéo aquosa (BASTOS et al., 2011). Pode ser determinado
usando um medidor de pH (também conhecido como pHmetro) ou, indiretamente,
pela adicdo de um indicador de pH na solucdo em analise, em que a cor do
indicador varia conforme o pH da solucao (FELTRE, 2004).

O pH seminal em peixes esta entre os fatores que afetam a qualidade
espermatica, com efeitos na motilidade e no processo de fecundagcédo (FAUVEL et
al., 2010), dado que as progestinas 17-20B-dihydroxypregn-4-en-3-one (17,20B-P)
ou a 17-20B-21-P participam de sua regulacdo (SCOTT et al., 2010). O Quadro 2
exemplifica o pH seminal de algumas espécies de interesse comercial.

Quadro 2. Médias de pH seminal e do plasma seminal de algumas espécies

piscicolas.
Espécie Nome popular Média do Referéncia

pH + DP
Seminal
Carassius auratus gold fish 7,3+0,48 Bozkurt (2006)
Ctenopharyngodon idella  carpa-capim 7,9+0,06 Verma etal. (2009)
Colossoma macropomum  tambaqui 8,0+0,1 Maria et al. (2010)
Merluccius merluccius merluza 76%0,1 Groison et al. (2010)
Rhinelepis aspera cascudo-preto 9,39 £ 0,21 Sanches et al. (2011a)
Plasma seminal
Gadus morhua bacalhau 8,32 £ 0,15 Butts et al. (2011)
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Estudos com ciprinideos e salmonideos relataram correlagfes significativas
entre pH do plasma seminal e parametros de motilidade dos espermatozoides, como
velocidade e duragdo, com seus melhores desempenhos encontrados em pH
alcalino (ALAVI; COSSON, 2005).

O pH seminal € um importante parametro para a qualidade seminal,
destacando-se a necessidade de conhecer o pH ideal para o melhor desempenho
dos espermatozoides nas espécies estudadas. Espermatozoides de vendace
(Coregonus albula) foram méveis em pH 6,5 a 10,5, com a motilidade crescente de
6,5 a 9,0, sendo 9,0 considerado como pH 6timo para a motilidade esperméatica na
espécie (DIETRICH et al., 2010). Além disso, o pH do plasma seminal também é
importante para a preparacao de diluentes utilizados no armazenamento de sémen
(MARIA et al., 2010).

2.5 Concentracdo espermatica

A concentracdo espermatica € uma das medidas quantitativas mais
importantes utilizadas na pesquisa e rotina de avaliacdo do sémen de peixes de
fecundacdo externa ou interna, para maximizar o aproveitamento do material
fecundante e obter melhores resultados na fecundacéo (FOGLI DA SILVEIRA et al.,
1987).

A técnica mais simples e com precisdo para mensurar a concentracao
espermatica € pela contagem celular na camara de Neubauer. Chega-se ao
resultado final através da contagem do numero de células na camara, de acordo
com a proporcao de diluicdo da amostra seminal. Por exemplo, para resultados em
mL, com diluicdo de 1:5000 (Fogli da Silveira et al.,1985; Streit Jr. et al., 2012),
sendo a média de células contadas (C) e o fator de diluicdo (D), realiza-se o
seguinte célculo: concentracdo espermatica (espermatozoides mL™) = C x 10* x D =
C x 10* x 5000, contando-se o nlmero de espermatozoides nos 25 quadrados, nos
dois lados da camara, para uma mesma amostra. O resultado do numero de
espermatozoides por mL sera o numero médio de espermatozoides, contados nos
dois lados da camara, multiplicado por 50 milhdes. Logo, para transformar de mL
para mms3, basta dividir por 1000; contando-se apenas cinco quadrados, multiplica-se
por cinco o resultado.

Em peixes teledsteos, a concentracdo espermatica pode variar de 2 x 10° a
6,5 x 10* espermatozoides mL* de sémen (LEUNG; JAMIESON, 1991). Em
espécies brasileiras de 4gua doce a concentragdo de espermatozoides é altamente
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variavel, desde 10,9 x 10° em Leporinus obtusidens até 69,9 x 10° espermatozoides
mL? em Rhamdia quelen (VIVEIROS; GODINHO, 2009). Contudo, contagens
impressionantes, tais como 125 x 10° espermatozoides mL™® em R. quelen
(BORGES et al., 2005) e 120 x 10° espermatozoides mL™ em Steindachneridion
scripta (LUZ et al., 2001), tém sido relatadas.

A seguir, no Quadro 3, encontram-se concentracfes espermaticas médias
de alguns peixes de agua doce cultivados no Brasil. A ampla variagdo neste
parametro, deve-se aos fatores ambientais, época, manejo, tratamento hormonal e
alimentacdo (RURANGWA et al., 2004; ALAVI et al., 2009; VIVEIROS; GODINHO,
2009; FAUVEL et al., 2010)

Quadro 3. Concentracdo espermatica média (10° x espermatozoides mL™Y) de

algumas espécies piscicolas.

Concentracao
L Nome " A
Espécie opular espermatica Referéncia
PopP (x 10° mLY)

Salminus maxillosus dourado 15,92 £2,3 Streit Jr. et al. (2008a)

Ninhaus-Silveira et al.

Brycon cephalus matrinxd 9,6 £1,6
(2006)

Colossoma ' .

tambaqui 9,1 + 3,7 Maria et al. (2010)
macropomum

carpa
Ctenopharyngodon p 30,0+0,2 Verma et al. (2009)
idella capim
Rhamdia quelen jundia 48,2 + 20,2 Soares et al. (2010)
Prochilodus lineatus  curimba 23,4+ 18,4 Felizardo et al. (2010)

_ _ cascudo-

Rhinelepis aspera 21,0 £ 0,37 Sanches et al. (2011a)

preto
Oreochromis o

tilapia 52+0,42 Sanches et al. (2011b)

niloticus

2.6 Motilidade espermética

A motilidade dos espermatozoides é o resultado da propagac¢éo de ondas ao
longo do flagelo, que sao geradas por um mecanismo de deslizamento de
microtibulos (GAGNON, 1995).

Nos peixes de fecundacdo externa, os espermatozoides tornam-se moveis e
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metabolicamente ativos apds serem lancados na agua (RURANGWA et al., 2004),
pelo fato da osmolaridade isotdnica do plasma seminal suprimir a motilidade
espermatica em teledsteos marinhos e de agua doce. Quando 0 sémen € exposto a
hipertonicidade da &gua salgada ou hipotonicidade da agua doce, respectivamente,
induz & iniciacdo da motilidade espermética (TAKAI; MORISAWA, 1995).

Deve-se levar em conta que a motilidade espermatica € influenciada por
inimeros fatores, como temperatura da &agua, estado nutricional, sanidade,
condicdes de avaliacdo, solucdes ativadoras e espécie estudada (MURGAS et al.,
2011).

Os espermatozoides apresentam caracteristicas espécie-especificas como,
por exemplo, o inicio, duracédo e padrao da motilidade (COSSON et al., 2000). Na
maioria das espécies de agua doce, as células espermaticas, geralmente, movem-se
por menos de dois minutos, mas ha muita variagdo entre as espécies (RURANGWA
et al., 2004), como 30-40 segundos a 20°C em carpa, familia Cyprinidae (BILLARD
et al., 1995a), e 486 segundos a 26°C em pacu (MARIA et al., 2004).

A diminuicdo da capacidade de movimentos dos espermatozoides é
originada, em parte, pela diminuicdo do estoque de energia ocorrida durante o
periodo de motilidade (MURGAS et al., 2011).

2.7 Integridade espermatica

A membrana plasmatica controla o intercambio de ions e agua entre meios
intra e extracelular. Em um nivel subcelular, como parte do espermatozoide, a
gualidade espermatica pode ser avaliada pela integridade da membrana plasméatica
do espermatozoide (FAUVEL et al., 2010).

Os espermatozoides de peixes tém sido investigados através de técnicas de
coloracdo supravital, para verificar a integridade, vitalidade ou viabilidade
espermaticas, embora a verdadeira viabilidade de espermatozoides seja definida
pela sua capacidade de mover-se e fecundar um ovocito (RURANGWA et al., 2004;
FAUVEL et al., 2010).

A integridade da membrana espermatica é estudada através da avaliacdo da
capacidade de penetracao diferencial de corantes, como exemplo, a coloracdo de
vivos e mortos (FLOGLI DA SILVEIRA et al., 1985; KAVAMOTO et al., 1986; MARIA
et al., 2010). Nesta técnica utiliza-se uma solugdo de eosina, que penetra nas
membranas danificadas, corando os espermatozoides de rosa, considerados mortos,

podendo ser utilizada sozinha ou associada a um corante de contraste, a nigrosina,
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gue cora as células de membrana integra, os espermatozoides Vvivos.

Recentemente, a integridade das membranas espermaticas tem sido
avaliada através da utilizacdo de marcadores de DNA (acido desoxirribonucleico)
fluorescentes por citometria de fluxo, como diacetato de carboxifluoresceina (DIC) e
iodeto de propidio (IP), que apresentam precisdo e rapidez na obtencdo dos
resultados (FAUVEL et al., 2010). Entretanto, a coloragdo de eosina-nigrosina
continua sendo um método simples, barato e eficaz para avaliagdo de integridade de
membranas espermaticas.

A taxa de espermatozoides vivos (integridade espermatica) apresenta
estreita relacdo com a estimativa percentual da motilidade dos espermatozoides, de
modo que nado ha diferencga significativa entre os valores de integridade e motilidade
espermaticas, como nos casos do bagre Rhamdia hilarii 86,73% de viaveis e 81,90%
de moveis (KAVAMOTO; FOGLI DA SILVEIRA, 1986), do curimbata, Prochilodus
scrofa, 89,13% e 84,40% (KAVAMOTO et al., 1986), 93,69% e 94,63% (KAVAMOTO
et al., 1996), do pacu 89,01 e 90,0% (FOGLI DA SILVEIRA et al., 1990), da
piabanha, Brycon insignis, 91,21% e 90,90% (ANDRADE-TALMELLI et al., 2001), e
do tambaqui 97,0% e 96,0% (MARIA et al., 2010), respectivamente.

2.8 Morfologia espermética

O estudo morfolégico das células espermaticas e sua relacdo com a
infertilidade dos machos alcancaram maior importancia com o0 advento da
inseminacao artificial em mamiferos, especialmente na espécie bovina (KAVAMOTO
et al., 1999).

Segundo Jamieson (1991), entre os peixes ha distintas estratégias
reprodutivas e espermatozoides com diferentes morfologias descritos, o que tem
ajudado a esclarecer questdes a respeito da filogenia das espécies. A forma, o
comprimento e a largura do nucleo espermatico apresentam variacdo e sao,
frequentemente, associadas ao tipo de fecundacao.

Em espécies de fecundacdo interna, nas quais 0s espermatozoides sao
liberados dentro do trato genital feminino, auxiliados por uma papila genital no
momento da cOpula, os testiculos sdo tubulares, e 0os espermatozoides apresentam
cabeca alongada e peca intermediaria mais elaborada e estruturada, classificados
como do tipo introsperm. Em peixes de fecundacdo externa, em que O0sS
espermatozoides séo liberados no ambiente aquéatico, os testiculos séo lobulares, e

0S espermatozoides comumente apresentam cabeca redonda ou oval e peca
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intermediaria pequena, classificados como do tipo aquasperm (BILLARD, 1986;
JAMIESON, 1991).

Os espermatozoides de peixes teledsteos ndo apresentam acrossoma, e a
auséncia desta estrutura € compensada pela presenca de uma micrépila, um orificio
presente no cérion dos ovos, que geralmente fica aberto entre 10 e 20 segundos,
por onde penetram 0s espermatozoides para comecgar o processo de fecundacéo
(COSSON, 2004).

Os espermatozoides de peixes de fecundacdo externa apresentam um
flagelo, porém algumas espécies de fecundacao interna, como Ictalurus punctatus e
Poecilia reticulata, podem apresentar dois flagelos (BILLARD et al., 1995b). Esta
caracteristica esta fortemente relacionada com a longevidade (YAO et al., 1999).

A morfologia espermatica de algumas espécies de peixes brasileiros tem
sido descrita, entre eles a curimba, Prochilodus lineatus (KAVAMOTO et al., 1999), o
dourado (STREIT JR. et al., 2008a), o jundia, R. quelen (SOARES et al., 2010), o
pacu (STREIT JR. et al., 2006), a piapara, Leporinus elongatus (STREIT JR. et al.,
2008b), o tambaqui (MARIA et al.,, 2010) e o cascudo-preto, Rhinelepis aspera
(SANCHES et al., 2011a), bem como, recentemente, alguns aspectos do sémen de
cachara em cultivo (STREIT JR. et al., 2012).

2.8.1 Morfometria espermatica

A morfometria espermatica faz parte da analise morfolégica, na qual se
mensuram grandezas geométricas relacionadas as formas do espermatozoide,
como por exemplo, comprimento e largura da cabeca, comprimento, largura anterior
e posterior da peca intermediaria, comprimento do flagelo e comprimento total do
espermatozoide (ALAVI et al., 2008; BUTTS et al., 2010; MARIA et al., 2010).

A morfometria da cabeca de espermatozoides anormais tem sido associada
com reducédo da fertilidade em touros (SAILER et al., 1996), cachacos (HIRAI et al.,
2001), garanhdes (CASEY et al., 1997) e coelhos (MARCO-JIMENEZ et al., 2005),
ao passo que foi preditiva para taxas de fertilizacdo in vitro em humanos (KRUGER
et al., 1995) e utilizada como parametro para avaliar os efeitos da criopreservacéo
sobre os espermatozoides em peixes (ASTURIANO et al., 2007).

Gage et al. (2002) estudaram as relagbes entre a morfometria e a motilidade
espermaticas, e nao encontraram evidéncias de que espermatozoides com maiores
flagelos sejam capazes de nadar em velocidades acima dos demais. No entanto,

espermatozoides com o flagelo encurtado tém velocidades reduzidas (VAN LOOK;
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KIME, 2003).

A avaliagdo da morfometria espermética pode monitorar a variagdo da
qgualidade espermética durante a estacdo reprodutiva (BUTTS et al., 2010) e,
identificar o envelhecimento espermatico (ALAVI et al., 2008). Do mesmo modo,
também fornece informagbes que podem auxiliar na determinacdo das melhores
condicdes de criacdo, como uma ferramenta de avaliagdo da qualidade da
alimentacdo de reprodutores estocados em ambientes de aquicultura, visto que a
composicdo da dieta alimentar reflete efeitos altamente significativos nos
espermatozoides (ALAVI et al., 2009).

Estudos de morfometria espermatica em peixes nativos brasileiros sao
escassos, mas realizou-se, recentemente, um em tambaqui (MARIA et al., 2010).

2.8.2 Anormalidades morfologicas espermaticas

Anormalidades ou deformidades espermaticas estdo associadas as
deficiéncias funcionais do espermatozoide, como reducdo da motilidade e vigor
espermaticos, e da habilidade de fecundacdo (MCALLISTER; KIME, 2003). O
aumento das anormalidades espermaticas provoca reducédo da motilidade e do vigor
espermaticos (LAHNSTEINER et al., 1998) e, consequentemente, da capacidade de
fecundacdo do espermatozoide. Se o espermatozoide é morfologicamente anormal,
a sua capacidade de fecundacdo e o sucesso da fertilizacdo sdo, provavelmente,
muito baixos ou inexistentes (VAN LOOK; KIME, 2003).

A avaliacdo de anormalidades morfologicas em espermatozoides de peixes
pode auxiliar na caracterizacdo de amostras, possibilitando predizer seu potencial
fecundante ou explicar insucessos de reprodutores tidos como aptos apos avaliacao
de motilidade espermatica (MURGAS et al.,, 2011). A determinacdo de um
percentual aceitavel de alteracbes morfologicas € um importante parametro de
gualidade do sémen (MARIA et al., 2010).

Em bovideos, como antilopes e bovinos, foram estudados, especificamente,
como cada anormalidade espermatica prejudica o processo de fecundacao.
Vacuolos no colo do espermatozoide podem separar o flagelo e, assim, prejudicar a
motilidade (ACKERMAN et al., 1999). O espermatozoide piriforme tem o padrao de
motilidade e a estrutura anormais, com capacidade de ligacéo e penetragdo na zona
pelldcida prejudicada, e o zigoto resultante pode expressar menor competéncia de
clivagem (THUNDATHIL et al., 1999). A gota citoplasmatica proximal, outro defeito

dos espermatozoides, provoca falhas durante 0 movimento espermatico e na ligagéao
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do espermatozoide com o ovocito, devido a deficiéncia na motilidade e/ou estrutural
e/ou funcional, e seu zigoto ndo se desenvolve além do estagio de clivagem
(THUNDATHIL et al., 2001). A anormalidade chamada Knobbed defect prejudica a
ligacdo e penetracdo do espermatozoide na zona pelucida (THUNDATHIL et al.,
2002). Estes defeitos explicam, em parte, como a infertilidade estd associada as
anormalidades esperméticas.

Em peixes, a maioria dos estudos relata as alteracbes morfoldgicas
espermaticas de modo geral, identificando apenas o percentual das mesmas
(STREIT JR. et al., 2009; MARIA et al., 2010; SOARES et al., 2010; STREIT JR. et
al., 2012). No entanto, sabe-se que espermatozoides com anormalidades na peca
intermediaria e cauda, mais frequentes, como cauda dobrada e/ou enrolada,
auséncia de cauda, flagelos encurtados ou quebrados podem ter a sua motilidade
diminuida ou ausente, e sua capacidade para fecundar sera reduzida ou inexistente
(VAN LOOK; KIME, 2003). Quando tém cabeca maior e cauda mais curta, 0s
macrocefalicos, a explicacao reside no fato de estarem em transicdo morfologica, de

espermatides para espermatozoides (KAVAMOTO et al., 1999).

3. OBJETIVO

Diante do contexto apresentado, faz-se necessario estudar as caracteristicas
seminais da cachara, com o propoésito de obter informacbes basicas, através do
estudo no ambiente natural, para fundamentar e aprimorar o desempenho
reprodutivo de machos P. reticulatum, em reproducdo artificial. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi avaliar as caracteristicas seminais de cachara na

piracema.
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Caracteristicas seminais de cachara na piracema
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Resumo — O objetivo deste estudo foi avaliar as caracteristicas seminais relacionadas a
qualidade espermatica de reprodutores cachara, Pseudoplatystoma reticulatum, na piracema.
Sete machos (7,55 + 3,31 kg; 85,0 + 19,07 cm) foram capturados durante a noite, com auxilio
de tarrafa, nas corredeiras do Rio Aquidauana (Aquidauana, MS, Brasil), entre novembro de
2011 e janeiro de 2012. Nas amostras de sémen avaliou-se volume, coloracdo, aspecto, odor,
concentracdo, integridade de membrana e morfologia espermaticas. O sémen de cachara
apresentou, em média, volume de 13,43 + 13,22 mL, coloracéo branca, aspecto cremoso, odor
sui generis, com pH seminal 8,0 e do plasma seminal 7,94 + 0,30, concentracdo média de
18,89 + 8,63x10° espermatozoides mL™, e 93,38 + 3,49% de membranas espermaticas
integras e 83,57 = 7,56% de espermatozoides normais quanto a morfologia. Os reprodutores
desta espécie, em ambiente natural, possuem caracteristicas seminais, quantitativas e
qualitativas, condizentes aos padrdes descritos em peixes teledsteos e compativeis com alta
qualidade espermatica.

Termos para indexacdo: Pseudoplatystoma reticulatum, surubim, sémen, espermatozoide,

espermiacdo, espermatologia.

Abstract — The objectives of this study were to evaluate the seminal characteristics related to
sperm quality breeding cachara, Pseudoplatystoma reticulatum, in spawning. Seven males
(7.55 £ 3.31 kg, 85.0 + 19.07 cm) were caught at night with the aid of casting net, in the
rapids of the Aquidauana river (Aquidauana, MS, Brazil), between the months of November
2011 and January 2012. In semen samples were evaluated volume, color, appearance, odor,
concentration, membrane integrity and sperm morphology. The semen cachara showed on
average volume of 13.43 + 13.22 mL, white color, creamy appearance, odor sui generis, with
pH 8.0 and seminal plasma seminal 7.94 + 0.30, mean concentration of 18.89 + 8.63x10°
sperm mL™, and 93.38 + 3.49% of intact sperm membranes and 83.57 + 7,56% normal sperm
morphology. The male breeding of this species in the natural environment have seminal

characteristics, quantitative and qualitative, consistent with the standards described in teleost



35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

42

fish and compatible with high-quality sperm.
Index terms: Pseudoplatystoma reticulatum, catfish, semen, spermatozoa, spermiation,
spermatology.

Introducéo

Pseudoplatystoma reticulatum é um peixe pertencente a familia Pimelodidae, da
ordem dos Siluriformes, cuja espécie é comumente conhecida como cachara e/ou surubim.
Habita exclusivamente a agua doce e pode ser encontrada, com ampla distribui¢do geogréfica,
nas principais bacias hidrograficas sul-americanas, como a Amazonica e do Prata (Romagosa
et al., 2003).

Piracema é o periodo em que ocorre a atividade migratdria dos peixes no sentido
ascendente do rio, durante sua estacdo reprodutiva, na regido do Pantanal Sul-Mato-
Grossense. A cachara esta entre as espécies de piracema, ou Seja, realiza migracdo reprodutiva
rumo ao leito dos rios (Resende et al., 1996).

O manejo de reprodutores em aquicultura é um fator chave determinante da
qualidade dos gametas e do sucesso da reproducdo em cultivo, ao passo que, 0 conhecimento
das caracteristicas seminais € fundamental na rotina de reproducéo artificial, pois permite o
uso racional de gametas (Rurangwa et al., 2004), bem como do nimero de reprodutores (Fogli
da Silveira et al.,, 1985), além de proporcionar informacdes para determinar o melhor
momento para colheita de sémen, e protocolos de manuseio e conservacao espermatica.

A qualidade dos espermatozoides é determinada pela sua habilidade em fecundar um
ovocito com sucesso. Consequentemente, as caracteristicas que estiverem correlacionadas,
direta ou indiretamente, com a capacidade de fecundacdo podem ser usadas para determinar a
qualidade seminal em peixes (Rurangwa et al., 2004), como o volume e pH seminais,
concentracdo, integridade de membranas e morfologia espermaticas (Fauvel et al., 2010).

As caracteristicas seminais de algumas espécies de peixes brasileiros tém sido
descritas, entre eles a curimba, Prochilodus lineatus (Kavamoto et al., 1999), o dourado,
Salminus maxillosus (Streit Jr. et al., 2008a), a piapara, Leporinus elongatus (Streit Jr. et al.,
2008b), o tambaqui, Colossoma macropomum (Maria et al., 2010) e o cascudo-preto,
Rhinelepis aspera (Sanches et al., 2011), bem como, recentemente, alguns aspectos do sémen
de cachara em cultivo (Streit Jr. et al., 2012). Contudo, tratando-se de P. reticulatum, ainda
existe pouca informacdo disponivel sobre condicBes ideais para sua reproducdo artificial
(Viveiros & Godinho, 2009) e pequeno conhecimento a respeito do sémen de cachara, sendo

0 estudo de Streit Jr. et al. (2012), o primeiro estudo seminal de cachara em cultivo. Porém,
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sabe-se que, em cultivo, o sémen é frequentemente inadequado em termos de qualidade e
quantidade e, nem sempre tem apresentado sucesso na fecundagdo (Rurangwa et al., 2004).
Diante disso, buscou-se essas informagdes, sem a interferéncia do manejo de aquicultura, em
ambiente natural.

O objetivo deste estudo foi avaliar as caracteristicas seminais, qualitativas e
quantitativas, relacionadas a qualidade espermética de reprodutores P. reticulatum na
piracema.

Material e Métodos

Entre os meses de novembro de 2011 e janeiro de 2012, realizou-se cinco
expedicdes, com duracdo média de quatro dias, ap6s a prévia informacdo de que havia
aumento do nivel das dguas e condigdes para capturar peixes, com auxilio de tarrafa (redes de
arremesso), nas corredeiras do Rio Aquidauana, Aquidauana, MS, Brasil (latitude 20°29'01"
Sul; longitude 55°38'29" Oeste). Sete machos de Pseudoplatystoma reticulatum com média de
7,55 + 3,31 kg de massa corporal e 85,0 £ 19,07 cm de comprimento total, detalhados na
Tabela 1, foram capturados durante a noite, sempre no mesmo local, com autorizacdo do
Ministério do Meio Ambiente, SISBIO, projeto n.° 31573-1.

Logo apos a captura dos reprodutores na corredeira colheram-se amostras de sémen
por massagem na parede celomatica ventral, armazenando-as em tubos cénicos identificados e
acondicionados em caixa isotérmica (30 x 20 x 15 cm) contendo gelo reciclavel, por até 4
horas, mantendo-se uma temperatura aproximada de 4°C, andlogo ao método de
armazenamento desenvolvido por Marques e Godinho (2004). Em seguida, as amostras foram
transportadas até um laboratério de campo para determinacdo do pH seminal, integridade
espermatica e acondicionamento de aliquotas para posterior avaliacdo de concentracdo e
morfologia espermaticas.

O sémen foi colhido em tubos cdnicos graduados em mL, que permitiam a
mensuracdo do volume seminal (Tabelas 1 e 2). Avaliou-se coloracdo, aspecto e odor do
sémen no momento da colheita, de modo subjetivo. Com o auxilio de tiras indicadoras de pH
(MColorpHast, pH 0-14 indicador universal, Merck KGaA, Alemanha) mensurou-se o pH do
sémen resfriado.

As amostras de sémen foram centrifugadas por 10 minutos a 4000 g, no mesmo tubo,
e 0 sobrenadante pipetado, para obter-se aliquotas de plasma seminal, nas quais se avaliou o
pH com pHmetro digital (pH 21, Hanna Instruments).

Diluiu-se as amostras de sémen em solugdo de Ringer lactato formol 0,37% na
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propor¢do 1:5000 (1 pL:5000 pL), para determinacdo da concentragdo espermatica, por
contagem em camara de Neubauer (Fogli da Silveira et al., 1985).

A técnica de coloracdo vital foi aplicada na avaliacdo da integridade de membranas
espermaticas, a qual utiliza a mistura de sémen fresco com o0s corantes eosina e nigrosina, e
imediato preparo do esfregaco, completando-se a operagdo em, no maximo, um minuto. Os
espermatozoides com membrana danificada (mortos) coram-se pela eosina, enquanto os de
membrana integra (vivos) sdo corados pela nigrosina (Fogli da Silveira et al., 1985).

O percentual de espermatozoides com morfologia normal foi determinado com o uso
de amostras seminais, previamente fixadas em solucdo de Ringer lactato formol 0,37% na
proporcao 1:1000 (3 pL:3000 pL), sendo dois esfregacos de cada corados com solugédo de
rosa bengala a 1% (Maria et al., 2010). Em microscopia de campo claro com aumento de
1000x, contou-se 300 espermatozoides de cada amostra entre os esfregacos corados com
eosina-nigrosina ou rosa bengala, totalizando 2100 espermatozoides por avaliacao.

Os dados foram avaliados com auxilio de um software estatistico e expressos em
média (x) + desvio padréo (DP) e coeficiente de variagdo (CV).

Resultados e Discussao

Todas as amostras do sémen de cachara apresentaram coloracdo branca, aspecto
cremoso, odor sui generis e pH seminal 8,0. A Tabela 2 apresenta os valores determinados
apos avaliacdo das demais caracteristicas seminais, em médias e medidas de dispersao.

O presente estudo € o primeiro relato sobre as caracteristicas seminais de cachara em
que se colheram as amostras quando a espécie realizava migracdo reprodutiva. As
caracteristicas seminais desta espécie, em reproducdo natural, foram consideradas compativeis
com sua estratégia reprodutiva ou seu padrdo geral de reproducdo (Resende et al., 1996).
Além disso, podem ser Uteis para estudos futuros, tanto de amostras seminais, como das
condicdes de manejo e selecdo de reprodutores em aquicultura.

O periodo de colheitas esta dentro do periodo reprodutivo normal da espécie, que é
relativamente curto (de novembro a fevereiro), com picos de reproducdo seguindo o regime
das chuvas (Resende et al., 1996; Romagosa et al., 2003). Ao mesmo tempo, este mesmo
periodo e as colheitas coincidiram com um periodo de grande incidéncia de machos de
cachara classificados em maturacéo final e regresséo do testiculo, sendo que os machos com
testiculos em regressdo ndo estdo fora de reprodugdo, mas, sim, em um momento no qual a
reproducdo ainda estd ocorrendo, apds a maturagdo dos espermatozoides (Batlouni et al.,

2006). Portanto, o periodo de amostragem condiz com uma época favoravel as caracteristicas
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seminais.

Os reprodutores apresentaram facil liberacdo de sémen, quando massageados ou
mesmo sem estimulo, demonstrando encontrarem-se em estado de espermiacao. Entretanto, o
volume obtido ndo pode ser considerado como o volume total do sémen liberado pelo macho,
uma vez que o método da extrusdo ndo garante a liberacdo total do sémen presente (Viveiros
& Godinho, 2009), mas é um método comum na rotina de reproducéo artificial (Maria et al.,
2010).

Encontrou-se uma ampla variacdo no volume de sémen colhido dos reprodutores
deste estudo (Tabela 1 e 2). Conforme Viveiros & Godinho (2009), o volume seminal em
peixes é muito variavel. Esta caracteristica pode ser influenciada pela varia¢do individual
(Alavi et al., 2007), espécie (Viveiros & Godinho, 2009), tamanho (Luz et al., 2001) e idade
do individuo (Bastardo et al., 2004), alimentagé@o (Alavi et al., 2009), metodologia e época de
colheita (Borges et al., 2005). Neste contexto, de acordo com as diferengas biométricas
(comprimento e massa corporal), que refletem a idade do individuo (Resende et al., 1996), as
diferencas de volumes seminais podem estar apoiadas na variagdo individual, de tamanho e
idade, dos reprodutores estudados.

Comparacdes de volume seminal sdo dificultadas pelas variacbes nos eventos
endocrinoldgicos que regulam a espermiacao e hidratacdo do sémen (Mylonas et al., 1997).
Para o valor maximo de volume seminal colhido de um macho, trés vezes maior que a média
(macho 06, Tabela 2), sugere-se que se deva a possivel desova iminente. Leonardo et al.
(2004) relatam, em cacharas com peso médio de 1,5 + 0,1 kg, a colheita aproximada de 8 a 9
mL de sémen por macho, sem inducdo hormonal. Assim sendo, o volume seminal liberado
pelo macho 07 (Tabela 1), pode refletir um individuo capturado apos a desova.

A concentracdo espermatica, assim como o volume seminal, é uma caracteristica
altamente variavel em espécies nativas brasileiras (Viveiros & Godinho, 2009). As
concentracdes espermaticas de 8,0 a 28,75x10° espermatozoides por mL encontradas neste
estudo estdo de acordo com a estratégia de fecundidade elevada de cachara, que requer um
alto namero de espermatozoides (Batlouni et al., 2006). H4 uma concentracdo espermatica
média semelhante a de cachara (Tabela 2), em uma espécie com iguais estratégias
reprodutivas, o cascudo-preto com 21,0 + 0,37x10° espermatozoides por mL (Sanches et al.,
2011). Alem disso, o CV de 45,7% colabora para afirmacdo de que ha variacdo intra-
especifica para esta caracteristica em cachara. Por outro lado, verifica-se uma variacéo

interespecifica, quando se compara com jundia, Rhamdia quelen, também da ordem dos
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Siluriformes e migrador, com maior concentracdo espermatica, 50,0 a 66,0x10°
espermatozoides por mL, e uma producdo individual que chegou a 125,0x10°
espermatozoides por mL (Borges et al., 2005). Contudo, um resultado nove vezes menor em
relacdo a concentracdo espermatica de cachara observada na piracema foi relatado em
ambiente de cultivo por Streit Jr. et al. (2012), apontando diferencas entre 0s peixes
cultivados e selvagens, também encontradas por Butts et al. (2010) em bacalhau do Atlantico,
Gadus morhua, nesta caracteristica seminal.

Considera-se que o sémen de coloracdo branca e aspecto cremoso descrito no
presente estudo seja semelhante ou compativel ao sémen leitoso espesso reportado em cachara
(Leonardo et al., 2004). Em avalicdo visual, estas duas caracteristicas podem indicar uma
maior ou menor propor¢do de plasma seminal e, também, a mistura de urina, sangue ou pus,
fatores limitantes para o aproveitamento do sémen (Andrade-Talmelli et al., 2001). Avaliando
estas caracteristicas seminais, Mataveli et al. (2007) associaram, em tilapia-do-Nilo,
Oreochromis niloticus, a coloragdo branca e aspecto cremoso, como a de cachara observada
no presente estudo, a um sémen que apresenta maior concentracdo de espermatozoides em
relacdo as coloracBes branca leitosa e branca aquosa. No entanto, no sémen de cachara, as
concentracdes espermaticas encontradas foram cerca de sete vezes maiores que em tilapia-do-
Nilo. Entre as espécies reofilicas neotropicais de dgua doce, ha algumas que apresentam um
sémen branco leitoso quase transparente, como a matrinxa, Brycon cephalus, com 9,61 +
1,6x10° espermatozoides por mL (Ninhaus-Silveira et al., 2006) e a pirapitinga, Brycon
nattereri, um sémen de baixa viscosidade, mesmo assim, tem concentracdo espermatica maior
do que em cachara, com 30,0 + 5,6x10° espermatozoides por mL (Oliveira et al., 2007), ou
ainda, no caso do jundid, coloracdo e aspecto iguais de cachara, com maiores concentracdes
espermaticas (Borges et al., 2005), evidenciando variacbes entre coloracdo, aspecto e
concentracdo espermatica interespecificos.

Nas distintas espécies, 0 sémen tem odor caracteristico (Sui generis), como referido
por Mies Filho (1987). Pelo contrario, em jundia, o sémen é descrito como sem odor (Borges
et al., 2005). Em cachara, notou-se um cheiro proprio, facilmente perceptivel, que se
considerou Sui generis também.

O pH seminal (do sémen ou do plasma seminal) desta espécie, em torno de 8,0, é
semelhante ao encontrado para outras espécies como o0 tambaqui, da ordem dos
Characiformes, com pH do sémen 8,0 = 0,10 (Maria et al., 2010), e, igualmente, para carpa-

capim, Ctenopharyngodon idella, da ordem dos Cypriniformes, com 7,9 + 0,06 (Verma et al.,
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2009) e bacalhau do Atlantico, da ordem dos Gadiformes, com pH do plasma seminal 8,05 +
0,19 (Butts et al., 2010). No entanto, o cascudo-preto, da mesma ordem dos Siluriformes e
migrador, tém um pH médio do sémen mais alcalino, de 9,39 + 0,21 (Sanches et al., 2011). A
vista disso, os pequenos DP, determinam baixos CV, que permitem identificar que esta
caracteristica seminal comporta-se de modo padrdo nas espécies, como em cachara.

A cachara demonstrou alta taxa de espermatozoides vivos e baixo CV (Tabela 2)
que, assim como pH seminal, expressa-se como um padrdo no sémen das espécies, comparado
aos percentuais médios encontrados em espécies reofilicas, como a piabanha, Brycon insignis,
com 91,2 + 2,6% e CV 2,85% (Andrade-Talmelli et al., 2001), tambaqui com 97,0 £ 2,0% e
CV 2,0% (Maria et al., 2010) e cascudo-preto com 96,5 + 4,41% e CV 4,57% (Sanches et al.,
2011), sendo os percentuais considerados altos, pois estdo acima de 90%, e baixos CV,
inferiores a 5%.

Em condicdes de cultivo de espécies reofilicas, hd percentuais de espermatozoides
normais, quanto a sua morfologia, semelhantes aos de cachara, como em tambaqui, em que
Maria et al. (2010) encontraram cerca de 84%, ou ainda maiores, em curimbata, Prochilodus
scrofa, em que Kavamoto et al. (1999) verificaram 90% e, em curimba com 97% de normais
(Miliorini et al., 2011). Para peixes ndo ha indices morfologicos que possam indicar até que
ponto os reprodutores sdo viaveis (Maria et al., 2010). Miliorini et al. (2011) presumiram que
essa percentagem critica de anormalidades espermaticas para fecundacdo em curimba, assim
como em muitas espécies migradoras brasileiras, seja de 50%, por implicar maior proporcao
de espermatozoides em relacdo aos ovocitos, quando comparados com mamiferos. O Colégio
Brasileiro de Reprducdo Animal (CBRA) considera uma amostra seminal com taxa inferior a
70% de espermatozoides normais como impropria para inseminacdo artificial em outras
espécies (CBRA, 1998). Ainda em cultivo, percentuais menores do que deste estudo sdo
encontrados, por exemplo, em Streit Jr. et al. (2008b), que verificaram aproximadamente 64%
de normalidade nos espermatozoides de piapara, Streit Jr. et al. (2008a) 57% em dourado,
Streit Jr. et al. (2012) 53% em cachara, e Mataveli et al. (2007) 16% em tilapia-do-Nilo.
Segundo Miliorini et al. (2011), as variacGes nesta caracteristica podem ser genéticas ou
ambientais. No presente estudo, o valor maximo apresentou 95% de normalidade na
morfologia espermatica, enquanto o minimo foi de 72%, mantendo-se dentro das
recomendagdes do CBRA (1998) e da percentagem critica presumida por Miliorini et al.
(2011). Desta forma, infere-se que os percentuais encontrados estdo inclusos nos padrdes de

qualidade espermatica.



233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265

48

Estudos que busquem otimizar o uso de reprodutores sdo importantes para o
desenvolvimento da aquicultura, especialmente das espécies nativas brasileiras. Por
conseguinte, a determinacdo dos padrbes das caracteristicas seminais podem auxiliar na
conservagao dos estoques naturais e producdo aquicola, sendo Uteis no digndstico de falhas
reprodutivas e na criopreservacdo de espermatozoides da espécie. Mais estudos devem ser
realizados, a fim de estabelecer as relacGes de qualidade seminal em P. reticulatum com a
fertilidade, e estabelecendo outros fatores que possam estar associados as variacdes das
caracteristicas seminais.

Concluséo

1. O volume seminal e a concentracdo espermatica de cachara sdo amplamente
variaveis.

2. A taxa de integridade espermatica € alta e, junto com pH seminal, expressam-se
como padrdes seminais.

3. O percentual de espermatozoides normais acompanha aos padrdes de qualidade
espermatica de espécies de peixes telesteos e mamiferos.

4. Os reprodutores P. reticulatum, em ambiente natural, possuem caracteristicas
seminais, quantitativas e qualitativas, condizentes aos padrdes seminais descritos em peixes
teledsteos e compativeis com alta qualidade espermatica.
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Tabela 1. Biometria e volume seminal colhido de cachara, P. reticulatum, na piracema.

Variaveis Machos

01 02 03 04 05 06 07
Comprimento padrdo (cm) 840 790 860 776 875 97,0 410
Comprimento total (cm) 93,0 880 910 830 930 1030 440
Largura da cabega (cm) 16,0 140 1655 140 145 190 90
Altura da cabeca (cm) 90 10,0 120 105 115 130 6,6
Massa corporal (kg) 8,2 6,7 9,1 6,1 88 123 16
Volume seminal colhido (mL) 85 110 110 70 135 420 10

Tabela 2. Caracteristicas seminais de cachara, P. reticulatum, na piracema, expressos em
média (x) + desvio padrdo (DP), valores minimo e maximo e coeficiente de variagao (CV).

Caracteristicas seminais x+DP Min.  Max. CV (%)
Volume (mL) 13,43 +13,22 1,0 42,0 98,43
Concentragdo espermatica (x10° mL™) 18,89 +8,63 8,0 28,75 45,70
pH do plasma seminal 7,94 £ 0,30 7,32 822 3,77
Integridade espermatica (%) 93,38+3,49 88,00 97,00 3,73
Morfologia espermatica normal (%) 8357+756 72,00 9500 9,05
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Anormalidades morfol6gicas e morfometria espermaticas de cachara na piracema
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Resumo — Os objetivos deste estudo foram avaliar a morfologia e morfometria dos
espermatozoides de cachara, Pseudoplatystoma reticulatum, na piracema. Sete machos (7,55
+ 3,31 kg; 85,0 + 19,07 cm) foram capturados durante a noite, com auxilio de tarrafa, nas
corredeiras do Rio Aquidauana (Aquidauana, MS, Brasil), durante os meses de novembro de
2011 a janeiro de 2012. Avaliou-se a morfologia espermatica (n = 2100) através de esfregagos
corados em solucdo rosa bengala, classificando-se os espermatozoides em normais ou de
acordo com a anormalidade em sua morfologia. As dimensdes dos espermatozoides (n = 350)
foram mensuradas a partir de micrografias digitais. O sémen de cachara apresentou
espermatozoides do tipo aquatico, sem acrossoma, sendo que 16,43 + 1,42% deles continham
anomalias em sua forma, sendo a mais frequente a cauda enrolada na cabeca, representando
4,76 + 0,59% das anormalidades. Morfometricamente, as dimensfes espermaticas médias
foram 43,46 + 3,90 um de comprimento total, com uma cabeca circular (comprimento: 2,56 +
0,18 um; largura: 2,37 + 0,16 um; circularidade: 0,95 + 0,05; elipticidade: 1,08 + 0,11), peca
intermediaria com 0,59 + 0,07 um e flagelo com 40,30 + 3,92 um. As anormalidades
morfologicas espermaticas mais comuns sdo de cauda e as diferencas significativas na
morfometria dos espermatozoides, entre os individuos, € propria da espécie, da mesma forma
que a cabeca do espermatozoide é padrédo de formato circular.

Palavras-chave: surubim; reproducdo; espermiacdo; morfologia espermatica; morfometria
espermatica.

Abstract — This study aimed to evaluate the morphology and morphometry of spermatozoa
cachara, Pseudoplatystoma reticulatum, in spawning. Seven males (7.55 + 3.31 kg, 85.0 +
19.07 cm) were caught at night with the aid of casting net, in the rapids of the Rio
Aquidauana (Aquidauana, MS, Brazil), between the months of November 2011 and January
2012. We evaluated sperm morphology (n = 2100) using smears stained with rose bengal
solution, sorting the sperm as normal or abnormal according to their morphology. The
dimensions of the spermatozoa (n = 350) were measured from digital micrographs. The semen

cachara showed sperm aquatic type, without acrosome, and 16.43 + 1.42% had abnormalities
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in their shape, the most frequent tail wrapped around his head, representing 4.76 + 0.59% of
abnormalities. Morphometrically dimensions sperm averages were 43.46 + 3.90 um in total
length, with a circular head (length: 2.56 + 0.18 um width: 2.37 £ 0.16 um; circularity: 0, 95
+ 0.05; ellipticity: 1.08 + 0.11), middle piece with 0.59 + 0.07 um and flagellum with 40.30 =
3.92 um. The sperm morphological abnormalities are more common tail and significant
differences in sperm morphometry among individuals, is own of species, similarly that the
head of the sperms is standard circular format.

Keywords: catfish; reproduction; spermiation; sperm morphology; sperm morphometry.

Introducéo

O monitoramento da qualidade dos espermatozoides € um passo importante na
selecdo de reprodutores masculinos, que pode fornecer indicios para problemas seminais.
Qualquer parametro quantificavel que correlaciona-se diretamente com a capacidade de
fecundacdo dos espermatozoides pode, potencialmente, ser usado como uma medida da
qualidade espermatica (Beirdo et al., 2009).

O estudo morfologico das células espermaticas e sua relacdo com a infertilidade dos
machos alcancaram maior importancia com o advento da inseminacdo artificial em
mamiferos, especialmente bovinos, pois o percentual de espermatozoides com morfologia
normal é correlacionado com a fertilidade (Barth & Oko, 1989). Em peixes, este estudo tem
sido relacionado aos diferentes parametros sobre a habilidade de fecundacdo (Rurangwa et al.,
2004; Fauvel et al., 2010). Alteracbes morfoldgicas nos espermatozoides tem sido descritas
em espécies reofilicas neotropicais de agua doce, como curimbata, Prochilodus scrofa
(Kavamoto et al., 1999), dourado, Salminus maxillosus (Streit Jr. et al., 2008a), piapara,
Leporinus elongatus (Streit Jr. et al., 2008b), tambaqui, Colossoma macropomum (Maria et
al., 2010) e, recentemente, em cachara (Streit Jr. et al., 2012).

A morfologia espermética varia grandemente, e 0 mesmo acontece com sua
morfometria (Maria et al., 2010). Os espermatozoides de peixes sdo células sujeitas as
variacOes do testiculo para o meio de fecundacdo. Além disso, podem ser danificados por
xenobiodticos, elementos toxicos, alterados por mutacdo genética, variaches Sazonais,
envelhecimento, estresse oxidativo e parcialmente degradados por protocolos de
criopreservacdo. Sob estas diferentes causas, observam-se alteragdes na morfologia
espermatica como irregularidades na cabega, bem como modificagdes na morfometria
espermatica, tais como encurtamento do flagelo e dimensdes da cabeca que,

consequentemente, podem afetar a habilidade de fecundagdo (Van Look & Kime, 2003;
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Asturiano et al., 2007; Alavi et al., 2009; Butts et al., 2010; 2011).

As dimensdes dos espermatozoides de espécies reofilicas neotropicais brasileiras de
agua doce ainda sdo pouco relatadas, se comparadas a quantidade de estudos sobre morfologia
espermatica. Maria et al. (2010) descreveram a morfometria espermatica do tambaqui,
considerando comprimento e largura da cabega, comprimento da peca intermediaria e do
flagelo e o comprimento total dos espermatozoides.

H& evidéncias crescentes de que a poluicdo ambiental pode afetar a capacidade
reprodutiva de animais selvagens (Damstra et al., 2002); neste contexto, as avalicdes de
morfologia e morfometria espermaticas tém demonstrado eficiéncia em identificar alteracfes
nos espermatozoides provocadas por metais pesados (por exemplo, mercario), como bolhas,
quebra parcial (Abascal et al., 2007) e encurtamento do flagelo (Van Look & Kime, 2003).

Os objetivos deste estudo foram avaliar anormalidades morfologicas e morfometria
espermaticas de reprodutores P. reticulatum na piracema.

Material e Métodos

Entre os meses de novembro de 2011 e janeiro de 2012, realizou-se cinco
expedicGes, com duracdo média de quatro dias, ap0s a prévia informacdo de que havia
aumento do nivel das dguas e condi¢des para capturar peixes, com auxilio de tarrafa (redes de
arremesso), nas corredeiras do Rio Aquidauana, Aquidauana, MS, Brasil (latitude 20°29'01"
Sul; longitude 55°38'29" Oeste). Sete machos de Pseudoplatystoma reticulatum com média de
7,55 + 3,31 kg de massa corporal e 85,0 = 19,07 cm de comprimento total foram capturados
durante a noite, sempre no mesmo local, com autorizacdo do Ministério do Meio Ambiente,
SISBIO, projeto n.° 31573-1.

Logo apoés a captura dos reprodutores na corredeira colheram-se amostras de sémen,
por massagem na parede celomatica ventral, armazenando-as em tubos cénicos identificados e
acondicionados em caixa isotérmica (30 x 20 x 15 cm) contendo gelo reciclavel, por até 4
horas, mantendo-se uma temperatura aproximada de 4°C, andlogo ao método de
armazenamento desenvolvido por Marques e Godinho (2004). Em seguida, as amostras foram
transportadas até um laborat6rio de campo para acondicionamento de aliquotas para posterior
avaliacdo de morfologia e morfometria espermaticas.

Das amostras previamente fixadas em solucdo de Ringer lactato e formaldeido
0,37%, diluidas na proporg¢do 1:1000 (3 pL:3000 uL), foram corados dois esfregacos de cada
amostra com solucdo de rosa bengala a 1% (Maria et al., 2010). Observou-se os esfregacos

em microscopia de campo claro com objetiva de 1000x, avaliando-se 0s espermatozoides (n =
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2100 espermatozoides, sete machos x 300 espermatozoides) quanto & morfologia,
classificando-0s em normais ou de acordo com a anormalidade em sua morfologia, adaptadas
de Kavamoto et al. (1999), Maria et al. (2010) e Miliorini et al. (2011). As anormalidades
foram agrupadas quanto as regifes do espermatozoide, cabeca, peca intermediaria e cauda.

Com uma camera digital Moticam 2300 (Motic®) acoplada ao microscépio (Olympus
BX 45), em aumento de 1000x, fotografou-se os espermatozoides normais (n = 350; sete
machos x 50 espermatozoides) dos esfregacos utilizados na avaliacdo morfoldgica. Para fins
de analise considerou-se comprimento, largura, area, perimetro, circularidade e elipticidade da
cabeca, e comprimento da peca intermediaria e do flagelo. O comprimento total do
espermatozoide foi calculado pela soma do comprimento da cabeca, pe¢a intermediaria e
flagelo, estimando-se a circularidade da cabeca espermética pela equacdo
4 x(area/(perimetro)?), e a elipticidade pela altura da cabeca/largura da cabeca, de acordo
com Tuset et al. (2008) e Butts et al. (2010). Todas as medidas foram realizadas a partir das
micrografias digitais, utilizando-se o software Motic Image Plus 2.0 (Maria et al., 2010).

Os dados foram avaliados com auxilio de um software estatistico e expressos em
média (x) + desvio padrdo (DP) ou erro padrdo (EP), sendo os resultados apresentados na
forma de figura e tabela. Para a comparacdo das medidas morfométricas entre 0s machos
utilizou-se a analise de variancia, com modelo linear multivariavel, ajustado (covariancia)
para o peso do individuo, e o teste de Duncan para comparacao das médias (P<0,05).

Resultados e Discussao

O presente estudo € o primeiro relato sobre anormalidades morfoldgicas e
morfometria espermaticas de cachara, em que se colheram as amostras quando a espécie
realizava migracdo reprodutiva, em um periodo condizente com condi¢bes favoraveis a
qualidade espermatica, em termos de maturacdo gonadal (Batlouni et al., 2006).

O espermatozoide de cachara pode ser classificado como do tipo aquatico ou
aquasperm (Quagio-Grassiotto & Oliveira, 2008), com uma cabeca desprovida de vesicula
acrossomal, contendo um nucleo esférico, peca intermediaria curta e um flagelo. O nicleo
estd rodeado por uma fina camada de citoplasma sem organelas, preenchido com cromatina
compactada e homogénea, com alta afinidade pelo corante rosa bengala, observado na Figura
1. Esta forma confere com a apresentada em estudos histoldgicos anteriores nesta espécie, em
que utilizou-se microscopia eletronica para as analises (Batlouni et al., 2006; Quagio-
Grassiotto & Oliveira, 2008). Todavia, esta ultima técnica ndo pode ser utilizada como rotina

nas analises de sémen, em funcéo do alto custo e baixa praticidade. Neste contexto, o presente
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estudo contribui para confirmar a utilizacdo da técnica de coloracdo e visualizagdo em
microscopia Optica de campo claro, para o sémen de cachara, demostrando eficicacia nas
avaliagcdes de morfologia e morfometria espermaticas.

Na Figura 2 visualizam-se as anormalidades esperméticas de P. Reticulatum
encontradas no presente estudo. Porém, hd uma dificuldade para comparacdo das
anormalidades, entre os peixes teledsteos, pois ndo existe a utilizacdo de um padrdo comum
de classificacdo, como a do Colégio Brasileiro de Reproducdo Animal (CBRA, 1998) para
mamiferos domésticos. Miliorini et al. (2011), recentemente, sugeriram uma classificacdo de
anormalidades para curimba, Prochilodus lineatus, porém para cachara os estudos ainda séo
recentes (Streit Jr. et al., 2012).

Caudas encurtadas ou quebradas podem ter a sua motilidade diminuida ou ausente, e
a capacidade fecundante muito baixa ou inexistente (Kavamoto et al., 1999; Van Look e
Kime, 2003). As anormalidades mais comuns encontradas anteriormente em cachara de
cultivo foram de cauda (Streit Jr. et al., 2012), assim como pode-se visualizar na Figura 3 em
relacdo ao presente estudo e, também, em outros peixes migradores como em dourado (Streit
Jr. et al., 2008a), piapara, Leporinus elongatus (Streit Jr. et al., 2008b) e tambaqui (Maria et
al., 2010).

A anormalidade espermatica mais frequente em cachara foi cauda enrolada na cabeca
com 4,76% (Tabela 1). Em curimba os defeitos mais comuns encontrados foram cauda
dobrada e/ou enrolada e auséncia da mesma (Kavamoto et al., 1999). O segundo defeito mais
comum encontrado no presente estudo foi a cabeca isolada normal, podendo ser denominado
auséncia de cauda como em curimba, sendo que todos estes ndo permitem a movimentagédo
espermatica. Neste contexto, assim como outras anormalidades morfoldgicas dos
espermatozoides, é importante destacar quais os efeitos determinados pelas anomalias, visto
que elas podem interferir no processo de fecundagdo e/ou no desenvolvimento embrionario
(Thundathil et al., 1999; Thundathil et al., 2001).

Entre outras anormalidades espermaticas encontradas em cachara, por exemplo, 0s
espermatozoides com anomalias classificadas como piriformes e gota citoplamatica proximal
sofrem alteracdes no padrdo de motilidade, devido a deficiéncia estrutural e/ou funcional,
prejudicando o processo de fecundacdo, bem como, o zigoto resultante, o qual pode expressar
menor competéncia de clivagem (Thundathil et al., 1999; Thundathil et al., 2001). Os
macrocefalicos, cabeca maior e cauda mais curta, sdo indicativos de transicdo morfoldgica, a

partir de espermatides para espermatozoides. Os subdesenvolvidos podem ser comparados aos
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microcefalicos, descritos anteriormente em cachara de cultivo (Streit Jr. et al., 2012).

As anormalidades de peca intermediaria, também encontradas em cachara, podem
determinar alteragdes progressivas na motilidade, aumentando o nimero de espermatozoides
com movimentos circulares ou oscilatérios e, consequentemente, diminuindo a taxa de
fecundacdo (Kavamoto et al., 1999). Murgas et al. (2011) referem-se a importancia da
avaliacdo da morfologia de espermatozoides, que pode explicar o insucesso de reprodutores
tidos como aptos ap0ds analises convencionais de motilidade espermatica.

Diferengas significativas entre os individuos, na morfometria das regibes dos
espermatozoides de cachara, verificadas no presente estudo, visualizadas na Tabela 2, sdo
consequéncia de uma alta variagdo da morfometria espermatica. Estas podem ocorrer devido
as variagdes individuais, dentro de uma mesma espécie e, ainda, no mesmo individuo (Noveiri
et al., 2006). Gage et al. (1998) citam quem as diferencas na morfometria espermatica dentro
de um individuo podem ser similares ao nivel de variagdo genética da populagdo. Nos
espermatozoides de cachara, verificou-se que as diferencas significativas no comprimento
total derivam das diferencas do comprimento do flagelo, assim como descrito em
espermatozoides de salmdo do Atlantico, Salmo salar (Gage et al., 1998). Algumas das
diferencas relativas a morfometria esperméatica podem ser explicadas pela alometria co-
evolutiva encontrada nas dimensdes da cabeca, peca intermediaria e flagelo (Gage, 1998).
Além disso, diferencas também ocorrem em resposta a fatores como a repeticdo amostral e
métodos de amostragem, condi¢cdes de captura e nutricionais, época da estacdo reprodutiva e
de outros fatores ambientais que, potencialmente, poderiam influenciar a morfometria
(Kopieka et al., 2000; Noveiri et al., 2006; Alavi et al., 2009). Como no presente estudo as
amostras seminais foram oriundas de peixes capturados aleatoriamente no rio, sem
determinacdo total das condigdes ambientais influindo sobre os animais, ndo hd como
determinar exatamente, qual ou quais os fatores foram responsaveis pelas diferencas
significativas, exceto o perido de amostragem que favorecia a qualidade seminal (Resende et
al., 1996; Batlouni et al., 2006).

Além disso, sabe-se que a morfometria espermatica altera-se ao longo da estacédo
reprodutiva (Butts et al., 2010). As medidas dos espermatozoides deste estudo referem-se ao
periodo de piracema que, para esta espécie, é de novembro a fevereiro, como picos de
reproducdo (Resende et al., 1996), sendo que o periodo de amostragem, novembro a janeiro,
refere-se a um periodo com grande incidéncia de machos cachara classificados em maturacéo

final e regressdo do testiculo, de forma que 0s machos com testiculos em regressdo ndo estdo
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fora de reproducdo, mas sim em um momento no qual a reproducdo ainda estd ocorrendo
(Batlouni et al., 2006). Alavi et al. (2009) identificaram o envelhecimento espermético em
barbo, Barbus barbus, através de diminuicdo das dimensfes da cabeca, peca intermediaria,
flagelo e, consequentemente, do comprimento total. Para cachara este periodo de
envelhecimento, provavelmente, corresponde ao més de fevereiro. Desta forma, presume-se
que os machos deste estudo ndo se encontravam em periodo de envelhecimento espermatico
do final da estacdo reprodutiva. Portanto, considerou-se as diferengas significativas
encontradas na morfometria espermatica de P. reticulatum, entre os individuos, como préprias
da espécie.

Com os indices de circularidade e elipticidade da morfometria da cabeca do
espermatozoide de cachara caracterizou-se sua forma como circular, com indices de 0,95 *
0,02 de circularidade e 1,08 + 0,07 de elipticidade. Por outro lado, em espermatozoides de
bacalhau do Atlantico, Gadus Morhua, esses indices sdo, em média, 0,79 = 0,003 e 1,71 +
0,01 respectivamente, caracterizando uma cabeca eliptica (Butts et al., 2010). Ainda em
bacalhau, Tuset et al. (2008) encontraram dois padrdes de cabeca para 0s espermatozoides,
circular (0,98 £ 0,03 de circularidade e 1,09 £ 0,09 de elipticidade) e eliptico (0,86 £+ 0,03 e
1,72 = 0,14, respectivamente), enquanto neste estudo de cachara, confirmou-se apenas o
padrdo circular da cabeca espermatica.

Os resultados encontrados, desta espécie em reproducdo natural, podem contribuir
em estudos futuros, tanto de amostras seminais, como das condi¢des de manejo e selecdo de
reprodutores em aquicultura, além de efeitos provocados por poluentes no ambiente aquatico.
Estudos que busquem otimizar o uso de reprodutores sdo importantes para o desenvolvimento
da aquicultura, especialmente das espécies nativas brasileiras. Por conseguinte, a
determinacdo de anormalidades morfoldgicas e morfometria espermaticas podem ser Uteis no
dignostico de falhas reprodutivas ou na determinacéo de fatores deletérios a espermatogénese,
assim como na criopreservacdo de espermatozoides da espécie. Mais estudos devem ser
realizados, a fim de estabelecer padrBes quantitativos de morfologia e morfometria
espermatica em P. reticulatum, estabelecendo outros fatores associados as variagdes na
morfologia e morfometria dos espermatozoides.

Conclusédo

1. As anormalidades morfoldgicas espermaticas mais comuns em cachara sdo de

cauda.

2. As diferencas significativas na morfometria dos espermatozoides de cachara, entre
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os individuos, sdo prdprias da espécie.

3. A cabeca do espermatozoide é padrdo de formato circular.
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Figura 1. Espermatozoide normal de P. reticulatum, sob microscopia
de campo claro (aumento de 1000x), submetido a coloragdo em rosa
bengala.
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Figura 2. Anormalidades morfoldgicas espermaticas observadas no sémen de P. reticulatum,
sob microscopia de campo claro (aumento de 1000x), coradas por solucdo rosa bengala 1%.
(A) Cabeca isolada normal. (B) Subdesenvolvido. (C) Macrocefalia. (D) Contorno irregular
da cabeca. (E) Estreito na base. (F) Cabeca isolada anormal. (G) Piriforme. (H) Retroaxial. (I)
Gota citoplasmatica proximal. (J) Edema de peca intermediaria. (K) Cauda enrolada na
cabeca. (L) Cauda quebrada. (M) Caudade dobrada simples. (N) Cauda fortemente enrolada.
(O) Cauda fortemente dobrada. (P) Cauda enrolada simples.
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Figura 3. Percentual de anormalidades morfologicas de P. reticulatum, nas
regides espermaticas.
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Tabela 1. Anormalidades morfoldgicas espermaticas observadas no sémen de P. reticulatum,
em média (x) + erro padrdo (EP).

Anormalidades espermaticas (%) x =*EP
Cabeca 6,06 +1,37
Cabeca isolada normal 395 £0,51
Subdesenvolvido 0,71 £0,12
Macrocefalia 0,38 0,06
Contorno irregular da cabeca 0,33 £0,09
Estreito na base 0,33 0,07
Cabeca isolada anormal 0,19 £0,04
Piriforme 0,14 +0,03
Peca intermediaria 0,90 +£0,32
Retroaxial 0,67 £0,11
Gota citoplasmatica proximal 0,19 +£0,03
Edema de peca intermediaria 0,05 0,02
Cauda 9,48 £1,73
Cauda enrolada na cabeca 4,76 =0,59
Cauda quebrada 2,24 +0,18
Cauda dobrada simples 1,29 +0,27
Cauda fortemente enrolada 0,71 +0,07
Cauda fortemente dobrada 0,24 +0,07
Cauda enrolada simples 0,24 £0,07

Total de anormalidades 16,43 +142
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Tabela 2. Morfometria espermética de cachara, P. reticulatum, em média (x) + desvio padrdo (DP) e intervalo de confianca de 95% (IC).
Macho 01 Macho 02 Macho 03 Macho 04 Macho 05 Macho 06 ~ Macho 07 x £ DP

Variaveis (x + DP)* I
laveis (x + DP) (n=50) (n=50) (n=50) (n=50) (n=50) (n=50) (n=50) (n=350) ¢
Cabeca
Area (um?) 463+055"° 524+044° 538+055° 563+0,64° 571+054" 528+044° 495+046° 526+062 5,20-533

Perimetro (um) 782+0,46° 8,35+0,40° 842+0437 860+048%° 870+0,40° 8,36+0,34° 812+037° 834+049 829-839
Comprimento (um) 2,40 £0,16 2,60 +0,14° 2,62+0,19° 2,67+0,18° 2,68+0,14° 2552+0,15° 2,47+0,17® 257+0,19 2,55-2,59

Largura (um) 2,28+0,16* 2,37+0,12 242+017° 246+0,18" 2,46+0,16" 2,33+0,12® 2,34+0,12* 238+0,16 2,36-2,40
Circularidade 0,95+0,01*° 0,94+0,04* 095+001° 095+0,01° 0,95+0,01* 0,95+0,01* 0,94+0,02° 0,95+0,02 0,94-0,95
Elipticidade 1,06 +0,06° 1,10+0,06° 1,08+0,07®° 1,09+0,07®® 1,09+0,08"° 1,09+0,07*° 1,06+0,08¢ 1,08+0,07 1,07-1,09

Peca intermediaria

Comprimento (um) 0,66 +0,08° 0,64 +0,09® 0,59 +0,06™ 0,61+0,06 0,53+0,07* 0,56 +0,06® 0,60+0,06° 0,60+0,07 0,59-0,61
Flagelo

Comprimento (um) 41,55 +3,32° 39,98 + 3,45 36,80 +2,90* 38,56 +3,11° 40,27 +3,58° 41,24 + 3,84° 43,72 + 3,36 40,30 + 3,92 39,87-40,74
Espermatozoide

Comprimento (um) 44,61 +3,32° 43,22 + 3,45 40,01 +2,89* 41,84 +3,15° 43,49 + 3,60™ 44,33 + 3,87° 46,79 + 3,34 43,47 + 3,90 40,03-40,91

*Valores dentro de uma linha seguidos por letras diferentes expressam diferenca significativa pelo teste de Duncan em nivel de significancia de 5%.



