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RESUMO

Foram avaliadas as caracteristicas seminais do dourado (Salminus maxillosus) analisando-se o
sémen de 35 animais antes e apds a indu¢do hormonal com extrato de hipéfise carpa. A motilidade
progressiva aumentou de 67,31% para 76,31% no sémen avaliado ap6s-indugdo hormonal; porém
nao houve diferenga com relagéo ao vigor espermatico entre as amostras de sémen avaliadas. Se no
sémen analisado antes da inducdo hormonal a concentracdo de espermatozoéides foi de 15,92X10°
espermatozdides/mL, nas amostras coletadas ap6s a inducdo hormonal, esta concentracdo
foi menor. Os espermatozéides normais estiveram presentes em 56,74% dos espermatozdides
avaliados no sémen antes da inducdo hormonal, enquanto que no avaliado apés a inducdo
hormonal este percentual foi menor (P<0,05) 48,01%. Nao houve diferenca entre as freqiiéncias
de patologias, primérias nos tratamentos avaliados. Nas secundarias, registrou-se um aumento
(P<0,05) do percentual, passando de 13,3%, sémen antes da inducao, para 19,02% no sémen ap6s a
inducdo hormonal. Cauda quebrada (primaria) e cauda dobrada (secundaria) foram as patologias
verificadas com maior freqiiéncia em ambos os tratamentos.

Palavras-chave: espermatozéides, morfologia espermatica, motilidade progressiva, vigor
espermatico

QUALITATIVE PARAMETER OF DOURADO (Salminus maxillosus)
SEMEN IN CAPITIVITY

ABSTRACT

Seminal characteristics of thirty-five dourado (Salminus maxillosus) fishes were investigated under
pre- and post-hormonal induction by extract of carp pituitary. The progressive motility was
increased from 67.31% up to 76.31% after the hormonal treatment unlike the spermatic vigor which
had similar performance under both conditions. The spermatozoa concentration was reduced
from 15.92X10° before the hormonal induction to 13.13X10° spermatozoa/mL? (P<0.05) after
the hormonal induction. The percentage of normal spermatozoa in pre-hormonal induction was
56.74%; the estimate in post-hormonal induction was 48.01%: a significant reduction (P<0.05). No
significant differences were detected in the percentage of primary pathologies, but in the secondary
ones the estimate of 13.3% in pre-hormonal induction was increased (P<0.05) up to 19.02% in post-
hormonal induction. Bent tail (primary) and shoehook tail (secondary) were the most frequent
morphological pathologies.
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INTRODUCAO

Intimeros fatores biéticos e abiéticos podem
afetar a qualidade do sémen de peixes, dentre eles
a indugao hormonal, indicada para a obtencdo da
liberagdo de sémen, quando os animais encontram-
se confinados, pode comprometer a qualidade dos
gametas RURANGWA et al. (2004). Entretanto,
um grande ndmero de espécies de elevado valor
econdmico necessitam de inducao hormonal, pois ndo
sdo capazes de liberar, espontaneamente, gametas
quando mantidos em cativeiro (DONALDSON e
HUNTER, 1983).

Aviabilidade dos espermatozéides é essencial para
que o processo reprodutivo seja eficiente em peixes.
Deste modo, a motilidade progressiva constitui-se
em um dos parametros mais utilizados para avaliar a
qualidade do sémen (HONEYFIELD e KRISE, 2000). O
vigor espermatico é uma medida indireta da natacao
dos espermatozéides (VERMEIRSSEN et al., 2003).
As deformacoes estruturais dos espermatozéides
(anormalidades morfoldgicas) podem causar sensivel
redugdo na motilidade dos espermatozoéides e, por
conseqiiéncia, perda da capacidade de fertilizagdo
(RURANGWA et al., 1998; COSSON et al., 1999).
Todavia, RURANGWA et al. (2004) sugeriram que
os espermatozdides apresentam qualidade, quando
realmente sdo eficientes na fertilizagdo de ovocitos.

Estudos que avaliam as caracteristicas seminais
de espécies de peixes sul-americanos, como Piaractus
mesopotamicus (SILVEIRA et al.,1990), Prochilodus
lineatus (KAVAMOTO et al., 1997), Steindachneridion
scripta (LUZ et al., 2001), Brycon opalinus NARAHARA
et al., 2002), Brycon insignis (TALMELLI et al., 2001) e
Brycon siebenthalae (CRUZ-CASALLAS et al., 2005),
tém sido conduzidos nos ultimos anos, afim de
se conhecer o real potencial de cada espécie para
a piscicultura. Quanto a estudos que reportem a
morfologia espermatica dos espermatozdides pouco
se sabe sobre peixes migradores sul-americanos
(KAWAMOTO et al, 1999). Todavia, alguns trabalhos
tém sido publicados nos tltimos anos abordando este
assunto, como MURGAS et al. (1999) trabalhando com
piapara (Leporinus obtusidens); KAWAMOTO et al.
(1999) com curimbata (Prochilodus lineatus) e MORAES
et al. (2004) com curimbata (P. lineatus) e piavucu
(Leporinus macrocephalus). Com relagdo a estudos
que reportem parametros reprodutivos do Salminus
maxillosus ndo sao muitos. Todavia, sabe-se que, em
razdo de adaptagdes evolutivas, os espermatozéides
desta espécie caracterizam por fertilizar os 6vulos
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externamente (dgua) e por isso sdo classificados como
“aquaespermatozéides” (GRASSIOTTO et al., 2001).
Nos estudos de COSER et al. (1983) e CARROLSFELD
et al. (2003) foram protocoladas solucdes diluidoras
para a criopreservacdo do sémen de S. maxillosus.
Curiosamente nao foram encontrados trabalhos que
avaliem pardmetros qualitativos do sémen desta
espécie.

O dourado (Salminus maxillosus) ainda nao se
constitui em uma das cinco principais espécies
nativas produzidas no Brasil (BORGHETTI et al.,
2003). Todavia, outras qualidades, como seu apelo
comercial (OLIVEIRA E NOGUEIRA, 2000) e sua
utilizagdo na pesca esportiva, tornam esta espécie
potencialmente promissora, tanto para aquicultura
como para programas ambientais das suas bacias
hidrograficas de origem. A Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) destaca
o dourado (S. maxillosus) como espécie brasileira
promissora a ser desenvolvida (QUEIROZ et al.,
2006).

O objetivo deste estudo foi verificar a qualidade
do sémen de dourado (Salminus maxillosus) antes e
ap6s indugdo hormonal com extrato de hipdfise de
carpa.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Estacdo de
Hidrologia e Aquacultura da DUKE ENERGY
INTERNATIONAL - Geracdo Paranapanema
S.A. e no Laboratério de Reprodugdo Animal da
Universidade Estadual de Maringd, durante os meses
de janeiro e fevereiro de 2004.

Para o estudo coletou-se sémen de 35 dourados
(S. maxillosus) selvagens, oriundos do rio Paranapa-
nema, alocados pelo periodo de um ano na Estacdo
de Hidrologia e Aquacultura da DUKE ENERGY
INTERNATIONAL. Para a inducdo hormonal dos
animais utilizaram-se 2,5 mg de extrato de hipéfise
de carpa/kg de peixe em dose tnica.

No laboratério, os peixes foram identificados
por ntmero fixados com fio de nailon a nadadeira
dorsal sendo, em seguida, realizado o procedimento
de coleta do sémen para analise. A coleta de sémen,
antes e apods a inducdo hormonal, foi realizada
utilizando-se seringas graduadas de 5 mL (BILLARD
etal., 1995) . Em média, coletaram-se 2 ml de sémen,
direto no orificio urogenital previamente seco com
toalha de papel macio, evitando-se contaminagado
com 4gua, urina e fezes. Para a extrusdo do sémen
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ap6s a indugao hormonal com extrato de hipéfise
de carpa, estabeleceram-se 180 unidades térmica
acumulada (UTA), por ser este o valor da UTA
utilizado regularmente em programas de reprodugao
de dourado (S. maxillosus). A temperatura média da
agua dos tanques foi de 26,8°C.

As analises de motilidade progressiva, vigor
espermatico, concentracao de espermatozoides e da
morfologia dos espermatozoéides foram realizadas
utilizando-se microscépio 6tico no aumento de 40x.
Os procedimentos que foram realizados para anélise
do sémen de dourado (S. maxillosus) sao resumidos
a seguir:

- Motilidade progressiva e vigor espermdtico: uma
gota do sémen coletado foi diluida em sete gotas
de dgua destilada em uma ldmina. Em seguida,
uma gota desta diluicao foi colocada sobre lamina
de microscopia 6tica e coberta por laminula, sendo
levada ao microscépio pré-ajustado para exame. Ao
observar-se a lamina, atribuiram-se valores de 0 a
100% para a motilidade progressiva e de 0 a 5 pontos
para o vigor espermatico.

- Concentragio de espermatozoides: o sémen foi
diluido Becker contendo formol-salina tamponada,
utilizando-se pipeta de precisdo, resultando em
diluicdo de 1:2.000. Feita a diluigdo, preencheu-se,
por capilaridade, a cdmara de Neubauer e contaram-
se os espermatozodides de cinco quadrados do
campo de 1 mm? Somando os espermatozdides
contados nos referidos quadrados e dividindo por
80 quadrados pequenos, multiplicando por 400
quadrados pequenos, pela diluicao e pela altura da
camara, obteve-se a quantidade de espermatozéides
por mm?®.

- Morfologia: para esta analise foi feito esfregaco
com sémen diluido em formol-salina tamponada,
na proporc¢ao de 1:2000 (sémen/solucdo diluente).
Os esfregacos foram corados pelo método de
Rosa Bengala, corante recomendo para peixes por
STREIT ]Jr. et al. (2004), e depois de secos, levado ao
microscépio, contando-se 100 a 130 espermatozdides,
classificando-os em normais, com patologias
primérias ou secundarias classificadas de acordo
com HERMAN et al. (1994).

As patologias primarias avaliadas consistiram
em: cauda quebrada, enrolada, curta, abaxial;
cabeca degenerada; microcefalia; macrocefalia. Ja as
patologias secundarias analisadas compreenderam:
cauda dobrada; cauda e cabega soltas; gota citoplas-
maética proximal e distal.

O delineamento experimental foi inteiramente ao
acaso, em que o sémen de S. maxillosus foi avaliado
antes e depois da indugdo hormonal. Cada amostra
de sémen analisada foi considerada uma unidade
experimental.

O modelo proposto foi:
Yij = p + Ti + eij
em que:

Yij = Observacao do animal (j) que recebeu o
tratamento (i);

p = Constante geral;
Ti = Tratamento (i);

eij = erro aleatério associado ao animal (j) que
recebeu o tratamento (i);

Para as analises estatisticas utilizou-se o procedi-
mento GENMOD do SAS (1992), implementando-
se a metodologia de MODELOS LINEARES
GENERALIZADOS. Considerou-se que os erros
possuiam distribuigdo de probabilidade de POISSON,
com funcao de ligacao logaritmica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No sémen avaliado antes da indu¢dao hormonal
o valor médio para a motilidade progressiva foi de
67 %, com valores variando entre 40 e 90%. Para o
sémen obtido apds a indugdo hormonal a média foi
de 76%, variando entre 50 e 90%. Porém, o vigor
espermatico, ndo diferiu (P>0,05) entre os dois
momentos. Quanto a concentracdo espermatica antes
da inducdo hormonal observou-se valor médio de
15,92X10° espermatozéides/mL, superior a média
de 13,13x10° espermatozoéides/ mL no sémen obtido
ap6s a inducao hormonal (Tabela 1).

O efeito da estimulagdo hormonal com extrato de
hipoéfise de carpa pode ser notado com o aumento
significativo (P<0,05) de 67 para 76% na motilidade
progressiva. Porém, para o vigor espermatico esta
agdo hormonal nao foi verificada no sémen apos
a inducdo hormonal, muito embora tenha sido
observado. Na avaliacdo qualitativa do sémen de
jundia (Rhamdia quelen), FERREIRA et al. (2001) ndo
encontraram diferenca na motilidade espermaética
de animais estimulados e ndo estimulados com
hormonio, sendo as médias, 88,30 e 72,50%,
respectivamente. Para outras espécies como linguado
(Pleuronectes ferrugineus), a motilidade progressiva,
independente de ser elevada ou baixa, sempre foi
influenciada por mudangas no metabolismo da
progesterona nas gonadas, sendo entao depende
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da acdo dos hormonios gonadais, como verificaram
CLEARWATER e CRIM (1998). NAGAHAMA (1994)
trabalhando com salmdes e enguia observou maior

motilidade no sémen analisado apés a inducdo
hormonal corroborando com as informacgdes obtidas
no presente estudo.

Tabela 1. Média e desvio padrao da motilidade progressiva, vigor espermédtico e concentracao de espermatozéides
verificados no sémen de S. maxillosus antes e ap6s a indugdo hormonal

A TRATAMENTOS
PARAMETROS = p =
ANTES DA INDUCAO APOS A INDUCAO
Motilidade progressiva (%) 67,31+4,82b 76,31+3,80a
Vigor espermatico (0 a 5 pontos) 2,92+0,18 3,16+0,14
Concentracao de espermatozoéides* 15,9242,3a 13,13+1,8b

Letras diferentes, na mesma linha (P<0,05)
*x10° espermatozoides/ mL

Foi observada menor concentracao de espermato-
z6ides no sémen apds a indugdo hormonal (13,13X10°
espermatozoéides/mL), em relacdao aos animais que
nao foram induzidos (15,92X10° espermatozéides/
mL). Este fato deve ter ocorrido em razdo da agdo
hormonal, provocando uma maior producdo do
fluido seminal e deste modo, resultando numa
diluicdo das células espermaéticas e conseqiiente
diminuicdo na concentragdo de espermatozéides/
mL. Esta situacéo foi observada no trabalho de SAAD
e BILLARD (1987) que constataram reducao de 20%
na concentragdo espermatica de Cyprinus carpio,
ap6s a inducao hormonal com extrato de hipdfise de
carpa. BEDORE (1999) também observou este fato ao
induzir piracanjuba (Brycon orbignyanus) com extrato
de hipéfise de carpa, encontrando uma concentragdo
de espermatozéides/ml, 29% inferior aos animais
nao induzidos.

No sémen avaliado antes da induc¢dao hormonal,
56,74% dos espermatozéides presentes ndo apresen-
tavam anormalidades morfoldgicas. J4, nas amostras
analisadas apds a indugdo hormonal o percentual
de espermatozdides normais foi de 48,01%. Com
relagdo as patologias primdrias ndo houve diferenca

(P>0,05) com relacao a origem de cada sémen, antes
da inducao hormonal (30,05%) e ap6s a indugao hor-
monal (33,35%). Por outro lado, no sémen analisado
antes da inducao hormonal, o percentual de
espermatozéides com patologias secundarias foram
observados em menor (P<0,05) freqtiéncia (13,03%)
do que nos espermatozéides observados no sémen
ap6s a inducdo hormonal (19,02%) (Tabela 2).

Nao existem estudos comprobatdrios de que
espermatozoéides de peixes com anormalidades ndo
fecundem. Todavia, sabe-se que as anormalidades
espermadticas provocam limitacdo da motilidade
do espermatozéide e, por conseqiiéncia, redugao
da taxa de fertilizacao (COSSON et al. 1999; GILL
et al., 2002). O estimulo hormonal parece provocar
o surgimento de espermatozéides com alteracdes
morfolégicas, como foi verificado no presente estudo,
quando ocorreu significativa elevacdo nas patologias
secunddrias. Em curimbata (Prochilodus scrofa),
KAVAMOTO et al. (1999) registraram aumento do
namero de espermatozéides com anormalidades,
de 6,62%, antes da inducdo hormonal com extrato
de hipdfise de carpa, para 8,50%, 96 horas apds a
indugdo.

Tabela 2. Média e desvio padrao de espermatozéides normais, com patologias primarias e secundérias, verificados
nas amostras de sémen de S. maxillosus antes e ap6s a indugdo hormonal

. TRATAMENTOS
PARAMETROS = p =
ANTES DA INDUCAO APOS A INDUCAO
Espermatozoéides normais 56,74+2,79a 48,01+3,06b
Espermatozéides ¢/ patologias primarias (%) 30,05+2,36 33,35+2,81
Espermatozoéides c/ patologias secundarias (%) 13,03+1,40b 19,0241,77a

Letras diferentes na mesma linha (P<0,05)

B. Inst. Pesca, Sao Paulo, 34(3): 337 - 344, 2008



Parametros qualitativos do sémen de dourado (Salminus maxillosus) em cativeiro... 341

A determinacdo de percentuais aceitdveis de
patologias primdrias e secundarias com relagdo a
prejuizos que possam provocar na taxa de fertilizagdo
pode, sem dtivida, contribuir para a otimizagdo dos
processos reprodutivos. No presente estudo, com
S. maxillosus, o valor foi de 43,08 € 52,37 %, somando-
se as percentagens das patologias primarias e secun-
darias no sémen avaliado antes e ap6s a inducao
hormonal, respectivamente. Estes valores podem ser
considerados elevados se comparados ao percentual
de 30%, aceitavel para mamiferos, como bovinos e
eqiiinos, de acordo com o COLEGIO BRASILEIRO
DE REPRODUCAO ANIMAL (1998). Porém,
semelhantes aos encontrados para outras espécies de
peixes, Leporinus macrocephalus (49,00%), Prochilodus
lineatus (50,02%) e Cyprinus carpio (37,60%) (MORAES
et al., 2004).

Trés tipos de patologias primarias (cauda quebra-
da, cabeca degenerada e macrocefalia) verificadas nos
espermatozoéides apés a inducao hormonal (32,38;

35 -

Freqiiéncia (%)

CcdD CdQ Cbs Cds CdE

0,14 e 0,13%, respectivamente) apresentaram maior
percentual (P<0,05) do que nos espermatozéides
produzidos antes da indugao hormonal (24,03; 0,00
€0,00%, respectivamente). Nao houve diferenca per-
centual (1,33%) (P>0,05) para a patologia microcefalia
quando analisado antes e ap6s a indugao hormonal.
As outras patologias primdrias verificadas como
cauda enrolada (19,16%), curta (13,62%) e abaxial
(4,2%) nos espermatozoéides produzidos antes da
inducdo hormonal foram mais incidentes (I’<0,05)
do que nos espermatozéides obtidos ap6s a indugao
hormonal, (17,36%; 17,36 e 2,88). A patologia
secundaria mais freqtiente foi do tipo cauda dobrada
(P<0,05) no sémen obtido antes da inducao hormonal
(24,14%). Por outro lado, a patologia cabeca solta
foi observada em maior percentual (P<0,05) nas
amostras de sémen ap6s a indugdo hormonal. E ndao
houve diferenca (P>0,05) naquelas avaliadas antes
e ap6s a inducdo hormonal para a patologia cauda
solta, 8,53 e 8,35%, respectivamente (Figura 1).

B Pré-Inducio B Pos-Indugéo

CdC CdA CdCo Mi Ma CbD

Patologias

Figura 1. Freqiiéncia (%) de patologias primdrias e secunddrias: cauda dobrada (CdD), cauda quebrada (CdQ), cabega
solta (CbS), cauda solta (CdS), cauda enrolada (CdE), cauda curta (CdC), cauda abaxial (CdA), cauda corrugada
(CdCo), microcefalia (Mi), macrocefalia (Ma), cabeca degenerada (CbD) verificados no sémen de S. maxillosus antes

e ap6s a indugao hormonal

Muito embora as patologias, gota citoplasmatica
proximal e distal tenham sido consideradas quando
realizada a avaliagao das laminas, nao houve registro
destas patologias em nenhuma amostra.

Para HAFEZ e HAFEZ (2000), a origem de cada
tipo de patologia nao é clara em mamiferos. Porém,
os autores afirmam que para algumas racas de boi,
espermatozdides com a cauda enrolada e dobrada
estdo relacionados a elevados niveis de zinco nos

espermatozoéides, assim como no liquido seminal.
Na espécie P. scrofa, as patologias mais incidentes
foram cauda dobrada e enrolada (primarias) e cabeca
solta (secundérias), como registrou KAVAMOTO
et al. (1999). Para HERMAN ef al. (1994) a origem
das patologias primarias nas células espermaticas
pode estar relacionada com deficiéncia nutricional,
idade dos machos, consangiiinidade, além de
doencas que possam acometer os reprodutores. Os
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mesmos autores citam que a temperatura ambiente,
doencas, alimentagdo do animal, problemas no ducto
espermatico, extrusao do sémen, além da confecgao
dos esfregacos podem influenciar o aparecimento
das patologias secundarias.

Na presente pesquisa, a microcefalia mostrou-
se presente, porém, com valores que podem ser
considerados baixos, (1,30%), tanto para sémen
obtido antes como apds a indugdo hormonal, nao
sendo registrada a presenca das patologias gota
citoplasmaética proximal e distal.

CONCLUSOES

A inducao hormonal com extrato de hipoéfise
de carpa aumentou o percentual da motilidade
progressiva no sémen de S. maxillosus. Todavia,
provocou uma redug¢do na concentragdo de
espermatozoides, no percentual de espermatozéides
normais e houve um aumento na freqiiéncia de
espermatozoéides com patologias secundarias. Estas
informacdes ndo foram suficientes para caracterizar
perda ou ganho de qualidade apés este tratamento
reprodutivo.
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