& fnzr Praca
SIAEY-1, 1985

AVALIACAO DA QUALIDADE E CRIOPRESERVACAQ EM FORMA DE “PELLETS"
D0 SEMEN DO BAGRE, Rhamdia hilarii (Valencicnnes, 1540)

(Spermatozoa evaluation and cryopreservation i pellets form of “bagre”, Kimmdia hiari
(Valencrenmes, 1540) semen.

RESUMO

Faram estadadas as carzcterfiticss ssminais ¢ & crio-
pressrvacio do wtmen de 1D ¢ & bagres, Rfatale hifard
rEspoCtivamen s, com vistas i manutencio de am bancao
de simen congelado de exemplares de valor economeo,
0 mrahaibe o) descpvolvale no Laboralonio de Bialagia
Adquatica do Instituts de Pesca (530 Paule). Os valares
meiclfee das caracioristicas seminzis foram: volume semmal:
515 ml; concentragio espermatica: $5 B0y Ll.'l‘.'mm-" s
nmatva porcentual sbjetiva da mettlidsds sspermatica:
T200% ¢ poreentsges de espermatozoides avalisdas ab
jetivamente pele mé todo de colomgin ddensne sl 76,050 %
O sEmen de cada seproduten. diloado na proporgio de
L: 3, ki congelade em forma de “pellets” sobre mlo won
[=T900 & armazensdo om niloginis liguido (- 19690,
Deoseridas 30 minutos de io-preservagiio as amosiras
de simen descongeladas e exanainadas sob migoscopia de
eontraste d¢ Fasw eovelozm em médiz 31,.94% de farmas
wivas. Apis 36 meses de congelemento, o materal apre-
seniow ima taxa de 30%de csperma lostilos moveis.
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ABSTRACT

The spermatc characteristics and the crsaprescrva-
non af e 6 e, Bbaveda bdlorlf e respect
wely, were stmdficd with the puarposc 1o maimiain a semen
frozen bank for artificial ferolization of freshwater fishes
of coomanical value This paper was carned out ar Labo-
ratoris de Biolosia Agquitica do Institute de Pescz, (530
Paulo - Braxill. The average of spermatic characier
woere s semen valeme: 1 RS nel, speranatodod oo lration;
5550 x 108/ mm?: spenmatezos motility: 7200% and
perceniape of lve permatorea by differennal stamung
o bl T 09 The semven of cach mabe, srised wath ea-
lwmler at rati af 1:3, was frazen in peliets form on dry
e (- TA) and srarape i lqukl nitooprn (- TR Sans-
ples thawed and examined under phase-conmast micras
copy presenied @ averape o 31.94% live sperma ke,
Spermatoesa shawed 30% modlity 36 months after
freezng.

%

1. INTRODAIC AQ

O melhoramento genético em animais domés-
ticos foi desenvalvido em grande parte pela aplica-
o da eoemcs de inseminagic artificial com stmen
criv-preservade de reprodutores altamente selecio-
nados, Esta téemca também poderd abrir novas
vporiunidades no cultive de peixes de dgua doce,
sobretodo ao lado do desenvolvimento dos traba
lhes de pesquisa, vsando a2 mdugio da reprodugio
LIN PEIXes COM hormonios espesifogs,

A semelhanca de HOLTZE et alin {1976), BU-
YUKHATIPOGLU & HOLTE (1978), STOSS;
BUYUKHATIFOGLL, HOLTZ (1978) STEIN &
BAYRLE (1978}, LEGENDEE & BILLARD
(T9ED) STOSS & HOLTZ (I9E1 a b) que estuda-
ram o congelamento rdpido em gelo seeo (= 799C)
¢ A cric-preservagio em nitrogénio liguide (- [969)
do sémen da trizta :|rL11-:i'|:i.-i, Ryt arrdneri. acquen
cstuda-se o sémen do bagre, Rendio hdari.

Em nota preliminar, FOGLD Da SILVEIRA,
EAVAMOTO, NARAHARA (1981} descreveram
o prameiros resultados sobre a avaliacio do sémen
fTesco, assim como a crio-preservagio do matenzl
fecumdante em pelo seco, da espécie constierada
neste estwdo, gquando ent@o asmalaram 30% de
miotihidmie espermatica.

COSER: GODINHO; RIBEIRO (1954 ) avali-
ram anfes do congelamento os sémens do curimba-
ta, Prociidod: Sn:'r\u_,l"ﬂ £ dﬂuluxlﬂ, Serfrverme s rrercil
feures, & veriticaram cerca de TO% de célolas em
movimentacio. Apos o congelamen o do stmen di-
heich em vapores de nitrogenio liguida, encontn-
ramt 20 sedor de 3% ¢ a1é 40% de motilidade esper-
mitica para a primeira ¢ sepunda espéow respect
Varnsenle,

MNAGASE & NIWA {quﬂ ¥ estiedaram a conge-
lagdo do sémen de bovines em fommna de “pellets™,
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¢ observaram uma tixa de 45,7 ¢ 61 3% de osper-
matozrdides sobreviventes pds-congelamento.

FOGLLD DA SILVEIRA et alii (1953) traba-
Ihow com sémen de trota sreo-ins, Seleo frafees
Gibbons, congelandn o material em gele seco, no
cntanto, ndo descreven & taxa de recuperacio es-
prn:lz'm:.l Fll.'aﬁ q.:m:lsl:hmmna.

0 bagre. Rhamdiz hilsdl, apresenta perfodo
de reprodugEo bastante profongado, estendendo-

se e setembro 3 fevereiro, com atvidade reproda-
tiva mais intensa de novembro a dezembro (MA-
BAHARA, 1983). Todavea nesia espécie nada exis-
te na literatura referente a $$men.

Este trabalho pretende estimar parimetros s0-
bre o volume do sémen, conceniragdo sspermillic,
poscenitagent de elemenios vivos no sémen, como
tamhém, preservar o material fecundante sob con-
gelagio da refersla espécie.

L M.ATERIAL E METODOS

0 presente estudo fof desenvolvido no labore
tério da Secio de Biologia Acgquatea do Instituto
de Pescn (530 Paulo), utilizando-se simen de 10
{dez) bagres, Rhamdiz Ao, capturados no no
Jagaari, nas proximidades da cidade de Jagaarm
na, Estado de Sio Paule (220 427 387 8 479 O
207 W), nos meses de novembro ¢ deserabre de
1980,

Anotados os dados e comprimento total
{cm) e peso total (g), 0s exemplares receberam in-
jegides intramusculares de HOG (ponadatrofing o
rgmica hwmana) na dosagem de 2 Ulf'g de peso
total.

(s perxes foram mantdos em caixas de cimen-
to-amianto, contenda dgua nma temperatura de
24%C e nimers de dois machos para cads caixa.

Apds 8 horas, o sémen de cada reprodutor foi
coletado por massagem abdominad em tubos de
o:ntf:l’ugu Eradu:bq!m em décmos de ml o8 q‘ua.is
foram colocados em peguenod recipientes de iso.
por contendo dgua ao redor de 249C. Proceden-
se em seguida, a avalisgdo guali-guantitativa do
material espermdtico.

Através de exame macroscopice do sémen no
praprio tubo oletor, anotou-se o volume coleta-
des. Fvitou-se 2 utlizagio de material contarmmade
por sangue. fezes oo urina.

0 exame microscdpico subjetivo da matili-
dade dos cspermatozdides. foi efetuado sob mi
croscopia de contraste de Tase (400x), apds indu-
¢Z0 da atividade celolar misturando-se uma gota de
#men com popeo mas de duss gorss de dgoa des-
rilada em uma limina. sobre a qual colovou-se uma
laminula. A estativa da porcentagem de oflulas
mdvels no campo micToscopRn, sepuie wma escaly
arbtrara de 0 a 100% (SALISBURY & YVANDE-
MARK. 19641

A guantidade total de espermatozdides foi ob-
tida pela contagem celular direta em cimara hema-
timétrica de Meubaver “Improved™. Antes da con-
tagem utilizon-se a solucho de formaol-salina (FLAN-
COCK, 1957) para diluir & matar 03 Spermangii-
dis s damlicidos. A Pipeta para _gll:'lhul-us VEIme-
Thos foi preenchida 33 o pomerro frago, com sé.
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men fresco, o qual foi homogeneszado em 5 ml da
solusgdo citada, obtendo-se uma diluwigo de 15000
) nimero de spermatordides contados no reticulo
da cimarz hematimétrica foi multiplicedo pelo
fator 250 000, encontrindo-se aszim, & quantidade
de lulas por mm?®.

Para avaliagio da porcentagemn de espermato-
zhides vivos pelo método de coluragio diferencial,
fin empregada a tfenica recomendada por BLOM
(19500, que utiliza a mistura de sémen freseo com
o5 coranics cosing © nigrosina, ¢, imediata prepa-
raglo de esfregacos do tipo sangiineo. “Os csper-
matozdides mortos coram-se em vermelho, en-
quanto gue o8 vivos permanccem ndo corados”.
D cada amostra foram contadzas trezentas oélulas
(FRIBOURGH, 1%66), anotando-se 0 ndmero de
sspermmatozdides corados ¢ ndo corados.

Para testar s houve ou ndo diferenga esatis-
tiea significativa, entre a porcentagem da motili-
dade espermatica subjetiva ¢ a porcentagem de
espermatozdides  vivos avaliados  objetivamente
pelo método de coloragfo diferencial, foi aphcado
o teste de qui-quadrado (), tendo sido estabele-
cido o nivel de 5% para rejegio ou ndo da hipite-
se e nulidade (Ho ), (GOLDSTEIN, 1%65)

Com relagdo ao cengelamento, 6 (seis) repro-
dutores tiveram seus sémens congelados.

Muma primeirs etapa do processo de congela-
¢ {em seqidéncia a valorizagio do material esper-
mitico)l cada amostra em recipiente de isopor
comtendo 4gua 2 249C, comegou a receber a cxda
5 minutos cubos de gelo ao sew redor, @ fim de,
baixar tanto a temperatura d7igua como a do sEmen
para 29C, o que foi conseguide decorrdos 30 mi-
riLLo,

A scgunda etapa consistiv na dilwgEo do k-
e com o diluen te “V2e” preconizado por STEIN
& BAYRLE (1978}, na proporgio de 1:3, BEste
meio diluente, que se encontrava também, a 29C,
fon adicicmado ao wfmen de cada macho, lentamen-
te, até completa homopensizagdo do materal fe-
cundante, O sémen dilwide permaneceu durante 13
(quinze) minutos sob refrigeragio a 20C {tempa de
equilibria) para em segueida ser congelado,
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Ma terceira stapa processou-ss o congelamento
ripido, gotejande-se 0.2 m] de sémen diluido dire-
tamente sobre a superficie de wm bloco de gelo
seen (=TI Desta forma. a temperivra do ma-
terial declinon de 200 & -TONC ohtendo-se assim
os “pellets™ (NAGASE & NIWA, 1964}, o5 guais
apis 15 (guinze) minutos, foram imersos direta.
mente em nitrogEnio liguide (- 196°C). Em segui-
da foram transferidos para “container” (MVE.
MOD-APOLLO-SX 44 especial, contendo nitrogé-
nie liguido, onde 52 procesioun 3 Crio-preseryagio.

Apds 30 minutos em nitrogénio lguiude, tens
po sufieiente para se obier a congelagdo profunda

(- 1960, ¢ a crio-preservagio por tempo indefi.
nido, trés “pellets” de cada reprodutor foram des-
ongelados ¢m separado ¢ em temperatura ambisn-
1z, numa 9c1|:|,||:'.a|'|,| de mecarhonato de sédio a 1%
Imediatamente as células espermdticas eram exa-
minadas sob microscopia de contraste de fase
(400X, para verificagio da qualidade do mate-
rial. recchendo |:.|z19:’1'IF:||:m;_1'n puramente suhjctiva.

Apds 36 meses do conpelamento, tés “pal
lets™ de cada macho, foram examinados a fim de
seovenficar @ recuperacido do materiyl através de
motilidade dos ','xpl.er:'nulufl':-llh:s., face a0 tempo de
CONIAETYACAn.

3. RESULTADOS E DISCUSSAD

Mo periodo reprodutivo de povembre 3 da-
gembro de 1980, foram realizadas coletas de sé-
men do bagre Riamdio hidarid, periodo este que. 3
espécie apresenta atividude reprodutiva mai m
lensa.

A midia de comprmentn tolal e peso dos
exemplares fod respectivamente: 21,90 cm e 89,73

O valores médios das caracter sticas do sémen
fresco foram: volume de sémen: 1,13 ml; concen-
tragio de spermatozdides: 55,80 x 10%/mm*, ma-
tilidade espermdtica subjetiva; 7200% ¢ esperma-
ozdides vives avaliados objetivamente pelo méto-
do de coloragSo diferzncial: 76.09% (TABELA 1).

Pelos dados dos slementos vives caleolados,
ptilizando a motlidade cspermanes (72,00%) ¢
espermatozbides vives pela coloragfo diferencisl
(76,09%), observa-se que nde hi diferenga esta-
tistica significativa entre of dais métodos de ava-
liscEo empregados, a0 nivel de 5% de significincia
i =002}

No que se refere 1 congelagio do simen dilul-
do, COSER; GODINHO: RIBEIRD (1984) traba-
Iharam com mesmo diluents @ mesmo procgsso de
congelamente, usando sémen de cummbatd, Fro-
cleslonius sorofin ¢ dourado, Sefrmes mayillons e
verificumam respectivamente 5% e 400 de modili-
dade espermitica pos-congelamento. [nfere-se dis-
to, que o sEmen de cida espécie pode compaortar-
se de modo diferente, quando submetido ac mes-
mo processo de comgelamento. Neste estudo, o
stmen congelado de todos e exemplares, pelo
métoda rapide em gelo 500 ¢ Crip-preservacdo em
nitropénio liguido, revelon “in vitre™', apds des-
congelamente, 31,94% de cipermatozides moveis
(TABELA 1)

E cportung asinalar que, apds 36 meses do
comgelamento (Gltimo exame em dezembro de
1983), o material apresenfoun uma taxa estimada
e torne de 300 de espermatozdides com motili-
dade atva.

4. CONCLUSOES

17 Foram obtidas as caracteristicas seminals <o
hage, Riupndic hilari em condicdes de labo-
ratorio.

Ty Werifica-se pelos resultados obtidos pos-des-
compelamento do sémen da espdeie estudada,
que & possivel o criospreservagdo do material
tecundante.
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