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FPRIMEIROS RESULTADOS DE FERTILIZAGAQ COM SEMEN CONGELADO DA
TRUTA ARCO-IRIS, Saimo irideus Gibbons, NO BRASIL

(First results of fertilization of deep frozen semem of rainbow trout,
Salmo irideus Gibbons, in Brazil)

RESUMC

Wo presente estudo verificon-se a possibilidade da
congelagio rdpida em gelo seco e conservagio em nitro-
génio liquies do sémen da truta arco-fris, Selmo rideus,
Ciibbons, O experimente Toi conduzido na Estagdo Expe-
rimental de Salmomicultura de Campos do Jordio, Sic
Paule. Apds trinta minutos de cric-preservagdo, o sémen
foi descongelado rapidaments e imediatamente adicio-
nado a dvulos frescos reedm coletados. Em quarenta tes
tes, o porcentagem média de fertilizagio com sémen con-
gelado foi 10,557, engquanto que, com o sémen Treseo uti-
lizado como controle, foi iual a 77.57%, Investipagdes
posteriores deverio ser conduzidas, a fim de 2 obler me-
lhares=Tesultados de fertilidade em condigdes priticas a
nivel de central de incubagio,
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ABETRACT

A study of freezing rainbow trout semen, Salmo
irideres Gibbons, with dey e and stored in liquid nitro-
gen (LM} was carried oul at the Cstagio Experimental
de Satmonicultura de Caimpos do JordSo, Sio Paulo. Thie-
ty minutes after cryopreservation, the semen was thawed
as rapidly as possible and immediately mixed with fresh
egs. In forty fests the everage percent fertilization with
cryo-preserved sperm was 10,55%, and with the control
fresh semen was 77,5%, Further investigations will have
to be conducted in order to achieve better fertility results
under pratival hatchery conditions.

1. INTRODUCAD

A conservagio do sémen sob refrige-
racio (49C) contribuiu amplamente para
a difusio da inseminacio artificial entre
os mamiferos domésticos, principalmente
entre o3 bovinos. No entanto, apds a intro-
ducio da glicerina como substincia crio-
protetora dos espermatozdides de aves e
mamiferos, respectivamente por POLGE:
SMITH; PARKES (1949) e SMITH &
FOLGE (1950}, assim como, os resulta-
dos favordveis de fertilizacio com sémen
congelado de bovinos por POLGE & ROW-
SON (1952), foi que decididamente a in-
seminagdo  artificial teve o impulso dese-
jado, principalmente com relacio ao estu-

do do melhoramento genético e por con-
seguinte, a selecio de reprodutores de ele-
vado padrio zootécnico e a implantagdo
da técnica em milhares de rebanhos.

A literatura especializada sobre con-
gelagdo e crio-preservacdo do sémen de pei-
xes apresenta varios trabalhos que atingem
sobretudo os salmonideos. Dentre eles pre-
dominam o5 estudos sobre congelamento
do sémen de trutas, com resultados varid-
veis. :

Mitchum 1963, apud . HORTOMN E
OTT (1976) trabalhou com a truta ar-
co-iris, Salmo gairdneri, congelando o s
men tanto em gelo $eco como em nitro-
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génio liquido. Entretanto, os testes de fer-
tilizacio foram negativos.

GRAYBILL & HORTOMN [1969) uti-
lizaram eguipamento automdtico com flu-
¥0 contfmuo e controlado dos vapores
de nitrogénio liquido, usando os métodos
de congelamento rdpido e lento para pre-
servagio do sémen da truta arco-iris, Sal-
mo gairdneri. Obtiveram 18% e 0% de dvu-
los fertilizados respectivamente aos dois
métodos de congelamento citados. Com
a mesma espécie de peixe, OTT & HOR-
TOM (1971b) conseguiram 59% de ferti-
lizagGes quando empregaram sémen conge-
lado em nitrogénio liquido pela técnica
rapida de abaixamento da temperatura.

ZELL {1978} comunicou 7% de fer-
tilizagio com sémen da truta arco-iris,
Salmo gairdneri, que fora congelado em
nitrogénio liguido pela técnica de conge-
lagdo lenta.

Oz trabalhos sobre congelacdo répi-
da em gelo seco do sémen de truta arco-
-ris, Salmo gairdreri, descritos  por BU-
YUKHATIPOGLU & HOLTZ (1978),
STOSS: BUYUKHATIPFOGLU; HOLTZ
{1978) apresentaram  respectivamente,
30,90% e 26,007 de eclosbes, enguanto
gue STEIN & BAYRLE (1978), STOSS
& HOLTZ (1981 a,b) obtiveram respecti-

vamente, 81,90, 81,10% e 87,10% de dvu-
los fecundados.

HOLTZ et alii (1976) com a mesma
espécie de peixe conseguiram 9% de ferti-
lizaco com sémen congelado pelo méto-
do rdpido, tanto em gelo seco como em ni-
trogénio Illguido. Todavia, LEGEMDRE
& BILLARD (1980) alcancaram ao redor
de 90¢ de fecundagbes tanto para o sé-
men crio-preservado como para o sémen
fresco utilizado com o controle.

ERDHAL & GRAHAM (1978) des-
creveram 90% de eclosdes quando utili-
zaram sémen congelado pelo método rad-
pido de trés espécies de trutas. Ndo cita-
ram gual o meio congelante empregado du-
rante o congelamento,

Pela importdncia conferida a preser
vagio do material fecundante sob conge-
lacio profunda a —79%C ou =1969C, pro-
curamos estudar a técnica de congelamen-
to rdpido empregando o gelo seco, a crio-
-preservacio em nitrogénio liquido e veri-
ficar os resultados de fertilizagio, a fim
de possibilitar a intensificacio da repro-
ducio dos planteis de peixes ja existentes,
com vistas sobretudo ao incremento da
producdo de espécies de valor econdmico.
Por outro lado, outros ensaios poderdo ser
conduzidos, principalmente aqueles dirigi-
dos an melhoramento genético.

2. MATERIAL E METODOS

0O pressnte experimento foi conduzi-
do na Estacio Experimental de Salmoni-
cultura de Campos do Jorddo, 530 Paulo,
no perfodo de junho a julho de 1981.
Vinte reprodutores de truta arco-iris,
Salmo irideus, Gibbons, com dois anos de
idade, foram submetidos & coleta de sé
men através de massagem abdominal ante-
ro-posterior, O material espermético foi
coletado em tubos de centrifuga graduados
em décimos de ml, os guais foram coloca-
dos em recipientes contendo dgua ao redor
de 100C. Em seguida esse conjunto foi
imerso em dgua a 29C contida em recipien-
te de isopor.
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Enquanto o sémen permanecia sob
refrigeragdo, efetuou-se a avaliagio da mo-
tilidade e da concentracio dos espermato-
z6ides. Somente amostras apresentadas alta
concentracio e alta motilidade foram uti-
lizadas para o congelamento.

Antes do congelamento, o sémen foi
diluido no meio preconizado por STEIN
& BAYRLE (1978) com a sequinte compo-
sicio:

MaCL = 780mg, NaHCOg = 200 mg,
KCl = 38 mg, glicose = 100 mg, gema de
ovo = 20ml e dimetilsulféxido = 10%,

A diluicio foi feita na proporgio de 1:4
com o diluente & sémen na mesma tempera-
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tura {29C}. Em seguida, procedia-se ao exa-
me microscopico da amostra, com objeti-
vo de orientar sobre o aproveitamento do
material,

0 sémen diluido permaneceu durante
15 {gquinze) minutos sob refrigeragio a 20C
(tempo de equilibrio) para em seguida ser
congelado.

Vinte amostras foram congeladas, go-
tejanda-se 0,2 ml do material diretamente
sobre a superficie de um bloco de gelo
seco (—790C), Desta forma, a temperatu-
ra do material declinou de 29C a —=79°9C,
obtendo-se assim os “pellets” (NMAGASE
& MNIWA, 1964)1, os quais apds 15 (quinze)
minutos, foram imersos diretamente em
nitrogénio liquido {—196°C). Em sequi-
da foram transferidos para “container”
especial, onde se processou a crio-presers
vacao.

Ap fim de cada processo de crio-pre-
servacdo que durou 30 minutos, alguns
“pellets” eram descongelados em tempera-
tura ambiente numa solucdo de bicaborna-
to de sddio a 1% (solugio ativadora dos es-
permatozdides). Em sequida, as células es-
permdticas eram examinadas sob micros-
copio de contraste de fase para verificacdo
da qualidade do material pos-congelamen-

ta, apds o que os “pellets’” de cada repro-
dutor foram descongelados na proporgdo
de 3 (trés) “pellets’” para 10 ml da solugdo
acima citada e imediatamente adicionados
a ovulos frescos. :

Para o teste de fertilizagdo, com sé&
men fresco, utilizando dvulos de duas fé-
meas de 3 a 4 anas de idade respectivamen-
te, foram empregados em média 13 (trezel
milhdes de espermatozdides vidveis por
dvulo, enquanto que, para o sémen congela-
do essa quantidade foi aumentada para 44
{guarenta e guatro) milhGes, considerando-
42 gue havia mortalidade no processo de
congelacio, A incubacdo, seguindo as nor
mas cldssicas recomendadas, foi conduzida
em separado para o sémen fresco e para o
sémen congelado, constituindo-se um gru-
po controle e um gruto teste,

0 indice de fertilidade foi calculado
pela relagdo entre ndmero de ovos em-
brionados e nimero de ovos incubados,

A andlise estatistica dos dados consis-
tiu na aplicacio do teste de qui-guadrado
(x2), (GOLDSTEIN, 1965), utilizando-se
as porcentagens de fertilizagdo, tendo sido
estabelecido © nivel de b% para rejeicdo
ou ndo, da hipdtese de nulidade (Hol.

3. RESULTADOS

As vinte coletas de sémen apresenta-
ram em média as seguintes caracter(sticas:
a) volume (ml} = 8.2
bl concentragdo de espermatozdides/
mm3 — 6 x 10
) formas varidveis (%) — 69

3.1 Sémen congelada

Houve sempre alta motilidade do
sémen diluido antes do congelamento, evi-
denciando o pleno equilibrio entre o sé-
men e o meio diluidor.

Foram congelados 793 “pellets”,
dos quais, BB1 foram utilizados para a fer

tilizacio artificial.

O limite maximo de tempo de des
congelamento dos “pellets” na solugdo ati-
vadora de bicarbonato de sédio a 1%, ndo
deve exceder a 30 (trinta) sequndos (STEIN
& BAYRLE, 1978). Meste trabalho o tem-
po de descongelamento ultrapassou esse li-
mite, evento gque, provavelmente, reduziu
consideravelmente o nimero necessario e
précalculado de espermatozdides vidweis
par wulo a ser fecundado. Verifica-se esse
fato pela grande wariacio da fertilidade
guando se comparam os dados contidos
na TABELA 1.
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Devido a rdpida mortalidade dos
espermatozdides pas-congelamento, nio foi
possivel avaliar com seguranca a nivel mi-
croscopico, a porcentagemn de células vid-
veis,

A taxa média de fertilidade foi
10,48% e 10,62%, respectivamente, &s fé-
meas de 3 a 4 anos de idade, valores estes
que dispensam gqualguer tratamento esta-
tistico para revelar diferenga ndo signifi-
cante entre o$ mesmos. Assim, num total

de 40 (quarenta) testes a média geral de
fertilizacio das fémeas de 3 e 4 anos, foi
10,55%.

3.2 Sémen fresco

Quanto ao sémen fresco utilizado como
controle, verifica-se pelos dados da TABE-
LA 2 que existe uma certa regularidade
nas taxas de fertilidade.

TABELA X
Percaraper o aved crésor o8 e T ance-irie, Saka inidan Gitsbant, apit fenikagio com irer oo - e oo 40 1581
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B da W e e wteon Y o gap. vivim
e— wnmebdin g HE e gant 1 i crvee ferifidink: w7 EhL por W% der i B vt fanisdade mid
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TOTAL GERAL K =gt ys 25 488 K =783 R =115 M s K oaTagzs =

Do emprego de 13 x 106 espermatozdi-
de vidveis por dvulo, em média, a taxa de
fertilizagio média para fémeas de 3 anos de
idade foi 7B,B8% e 76,24% para as de
4 anos, resultado esse que ndo diferiu signi-
ficativamente ao nivel de 5% de probabili-
dade. Assim nos 40 testes realizados, obte-

ve-se uma porcentagem meédia de 77,67%.

Pelos dados de fertilizagio calculados,
utilizando-se sémen fresco (77 57%) & con-
gelade (10,65%) observa-se uma diferenca
significativa & favor do sémen fresco ao ni-
vel de 5% (teste x2).

4. DISCUSSAD

Os resultados com sémen congelado
revelaram uma taxa de fertilidade geral
média de 1055% em guarenta testes gue,
em termos médios, aproxima-se dagueles
obtidos por HOLTZ et alii (1976) que con-
seguiram 9% de fertilizagio e dos ensaios
de Mitchum 1963, apud HORTON &
OTT (1978): diferem, porém dos resulta-
dos de GRAYBILL & HORTON {1969},
OTT & HORTON (1971 b} que obtiveram
respectivamenta, 18% e 59% de fertiliza-

¢do e de BUYUKHATIPOGLU & HOLTZ
{1978), STOS5; BUYUKHATIPOGLU;
HOLTZ (1978) que verificaram 30,9% e
26% de eclostes respectivamente.

A diferenca foi considerdvel quanto
se comparararm as fertilizagBes obtidas por
STEIN & BAYRLE (1978) de B159%;
5TOSS & HOLTZ (1981 ab) de 80,1%
g 87,1% e LEGENDRE & BILLARD
{1980) de 90%.

0 sémen fresco apresentou caracle-
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risticas adequadas para o seu aproveita-
mento, revelada ademais pala taxa de ovos
embrionados obtida.

Em vistas dos resultados obtidos, pes-
quisas de crio-preservacio deverdo ainda

ser conduzidas, a fim de se conseguir uma
técnica factivel de ser utilizada na rotina da
reproducdo artificial, aliada a uma fertili-
dade condizente com os pardmetros econd-
micos das centrais de incubacdo.

5 COMNCLUSAQD

A taxa de fertilizacio com sémen con-
gelado foi em media 10,556%, resultado este

que revela a possibilidade da crio-preserva-
¢do do sBmen da truta arco-(ris.
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