B Inse, Pesoa
F(1):29-36, 1989

FER:FJLIZ&.GEG EM Froctuiodus scrofa Steindachner 1881,
COM SEMEN CRIOPRESERVADD EM NITROGENIO LIQUIDO"

(Fartilization of Proachilodus sorola Steindachner 1881, with cryopresenved sperm in liquid nitragen)

RESLUIMOC

A fim de subsidir os traballkos de reprodugao
imfurikin, loram condursados expenmentos de oonge-
larmento, cnopreservacio ¢ fernlizacio com sémen do
cunmbabi, Frechiledier sorafe, no Laburatboo de Bio-
Ingia de Perxes Fluvia “Dr. Pedro de Azevedo™ do
Institetn de Pesea em Pirassununga (3F), no periodo
reprodutive di espoe de 198600 De wn Vpool™ de sé-
min e 29 machos, foram observadas as sepuintes ca-
racteristicas cspermidticas: motilidade espermiitica -
reta subjetiva, M09 conceniragio de espermatoriudes,
35,25 x 10%mm? ¢ espermatozdides vivos obtidos pe-
la coleracino diferencial, %2,72%. O sémen diluido foi
congelade em vapores de nitrogénio e, em scgusda,
imerso em nitrogénio ligquido ¢ I%Q'(Z], permanscendo
armazenado em “conrainer” especial. Vinle e gquatro
horas apds o congelamento, amosteas de sémen apre-
sentaram g redor de 35F de oflulas espermaricas
vidvers, [Decorricos vinte dias, amostras de sfmen
cropreservado foram adicionadas a dwbos Trescos
obdendo-se uma taxa de fertilizagdo de 91.90%, en-
guanto que para o sémen fresco utilizade como con
trole, o resultado fol 9048%, as taxas de eclos®o das
larvas foram de 77.42% ¢ B4.21%, respectivamente.
Apds dois anos de preservacao cricpénica do sémen,
reabzaram-se dois teates de fetilizacho wtilizando- se
duvulos recdm-coletados, cufas porcentapens de Fertili-
eacan foram: THODT%, 92,08% e de eclosdo 54, T8,
84,27 %. Para o s8men (resco uihesdo como controle,
o resalladaos Togam: SOEME ¢ 98, 14% de &walos fer-
nhzados e as axss de eclosdo forame TOT9% e
G241 Para obtengdo de dvales, as fénseas foram in-
dwzidas & reprodegie através de tratamento horoonal,

PALAVRAS-CHAVE: curimbatd, Frochilodey sero-
f, sfen, cropreservagin

Emico Tahira KAVAMOTO!
Waskington FOGLI DA SILVEIRA '
Heloisa Marta GODINHO *
Elisabeth ROMAGOSA '

ABSTRACT

-"kim.inl:'. al helping rhe induced x]m\.'.-‘n.ing, free-
wing, cryopreservation and fertilizaton of “cerim-
hati”, Prevhidodes sorofe, speem were studied at the
Binlopy Labomatory of Fresh water Fishes of the Ins-
tituto de Pesea in Pirassununga (530 Paolo Stae, Bra-
7ill during the reproductive szason of 1986, The
sperm Trom 29 males wis collected and asembled ina
posia] oblanmng the following data of percentage of
sperm motdity: SR sperm concentration: 3525 x
[otvmm®: and live cells percentage by differential
staining meethod: 92.72%. The dilwted sperm was fro-
zen and stored in the liquid nitrogen {-196"C). After
twenty-four hoors of freszing, ft was thawed and
examined under phass-contrast microscopy and pre-
seoted an average of 35% live spermatozon After
twenty days, the cryopreserved sperm was Chawed
and then Fertilizated, revealing a rate of ferully swe-
vets of 9100 fresh sperm fertility was 90,484 and
hatched egg rates weres 77.424% and 84,21% respecti-
vely, After two years of cryopreservation, tao fertili-
zanion wats were done utilising fresh eggs, revealing
the following results, respectively: TR.O1%: 92.68%
and 54.T8%: 84.27T4%. For the fresh sperm control the
results were: 90E2% and 98.14% of fertilized eggs
and TO.79% and 92.41% of hatching oggs. The obai-
ned resulis suggest that sperm banks should be instal-
led for the studied species.
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SPeTm, CTYOprEservilion

serafe,

{11 Pesguisador Cientifice — Segio de Biologia Aquidticn — Divisao de Pesea [ntersor — Instituto de Pesca
{2} Pesguisador Cientifico — Assisténcia Técnica de Diregdo = Instituto de Pesca — Bolsista CNPg

{*) Apoie CHPg

29



EAYAMOTO, E. T, FOGLL DA SILVEIRA, W GODINHO, H. M. & BOMAGOSA. E. 1980 Ferlilizagico
em Prochilodur serafa Stendschoer 1881, com séoen criopreservado em mtrogénio liqguido, 8. Inst. Pexca,

Eio Paglo, 160102936, janfjun.

1. INTRODUGAD

O congelamento ¢ a cropreservacao do
seéman de paixes 1em side objeto de razodvel
numers de experimentios. A mMaior importancia
oo processo oo presenvacao de espemmalosds
des, além do interesse cianlilico, estd no fato
de poder subsidiar aguaculiura comercial am-
pregando reprodulores  selecionades e, con-
seguentermnente, obter plantéis em melhores
condipfes genélicas.

A literatura estrangeira apresenta vanos
trabalhes sobre congelamento do sémen de tru-
ta arco-ing, Salmo gardnen através do gelo se
co, destacando-se as publicagtes de BUYLU-
KHATIPOGLL & HOLTZ (1973, STOSS
BUYUKHATIPOGLU & HOLTZ {1978); STEIN
& BAYALE (1975) & STOSS & HOLTZ (1981
ab). Com a mesma espécie oo peixe, ancon-
fram-se 05 frabalhos condunides por GRAYBILL
& HORTON {1969 & OTT & HORTON {1871)
que utilizaram vapores de mitrogénio liguido pa-
ra o congelamento, Este mesmo processa fon
empregado por MOCZARSK] (1876), quande
congelou o sémen da carpa capim, Clengpia-
ringodon ialls.

Mo Brasil, nestes (itimos anos, o raba-
thos ralatvos ao estudo das caracteristicas se-
minais (FOGLI DA SILVEIRA; KAVAMOTO &
MARAHARA, 1981, 1985 KAVAMOTO et ali,
1685, KAVAMOTO & FOGL DA SILVEIRA,
1986, KAVAMOTO: FOGL DA SILVEIRA &
GODINAD, 1986} possibilitaram & conduwcio de
pesquisas de congelamento do sémen de al-
gumas espécies de dgua doce. Assim, FOGLI
DA SILVEIRA, KAVAMOTO & NARAHARA
[1981, 1985 conseguiram o congelamentio em

gelo seco e 3 ciopreservagan em nitrogénio G-
guido do sémen de bagre, Rhamdia flan, O
mesmo métedo ol empregado para & fula ar-
coriris, Salmo irideus (FOGU DA SILVEIRA et
ali, 1984) e para o curimbatd-pacy, Procfulodus
marggrawi (COSER & GODINHD, 1988). O
congelamento em vapores de nitrogénio liguido
foi empregado por COSER; GODINHO & RE
BEIRD (1984), para 0 sémen do cunmbatd,
Prochilodus soroda, e dourado, Salminus max-
losus e por COSER, GODINHO & TORQUATO
{1988), para o sémen do piaw, Lepornus sives-
I

O presente trabalho prelende estudar a
téerica de congelamento do sémen do curem-
batd, Proctilodus sorolz, em vapores oo ni-
trogéno liquido, sua criopresenvacao e verilicas
o5 resuitados de lertilizagao, com vistas 4 ob-
tencao de tecnologia de reproducio @ producan
da esnécie,

O cunmibatd, Frochilodus sorofa, dentre as
espécies com polencial para a aguaculiura,
apresenta boa perspectiva de criacio em catbi-
verrn (LEITE et alh, 1984). Pordm, tratando-se
de espécie que ndo se reproduz naturalmente
em ambienles eslangques, necessita ser induzi-
do 4 reproducdo  afravés do emprego de
homdnios gonadotrépicos (FENERICH-VERA-
NI, GODINHG & NARAHARA, 193-1_: GDDIN_HG
et alii, 1986). A rolina de repeoducao de peixes
tem mostrado a necessidade de se tar sémen 2
disposicde para garantir a ferblizagdo. Assim, &
estocagem do material fecundants sob conge-
laments profundo vem possibilitar a execugio
sggura daquele processo.

2. MATERIAL E METODOS

Mo inicie do méds de novemnbro de 1986,
setenta (70 exemplares machos de curimbatd,
Prochilodus scrofs, loram capturades no Bio
Mogi-Guagu junto & Cachoeira de Emas, Mu-
nicipio de Pirassununga, SP, e imedataments
fransporiados para o Laboratério de Biologia de
Paixes Fluviais "Dr. Pedro de Azevedo™ do Insti-
o de Pesca. Estes peixes, com comprimento
médio de 30 om e peso médio de 350 g, for
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ram estocados em um tanque de alvenariz de
50 m®, ande receberam diariamente, coma ali-
mento, ragao balanceada, na proporgan de 3%
o peso vivo do lola.

Aprowimadamente 45 dias apds captura,
coletaram-se amosiras de sémen de vinte o
nove (29) reprodutores, através de massagem
abdominal no sentido dnlero — postencr, em
tubcs graduados em décimos de mil, 05 quais
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foram mantidas em recipiente contendo agua
com a temperalura ao redar de 26°C.

Do total de um “pool” de 9,0 ml de sémen,
separou-se 0.5 ml para avaliagdo das sequinlas
caracleristicas seminais: motilidade celular dire-
la subjetva (SALISBURY & VANDEMAREK,
1964): concenfragdo de esparmatordides por
men”, pela contagem das células espermaticas
em camara de Meubaver, B exame das calulas
vivas, pela coloracho diferencial (BLOM, 1950).

O restante do  sémen, equivalente a
8.5 mil, foi diluide imedigtamenta na proparcae
de 1:3, no meig diluidor V,, (STEIN & BAYRLE,
18978] constituido der NaCl = 750 mg, NaHCO,
= 200 myg, KCI = 38 mg, glioose = 100 mag,
gama de ovo = 20 ml, acescdo de 10%: de
DMSO  (dimetilsulidaido)  coma  cng-proletor.
Apds a mislura cuidadosa do dileante com o
s8men na mesma lemperatura (26°C), coloca-
ram-se, em cada tubo de ensaip, & mi deste
sémen diluido, fechados com rolha e licados
em estanies praprias, (“racks”), gue foram colo-
cadas dentro de uwn recipiente de isopar conr
tendo cubos de gele @ dgua para a refigeracio
gradual do sémen diluido até atingir a tempera-
tura ce 4°C. Decoridos 30 minulos apds a cole-
1a do sémern, % “racks” e lubas de ansao cone
tendo matenal espermabos foram retirados do
gelo (4°C) e colocados numa estante metdlica
recebendo vapores de nitrogénio liguido. Apos
seis minutes, todos os tubos foram imersos em
nitrogénio liquide e, passados quinze minutos,
transferidos para "container” especial (MOD —
APOLO Sx 44) onde ficaram armazenados.

Winte @ guatro horas apds congelamento,
o sémen foi descongelado e examinado scb
microscdpio de contraste de fase para verifi-
cacio da porcanlagem de células vidvens.

MNeste mesmo periods, seis (B} reproduto-
res machos receberam inpecoes niramusoula-
res oo HCG (gonadotropina condnica humana)
na dosagem de 5 IU'g de peso vivo. Esses
exemnplares foram mantides em duas caixas de
cimento amianto de 1000 lirnos, com temperaty-
ra da dgua a 24,5°C e aeracdo constante, Apds
quinze horas, coletaram-se, dessas axemplares,
10,0 mi de sémen que foram avaliades quanto
a% suas caracteristicas. Os itens examinados, a
metodeiogia empregaca ¢ o processo de con-

gelamento foram iguais aos ulilzades para os
peixes nao injetados.

Parz a realizagdo dos lestes de feril:-
zacao, o ovulos foram retiredos por extnusio
das lémeas submeldas ao processo de repro-
dugdo induzida, sequndo GODINHO et ah
[1986). A selecio das fémeas baseou-se nao
50 na abservacas anatdmica externa (ventre
abauvlade e papilz wegenital dilatada), como
tambem no grau ca desamahvimento dos oveci-
tos intra-ovdricos avaliades pelo melodo descri-
to por FEMERICH-VERAMI, GODINHD & MA-
RAHARA [1964),

Foram realizacos 4 {quatro) testes de ferti-
lizagaco:

19 feste: vinte dizs anos a oiopresenacio,
amostra de 1 ml ce sémen de peixes nao inje-
tados foi descongelsda num bequer de 250 mi
contendo  aprosormadamente 1000 dwules, ¢
imediatamente homogenaizada oom a solugin
de MaHCD, a 1%. A mesma melodoiogia fon
utilizzca para o sémen fresoo (conbrole).

Decoridos  dois  anos  de  presenvacas
cru:-gﬁmca, aubras amostras de samen loram
descongeladas e utilizadas para owtros dois
lestes de lerilizacio.

29 teste: A fertihizagao foi faita em 3 vidios
com cagacidade de 15 mil, onda se colocaram,
em média, 122 dvulos ¢ 0.8 ml de sémen des-
comelaco. O controle constituie-se de 98 duu
los gue foram fertilizados com 0,2 mi de sémen
fresco. A mistura dos dvulos com o Sémen des
congelado, adicionade & solucde de MaHCO, a
1%, foir manbida por 5 minutos, Apds este
pericdo, o5 dvulos foram lavedos em dgua e
fransferidos  para  mineincubadoras  mantidas
mersas no fangque de 2000 btros de dgua, &
temperatura de 26°C, agracao constante @ dgua
coffenta.

3 teste; utilizaram-se, em média, 282 dvu-
los que forarm fertilizados com 0,1 mi de sémen
fresco [controle). Foram realizadas 5 repeticdes.

O 4?7 teste de fedilizagdo foi empregado
na rotina da reproducao induzida na Estagao
Exparimentzl de Pindamonhangaba. Foram uti-
lizados 10 ml de sémen de machos injetados
que, apos descongelamento, loram misturados
em aproximadamente 80000 dwilos, sendo
simultaneamente  adicionada & solugao  de
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NaH0, a 1%, Paralelamente, cerca de 40000
dvules foram fertilizades com 1.0 ml de sémen
fresco para confrole. Cinco minulos apds, os
owes foram colocacdos separados em duas in-

namero de dvulos fertilizados

cubadoras ulilizadas nos rabalbos de rolina da
reproducio,

As ftaxas de fertlizacao ¢ eclosao foram
calouladas pelas sequintes emulas:

100

taxa de lerilizagao

ndmera total de dwulos

numerg de lanvas eclodidas

taxa de eclosaos

namero de dvules fertilizzdos

Fara testar se houve ou ndc diferenca
estalisbca signilicativa enlre a5 porcantagens
de fertilizagdo com sémen fresco e congelado,

foi aplicade o teste de gui-guadrado (X7, ao
nivel de 5% de sgnificinca (GOLDSTEIM,
1965),

3. RESULTADOS E DISCUSSAOD

Ao exame masoscopco, venlicou-se que
as amosiras de sémen coletadas de peixes que
nad receberam ratameanto hormonal apresen-
tava cor branco leitosa e aspecto cremaoso, en-
guants gue as amostras dos netzdos apresen-
tavam cor branca e aspecto fluido,

Os resultados das caractersticas semi-
nais do “pool” de sémen fresco de 20 pei-
¥es ndo injetados (Grupo A) e de 6 machos
injetades com HCG  (gonadotroping  condni-
ca humana) (Grupo B) encontram-se na TABE-
L1,

TABELA |
Avabucio espermidtica do “pool™ de sémen fresco dos exemplares de curimbatd — Prochiodus sorofs -
n& injetados (Grupe A) ¢ injetados com HOG [ Gropo B) Bio Mog Guage - Prrassmung: - 1986

MY de Volume total Muilsdade csper- Coldorago B4 poral die esper-
peines e sbmen (ml) wiihica subgelrva dileremnel mitloeiicles por
(T (% de wivns) i (1]
Cirupo & 29 G0 o0 0,72 25
Lirupw B ] w5 ol 59,17 19,52

(1) Uk vabores devem ser multiplicados por 106,

Considerando-se 05 peiscs injctados e
aqueles nao inetados, as concentragieas oe as-
permatoroides mostraram-se  diferentes. 1510
deve explicar o aspecla mais fluide do sémen
nas peixas injetados devide & acdo homonal
[HCG).

Meste expernments venficou-se, para am-
bas os casos (A e B), motildade espermatica
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eslimada em 30% no sémen fresco, Apds vinte
¢ guatro horas de congelamenta, em amosiras
de sémen descongelade observou-ss, a0 exa-
me Vi owitre” sob microscopio de confraste de
fase, cerca da 35% de células vidveis. Estes re-
sultados eslao proximos dos valores de 45%,
cescntos por OTT & HORTON (1971), para a
truta arcoeinis.
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O resultados das caractonstices seminais
observacos ma TABELA 1 podemn ser confron-

tados com oS resultados encontrados na litera-
tura especializada {TABELA 2).

TABELA 2
Caracleristicas o sémen de peixes de dgua doce

FBspécics Muotiliclabe expermd- Coloragio dife- M onal de Referéncms
ticn subjetiva rencial () de espermutesdides
(%) wivins pHar mmam-
(1
Goldfish
Caarees sy - a7 - FRIBOLURGH (194%6G)
RS
Bapre
B fegrelinn Feilerit F2.00 Te 55,840 FOGLT DA SILVEIRA:
impetidos KAYAMOTO & MARA-
R handia hilard— FLARA {1981 [985)
i injetados #1,040 643 [ EE] EAVAMOTO & FOGLI
34 SILVEIRA (1958}
Truta arco-iris 9 4O T2 17,12 KawvarMMOTo et alii
Yalme irideus (1985)
Curmmisald
Prochiicds H4.40 9,13 3,19 KAVAMOTO; TFOHaEL
vl A ZILVEIRA & GODI-
' NHO (1986)
Curimbatd
Prociilodis 858,13 171,82 ILET CROTAINHO e ala (15
Forohi
{reproahigio
mcluzida)

(1} O valorss devem ser mulliplcados por 106

FOGLI DA SILVEIRA;, KAVAMOTO &
MARAHARA (1981), em nota prelmminar, publi-
caram o resultado de 30% de formas vidvels
pos-congelamento do sémen do bagre Rham-
dha hiari, em geio seco (-79°C), confimando
asses resullados apos 35 meses de congela-
menty [FOGLI DA SILVEIRA; KAVAMOTO &
NARAHARA, 1985).

Os resullados do 22 e 3% testes de fertih-
ragho com sémen congelade & sémen fresco,
considerando-se o tempo de Criopreservacan &
o volurme de sémen, estdo exposios na TABE-
LA 3, Verilica-se gue nao existe diferenca es-
tatistica significativa 2o nivel de 5% entre as

porcentagens de fertilizagaa com sémen conge-
ladky & corm sémen fresco.

Embora a maiona dos trabalhos relatives a
criopreservacdo de sémen de peixas 50 estabe-
loga estimativas do exame “in vitro” de formas
vigwers, TRUSGOTT et alii (1968) afimmaram
que o verdadero teste de viabilidade dos es-
parmatozdides sera alraves de sua capacidade
de ferilizacan, FOGLI DA SILVEIRA et ali
(1984} apresentaram of pimeinos resultados no
Brasil, ootkdos em termos de ferdilizagao com o
s&men da truta arco-ins apos congelamento em
gelo seco (-79°C) e criopresenvagdo em ni-
tragéme liquide (—196°C) (taxa média de fertili-
zagan = 10,55%).
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TABELA 3

Porcentagem de Ferfilidade do sémen congelado de Curnmmbatd, Prochilodiy serafa, e respectivas taxas de eclosio —
Laboraténo de Bielogia de Pemxes Fluvims “Ir. Pedrmo de Azevedo™ — Pirassununga — [957/88

Teste  laaido da Tratamenio Vaolume de Sdmen N detChulas MYdcObvgs Tasmade Ferti- Tamade  MNUde
Fimen  (Tipe dic Sémen) {mi} [ncubades Emhoomados  lescio (%) Eoosie  Lars
(]
0.8 154 123 LET 50,06 4
4 a & i Th 7917 51,32 3o
o LUE ] LG L1 T4, 5247 a6
T 0.5 1x2 95 78,01 54,78 53
b 02 GE =4 50,532 m,Tm 53
0.4 257 plx] GR,20 o149 258
4 2411 277 98,93 0,61 251
s 291 440 82,47 T 185
3= a 1 4 315 I HR.5T 76,34 213
a4 89 275 95,14 B5,82 56
T a4 292 271 G265 B4,27 29
I a1 Jxz L0 9,14 9141 s el
al o= als
gp = 3,84 (1 GL)
n midiz arzimética

a sdmnen dewempriaks
B = wimen froscs (conirole)

Para o 4% teste, reslizado como roting da repro-
duao induzida, 50000 dwulos recémecoletades
foram lertilizados com 10 ml de sémen diluido,
descongelade, de machos injetados, enguanto
outros 20000 dvulos recebaram sémen fresoo.
Mas mesmas condigdes de manejo, o5 primei-
ros apresentaram 60% de lertiizacio e 26,40%
de eclesdo, enqguanto que no segundo, o resul
tada naa o satistatdrio,

As vanagoes nas taxas de lerlilizacio e
eclosag encontradas, devem-se ao fato de se-
rem utilizados dwvulos de diferentes émeas.

Comparando-se o35 resultados médios de
87.67% de ferilizagdo encontrados nestes tra-
balhos aos de GRAYBILL & HORTON (1969) e
de FOGLI DA SILVEIRA et alii (1584), que cone-
sequiram, respectivamente, 18% e 10,55%,
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para a fruta arce-iris, pode-5e considerar que o
valores para Prochilodus scrofa foram bastante
satisfatdnos.

Os valores obtidos estio proximos dos re-
sultados de STEIN & BAYRLE (197B) LE-
GEMDRE & BILLARD (1980) e STOSS &
HOLTZ {1981 ab) que conseguiram B1.90%,
50,000, B7,10°%, respectivamente, de taxa de
fertilizacso para trula arco-ins.

SCOTT & BAYMNES (1980) afirmaram aue
peguena guantdade de sémen fresco de boa
gquahdace € sulicienle para glcancar alta taxa
de ferilizagio, porém ressaltaram a importén-
cia de pesquisa no sentico de esclarecer gqual o
volume de sémen descongelado necessdrio pa-
ra um dade numens de dvulos, para se obter
uma boa fertilizacio.
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4. CONCLUSOES

O alios valores médios da taxa de fertili-
zagas ¢ de produgao de larvas obbidos nesle
trabalha comprovam gue o uso de sémen orio-
preservade do cunmbatd, Frochlodus sorofa,
poderd contribuir para o melhoramento genético

das suas linhagens, aumentando a produtivida-
de em agliculturs.

J& é vidvel a instalacdo de whn “banoe” de
simen nas centras de incubacio para ser usa-
dao quando e onde for necessarnio.
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