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COMGELAMENTC DO SEMEN DA THUTA ARCO-RIS, Oncorhynchus mykiss. EM VAPOR DE
NITROGENIO LIGUIDD

[Fraezing of raimbow trout, Oneorhynchus mykiss, semen in liguid nitrogen vapor]

RESUMO

Cr presenty experimento foi conduzido pa BEstacio
Experirmental e Salmonicoliur de Campos Go Jonin,
SP22457S ¢ 357E0FW. Teve come objetivo verificar o
edeitn o sémen diluido refrigerado, congelado ¢ desoon-
frekido preluos migoudog ripidoe lento, na Gertilidade dutnata
aret-ieis, Orcorforehuc myvkiss, Asporcentagens médias
ihe ternhdade dosam; semen diluido resiriads = ¥o, 485
sfmen congelado ¢ deseongelalo Pl midledo mipid =
36, LR sémen congelado ¢ descongeludo pelo método
lento = 31L80%: | sémen fresoo wiliadoe comae controle =
PR, T amalise dos dados obidos, concluiu-seque: 1)
30 e dilerenga sipnificativa (P=001] entre 4 taxa
T e Termilacadie do s@roen fresco, quando comparada
coma do sémen diluidoe resfriado; 1) os descongelamen-
05 ripddn ¢ lento n3in inlererism noe poder fecundante
dis espermatntiles
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ABRSTRALT

This experiment was caried oul at Estagio Expesi-
memial e Salmonicelora de Campos do Tordan, S5
ko, Brgeil {22°45° S and d5™30°W ), incaderio vezilyihe
effect of chilled dEluted, froeen sed thawsed sperm, by
rapid o slow metbods oo fentility of the minbow o,
Oncorfenchusmykiss, Thelenilineaverazes were: chilled
diluted il =486 8% frozen roilufrapid hawing = 36 185,
frocen miltfskow thewing = 3 1L86%:, fresh milt (eontrol) =
A3 68% The conclusion from the data analysis were: 1)
there was no significant difference (P01 ) hetween the
fertility of fresh milt and diluted chilled milt; 2) the eapid
and =low thawing dad nor uxtertene n fecuncaly power of
the SPermatezos.
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I, INTRODUCAQD

Hi mais de dois séculos, cientistas vim
pesquisando métodos para preservar a viabi-
lidade de gametas de peixes (Quartrelages,
IR33, apud HORTON & 07T, 1976), FORTON &
OTT (19760, em revisio da literaturz sobre
criopreservagie de espermatozdides ¢ ovos
de peixe, cilam ainda vares autores que, em
estudos iniciais aré meados deste séoulo, se

{1} Pesquesadar e

ifice - Segia de Biolegia Aqudtica - Divisio de Pesca lntenier - laspse de Paics - CPASA A

concentravam em prolongara vidados gametas
no estado ndo congelado, enguanto outros,
M PEsuIsas mans recentes, focalizam o de-
senvilvimento de wdonicas crinprotetoras a
fim de preservar a vida dos espermatoziides.

A maioria das pesquisas estd voltada &
criopreservacio do sémen de peines que per-
tencem 4 familia Salmomdae. com vistas 4
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profecin da espéoie. o subsidiar a pesquisa, a
atender as espécies que maturam em diferen-
tes pericdos do ane ¢ principalmente a servir
A agiiculiura comercial,

Ma literatura especializada sobre fertili-
Fagio com sEmen criopreservado de rutas,
cncontram-se os trabalhos de GRAYBILL &
HORTOM (1965, (VT & HORTON (19713, STEIN
& BAYRLE (19783, STORS & HOLTY (1981 a,h;
1933 a.b), BAYNES & SCOTT (1937), COSER;
STOSE, DONALDSON (19588), SCHMIDT-
BAULAIN & HOLTY (1989 e WIELELLEE &
THORCGAARD 1991} que descreveram médias
de terulidade que variaram de [8% a 87.1%.
Mo Brasil, para a mesma espécie, encontra-se
o trabalho de FOGLL DA SILVEIRA et alli
(1984, que obtiveram a média de 10.55% de
dvilos fertilizados, quando também utiliza-
ram sEmen criopreservado

As médias de fertilidade da espéeie, abti-
das com sémen fresco, venhcadas por STEIN

& BAYRLLE (1978), STOSS & HOLTS (1981 ab,;
1983 a), FOGLD DA SILVEIRA et alii (1984) ¢
SCHMIDT-BAULAIN & LIOLTZ (1989), [oram:
7.0%: 07 19, 975, U3, 2% 7T 575 e 96.9%,
Tespeclivamente.

Tendo em visia'as necessidades do setor
produtive, este wrabalbo objetivou introduzr
econgelamento do sBmen em vapor de nitro-
ginio Hguido. a fim de evitar o chogue Wrmi-
o sobre a célula espermatica, & comparar os
resultados de fertilizagio com: sémen conge-
lado, sémen resfrado @ sEmen fresco da tota
arco-iris, espéele anteriormente deneminada
Sadme iridels M OOSS0 MEID ¢, Mals recenie-
mente, classificada, através da osteologiae da
bioguimica da espécie. come Oneorfvnchis
mrvkiy (SMITTL & STEARLY, 1989),

Em nia preliminar, FOGLT DA SILVEIRA
clalii { 198y) apresentaram. em Reunido Cien-
tifica, os resultados descritos neste trabalho.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento f0i conduzido durante o
perindo reprodutivo da truta arco-iris.
Ccorbvnchus myvkiss de mae a agosto Je
[98%, na Estacio Experimental de
Salmomiculiura de Campos do Jordio, SP
(2274578 e 45"30 W)

Unlizou-s¢ um “pool” de sémen de trés
machos de 2 anos de 1dade ¢ com pese médio
de Tlille.

Apds a avaliagdo quali-guantitativa do
material espermdlico (SALISBURY & YAN-
DEMARK, 196d, FRIBOTIRGH, 19066, FOGLI A
SILVEIRA: BEAVAMOTO: NARAHARA, 1981;
1983, KAVAMOTO et alii, 1985), o mesm [0
dividido gm trés partes, A primeira, no estado
puri, fol mantida resfriada enere 0°C e 3°C atd
o momento da fertilizagio. A segunda fol
dileida na proporgio de 1:3 noe diluidor <V 2e”
preconizado por STEIN & BAYRLE (1978, com

a seguinte composigan: NaCll = 730 mg,
NaHCO, = 200 mg, KCl = 38 mg, ghcose =
I me, dgua destilada = TO0 ml, gema deovo
de galinha = 20l ml, ¢ também res{tiada entre
0PC ¢ 57°C, and ser utilizada para a fertlizagiio,
A terceira pante do sémen foi diluida no
mesmo diluidor (STEIN & BAYRLE, 1978) a0
qual adicionou-se 10% de DMSO (dime-
tlsultéxido) come substiincia crioprolelora.
A segur fod envasadacm “paillers™ da 0.5 ml,
para ser submetida ao processo de congela-
mento. Para lanto, a emperatura foi rebaixa-
da para 2°C, colocando-se os “paillets” numa
estante metdlica, suspensa 2 uma distincia de
32 cm do nitrogénio Hyuido (- 196°C), contide
em cuba de tsopor (G0x30x35cm), Torrada
internamente com chapa de aluminio. Ao
continue. aproximande-se a estante metdlica
auma distancia de 27 o do nitroggnio ligui-
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do, a fim de provecar o declinio da tempera-
wra ¢ 2 uma velocidade de 30°C/minuto.
atingiv-se -R0AC. A monitoreacao da empera-
Lura [ realizada por um termémetro elétrico
digital (escala de 40 a -2000C), com o
sensor em uma das doses. Os “paillets™ con-
aelados (-RIPC) foram imersos diretaments
em nitrogénio lfguido e, apds 15 minutos.
rransferides para contémer especial (MVIE-
MOD-APOLLO-SX-4), 4 tim de obler-se a
criopreservacio do sémen,

Para a lertlizagiae, o “pailler™ contendo
sémen ol descongelado em dgua aguecida
entre TOPC e BOIOC, por 3 ad segzundos (descon-
gelamente répido) ¢ em dgua 3 temperatira
ambients (10°C), por um minote (desconge-
lamento lentn).

Mestes westes utilizaram-se dvulos de fé-
meas de 3 anos de idade rearados atraveés de
mssigem abdominal no sentido antero-pos-
terior. A quantidade de dvalos for medicda em
recipicnte de plisticn, a fim de obterem-se
amosiras homogéneas de dvulos a serem fer
tilizados.

Foram caleulados entre 2.0 ¢ 3,5 milhies
de espermatoedides vivos por dvulo a ser
fertilizado, tante para o sEmen fresco, coma
para o sfmen dilefdo resfriado ¢ o sémen
congelado.

O delincamente estatisticn adotado fod o
imteiramente casvalizade. com guatro rata-
mentos ¢ quatro repeticies, totalizando

deresseis parcelas, sendo um ratamento con-
trole com o “pool” de sémen fresco (A) @ s
Iratarmentos este com: sémen diluldo resfria-
do (B, sémen congelade ¢ descongalado pelo
mdtodae rapido {C) ¢ sfmen congelado ¢ des
congelado pelo método lento (D), apresenta-
dos o QUATIRG [, Ok tratamentos B.Ce D
receheram, apos mistura com os dGvulos, 3.3
ml de solugio de bicarbonato de sddio a 15
para cada 0.2 ml de sémen, a fim de ativar a
malilidade vspermdtica. Em seguida. em to
dos s tratamentos adicionou-se Sru do an-
que & 2 MISTA PETMANCCEl S TEOUSD por
20 minutos para hidratagao dos ovos, Posten-
ormente, Toi transferida para incubadora do
i horizontal, com divisdes de Zilcm x Scm,
onde s¢ processon a incobacio pelo método
cldssico. No 122 dia apds a fertilizacao, os
ovis foram colocados em solugio clarficadora
lde. acéuco: 5 ml, slicerol: 3 ml, formalina
aml, dgua desalada: 85 ml). para visualizacio
dovembrian, sobh microscOpio estereoscomeo,
A porcentagem de fertilidade for caleulada
pela relagdo entre o ndmero de ovos
embricnados ¢ o pimern de ovos incubadoes,
Apds as transformagBes angulires (arco
senn) das porcentagens de fertilidade, segun-
doBliss (1937 1 apud SNEDECOR & COCHEAN
(1asm, aplicou-s2 o andlise de vandneia, se-
gumda do contraste entre médias de ratamen-
10s, wtraveés do esie de Tukey ac nivel de 145
de prohabilidade (PIMENTEL GOMES, 1966).

3. RESULTADOS E DISCUSSAQ

O *ponl™ de stmen (resco de rés machos
apresentou as caracteristicas contidas na TA-
BELA L

O resultados de fertlidade, obtidos para
cada traramento estio contidos na TABELAZ
Pela aplicagio doteste de Tukey (A= 18,43),
ORSErva-se Que O% TalEmentos contends si-
men Iresco (A) e stmen diloido resfriado (B)
nio diferiram significativamenie ao nivel de

1% de probabilidade. demonstrando gue o
dluidor ¢ a refrigeracao nao prejudicaram a
célula espermiiiica, No entantao, os ratunen-
s A e B odiferiram dos tralamentos com
stmen congelado Ce D e esles nde diferiram
entre 51, quando aplicou-g¢ o mesmo esle
extatisLc.

s tratamentos com sémen congelado C
¢ D apresentaram taxas médias de ferilidade
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OUaDRO ]
Wolierme die sémen, valofes médios Se Svalos & de mrr‘r‘mkr—:ﬁiq}u pi,u‘d-.'u'lu s diferentes rafamentos - 1989

Maridval

Tratamento volume de
Simen _ stmen(ml)
A - Concrobe EL1)
B - Diluidio 02
restriado
O - Congelado ¢ des- 0.5
congelzdo ripido
(TR
13 - Conpeladn ¢ des- 05
comgelado lente

[R1Ean]

ik & nimern de espermaloesdides)

dvulos fvlo (x W mm®
27123 X=22:03
V= 153% CV = 14%
H=13t072
[ = o OV =S
=280 X=30501
UV = 4% UV = 4%
X=237t 16 Xm26:02
UV =TH OV =T%

TARELA
Valores 0 caractenislicas semings do “pool” de sémen
Tresco Tt arco-ints, (corfrcius moikiss, - 1989 -
Camipes dio Jordio (5P

Caracteristica seminal walor

vk de SEmE0 Tl e e
oF de cspermatondides (% 10% mim® )
mitilidade espermadtica { W, e MLEND
eapermatozdides vivos:
colora B dilerencial (F). ..

.. BT 34

diz 36.18% ¢ 31.86%, respectivamente. Estes
resultades foram superiones aos apresentados

piar GERAYBILL & HORTON (1964 & por FOGLE
DA SILVEIRA et alif (1984 que obfiveram,
respectivamente. 18% e 10L55% para a trina
arco-iris, Todavia, foram inferiores s wyas
de fertilidade obtdas por o777 & HORTON
(1971 de 599, STEIN & BAYRLL (1978 de
B1,9%, STOSS & HOLTZ (1981 a.b: 1985 a.b) de
B 1% BT 1% B 0%, B4 8%, COSER: STUSS:
THINALDSON (19881 de 6R.6% ¢ 81.5%,
BAYMNES & SCOTT (1987 de 67 3%, SCHMIIT-
RANLAIN & HOLTZ o980 de 71.9% ¢
WHEELER & THORGAARD (1991 de 49 3%,
que rahalharam com a trina Safme gairdneri,
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Femilidade dosémen fresco, do sBmen Jiluido g

TARELA 2

siriaco e do sémen congelado da trota arco-iris, Cmeorfrancis mvkiss,

durante o periodo reprodutive de maio o agosio de 1989 - Campas do Jordao - $io Paule

TRATAMENTC}
SEMEN

A - FRESC
feonmale)

it - DILTUIG
RESFRIALCY

= CONGELADO E
DESCOMNGELATD
RARIIC

I3 COMCGELALC
DIESCOMCELAL Y
LIINTO

Fertilidade

Porcentagerm
Midia

Transforms i
AnEular (Arco=seno )

K= unn84329
[V = 3,515

K = RAA% 500
UV = KR

=568 16,25
OV =4491%

Tukey A= 1R43
1%

4 CONCLUSOES

X o= (Th3 (4,150
W =346

K= [6EB3)7(5.5T)
CVe 5%

X = (365007 (10,20)
CV = 25.10%

K= (34,220 (5,05)
O = 14.76%

nao interferiu na fertilidade.

1. Nio houve diferenca significativa en-
tre as taxas de fertilidade obtidas com s@men
[rescoesimen diluido resfriado, demonstran-
dor eguilfbrio osmdético entre o diluidor ¢ o
sémen, como também a refmgeracio nio da-
nificon a célula espermédtica.

2.0 descongelamento rapide oo lenio

30 A diversidade ohservada nas taxas de
fertilizacio com sémen congelado, quando
comparadas com o sémen {resco ¢ com o
sémen diluido resfriado, indica a necessidade
de mais estudos para delectar guais as vartd-
viels mlerferentes.
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