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Resumo

O objetivo do presente experimento foi avaliar as caracteristicas seminais do cascudo-preto (Rhinelepis
aspera); para tanto, foram utilizados 43 machos (1.144,5 + 179,34g), submetidos a hipofisacao (5,5mg/kg). Os
machos liberaram 9,91 + 9.23mL de sémen, correspondendo a 8,62 + 7,60mL de sémen/kg de reprodutor e pH
de 9,39 + 0,21. O tempo necessario para a perda da motilidade espermatica de 50% dos espermatozoides foi de
42,21 £ 7,70 segundos. O sémen apresentou 96,5 + 4,41% de espermatozoides vivos e uma concentragcdo
de 2,10 £ 0,37 x 10" espermatozoides/mL, garantindo uma produg¢do média de 20,72 + 20,58 x 10"
espermatozoides/macho.

Palavras-chave: espermatozoide, Loricariidae, peixe, reprodugdo, sémen.

Abstract

The aim was to verify the seminal characteristics of “cascudo-preto” (Rhinelepis aspera). Was utilized
43 males (1144.5 £ 179.34 g), submitted to hypophysation (5.5 mg/kg). Males produced 9.91 + 9.23 mL of
semen, corresponding to 8.62 = 7.60 mL semen/kg of male, and pH of 9.39 £ 0.21. The time required for the loss
of spermatic motility of 50% of the sperm was 42.21 £ 7.70 seconds. The semen had 96.5 + 4.41% of live sperm
cells and a concentration of 2.10 £ 0.37 x 10" espermatozoa/mL, providing an average production of
20.7 +20.581 x 10" espermatozoa/male.

Keywords: fish, Loricariidae, reproduction, semen, spermatozoa.

Introducao

O cascudo-preto (Rhinelepis aspera, Agassiz, 1829) ¢ uma espécie de peixe pertencente a familia
Loricariidae (Delariva e Agostinho, 2001). No Brasil, ele ¢ encontrado nas bacias dos rios Sdo Francisco e
Parana (Armbruster, 1998). E uma espécie reofilica, que apresenta reproducio restrita em ambientes 16ticos
(Suzuki et al., 2000), e esta entre as espécies reofilicas que t€m sofrido diminui¢do de suas populagdes naturais,
devido principalmente & reducdo dos estoques pesqueiros (Miranda et al., 2000), provocada pela destruicao de
habitats, obstrucdo de rotas migratdrias, polui¢ao e sobrepesca (Soares et al., 1997). Além disso, estudos revelam
sua importancia tanto na pesca artesanal quanto na comercial, j& que foi uma das espécies mais capturadas nas
bacias dos rios Parana (Agostinho et al., 1995) e Sdo Francisco (Godinho ¢ Godinho, 2003). Tal fato torna a
espécie ameacada de desaparecimento em algumas regides do Brasil (Mikich e Bérnils, 2004).

Desta forma, uma alternativa para a manutencdo de seus estoques naturais pode ser o emprego da
reprodugdo em condigdes artificiais, tendo importancia tanto no aspecto comercial, para desenvolvimento de
pacotes tecnoldgicos para sua producdo em cativeiro (Lopez, 2005), quanto para a conservagdo da
biodiversidade em programas de repovoamento (Carolsfeld et al., 2003; Viveiros ¢ Godinho, 2009) e
recrutamento dos estoques pesqueiros (Agostinho et al., 1995). Para tanto, é importante o desenvolvimento de
tecnologia aplicada que garanta o sucesso na reprodug@o, assim como o conhecimento basico da biologia
reprodutiva e da qualidade dos gametas.

Em peixes, normalmente a preocupacdo com relagdo a qualidade dos gametas ¢ limitada a qualidade dos
ovocitos, estando a producdo de gametas masculinos de qualidade em segundo plano (Rurangwa et al., 2004). A
qualidade do esperma ¢ determinada pela sua habilidade em fertilizar com sucesso um ovdcito (Bobe e Labbé,
2009). Portanto, todo parametro fisico que estiver correlacionado direta ou indiretamente com a capacidade de
fertilizacdo pode ser usado como uma medida da qualidade do esperma (Flogli da Silveira et al., 1988; Rurangwa
et al., 2004).

O conhecimento das caracteristicas seminais ¢ fundamental na rotina de reproducdo artificial, pois
permite a utilizagdo do uso racional de gametas (Bombardelli et al., 2006a), bem como do numero de
reprodutores (Fogli da Silveira et al., 1985).

Diante disso, o objetivo do presente experimento foi avaliar e caracterizar quali-quantitativamente o
sémen do cascudo-preto (Rhinelepis aspera).
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Tecnologia da Reprodugdo dos Animais Aquaticos
Cultivaveis (LATRAAC) da Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE), instalado no Centro de
Pesquisas em Aquicultura Ambiental (CPAA) em Toledo/PR (24°46°48.31°’S; 53°43°25.77°°0). Foram
utilizados 43 reprodutores machos de cascudo-preto (Rhinelepis aspera) obtidos da natureza e estocados no
Centro de Pesquisa, em viveiros escavados, revestidos em alvenaria e com dimensdo de 200m>.

No periodo reprodutivo, selecionaram-se, no viveiro de criacdo, machos que liberavam esperma sob
leve pressdo abdominal. Apds a selecdo, os reprodutores foram levados ao laboratdrio, onde foram pesados,
marcados e separados em lotes de cinco peixes, em caixas circulares de 1.500L, com renovagdo constante de
agua (750L/hora), provenientes de um viveiro da estagdo. Os animais foram induzidos hormonalmente a
espermiagdo por meio de uma Unica dose de 5,5mg de extrato pituitario de carpa/kg de reprodutor (Woynarovich
e Hortvath, 1983). As aplicagdes hormonais foram realizadas de forma intraperitoneal, abaixo da nadadeira
peitoral. A coleta dos gametas masculinos foi feita apds um periodo de 240 horas—grau (somatéria da
temperatura da agua em fung@o do tempo), contadas a partir da indugdo hormonal.

Para as coletas individuais de sémen, os animais foram contidos e secos com pano e papel- toalha. Com
a garantia de a papila genital estar seca, foi aplicada individualmente massagem na regido abdominal do animal,
sempre no sentido cefalo-caudal. A primeira gota de s€émen foi desprezada para evitar possivel contaminagdo
com urina, sendo o restante do sémen coletado a partir de um tubo de ensaio graduado de 10,0mL, para
mensuragao do volume total liberado de cada macho.

Para a manipulagdo do s€men, utilizou-se o procedimento descrito por Asturiano et al. (2001), em que
o material colhido foi conservado sob resfriamento (12°C) durante 30 minutos, periodo necessario para a
realizagdo das avaliagdes seminais e espermaticas.

Para o sémen proveniente de cada reprodutor, realizaram-se as analises do tempo de duragdo da
motilidade espermatica, do pH seminal, do indice de sobrevivéncia e da concentragdo espermatica.

O tempo de duragdo da motilidade espermatica foi analisado conforme Sanches et al. (2009). Para tanto,
0 procedimento constituiu na diluig¢do de Syl de sémen, em 2Q0 L de solug¢do ativadora (agua) a 28°C,
resultando em uma diluicdo s€men:agua de 0,025 ou 1:40. Apos a diluigdo, utilizaram-se Spul da mistura para a
avaliagdo, em microscopio de luz (40X), do tempo necessdrio para que aproximadamente 50% dos
espermatozoides perdessem a motilidade.

O pH seminal foi mensurado pelo método colorimétrico em papel tornassol e posteriormente comparado
em um padrdo de cores.

O indice de sobrevivéncia espermatica foi mensurado pelo método de coloracdo eosina-nigrosina,
adaptado de Blom (1950), utilizando-se 30uL de sémen e 90uL de cada corante (eosina azul 3% e nigrosina 5%),
para a realizacdo de uma mistura e posteriormente a confec¢do do esfregaco com 10uL de material. Apds o
processamento das ldminas, o material foi analisado em microscopio de luz em objetiva de 40X (Murgas et al.,
2003), sendo contados 400 espermatozoides, onde células mortas apresentaram-se rosadas devido a absor¢ao dos
corantes e, 0s vivos por serem impermeaveis aos corantes ndo foram corados (Kavamoto e Fogli da Silveira,
1986).

A mensuragdo da concentra¢do espermatica do sémen foi realizada utilizando-se o0 método da contagem
de células espermaticas (Streit Jr. et al., 2004b), em cdmara hematimétrica de Neubauer (Wirtz e Steinmann,
2006). Para a mensuracdo da concentragdo espermatica, foi utilizada uma amostra contendo 3ul do sémen
diluido em 3mL de formol salina tamponado (Streit Jr. et al., 2004a), resultando na dilui¢do de 1:1000
(Bombardelli et al., 2006a). A concentragdo espermatica foi calculada conforme recomendado pelo CBRA
(Manual..., 1998) para sémen de mamiferos, seguindo a equagio:

SPZ . . ~
CSPZ(SPZ I mL)= 2 25 q.t.xdllulgaoAxIOOO
10 g.c. | profundidade da camam(mm)

SPZ = espermatozoides
z SPZ = nuimero total de espermatozoides contados

q.c.= quadriculas contados

q.t.= quadriculas totais

profundidade da camara = 0,10mm

dilui¢do = fator de dilui¢do do sémen pelo fixador
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Resultados e Discussao

Em comparacdo com outras espécies, o cascudo-preto apresenta alta producdo seminal (Tab. 1), sendo
superior a piabanha (Brycon insignis), com produgdo seminal de 4,68mL (Andrade-Talmelli et al., 2001), e ao
matrinxd (Brycon cephalus), com 4,0mL (Ninhaus-Silveira et al., 2006). Em estudos com o curimba
(Prochilodus lineatus), Streit Jr. et al. (2004b) encontraram producdo relativa de s€émen de 1,80 mL/kg de
reprodutor. Bombardelli et al. (2006a) observaram para o jundia (Rhamdia quelen), 36,0 £ 8,0 mL de sémen/kg
de reprodutor. Estas diferencas interespecificas sdo comumente verificadas em peixes (Godinho, 2007; Viveiros
e Godinho, 2009). Além disso, as variacdes quanto ao volume de sémen liberado podem sofrer mudancas em
fung@o do método de colheita, pois 0 método de extrusdo ndo garante a liberacdo total do sémen presente nas
gonadas (Ferreira et al., 2001).

Os resultados do pH seminal (Tab. 1) foram superiores aos encontrados por Bombardelli et al. (2010) para
a tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), com valores entre 7,49 e 7,70. Tal variavel estd diretamente
relacionada com a quantidade de constituintes inorganicos presente no plasma seminal, os quais apresentam
relagdes diretas com a osmolaridade presente na mistura sémen: solucdo ativadora, influenciando a motilidade
espermatica (Rurangwa et al., 2004; Alavi e Cosson, 2005).

Tabela 1. Peso corporal e pardmetros seminais e espermaticos em reprodutores de cascudo-preto (Rhinelepis
aspera).

Variaveis* Média Minimo Maximo D.P. EP. C.V. (%)
Peso (g) 1144,53 822,00 1563,00 179,34 27,35 15,67
Volume ejaculado (mL) 9,91 0,60 44,20 9,23 1,41 93,14
Volume seminal relativo (mL.kg de reprodutor'l) 8,62 0,59 38,77 7,60 1,16 88,13
pH seminal 9,39 9,00 9,50 0,21 0,03 2,23
Tempo de duragdo das motilidade espermatica (s) 42,21 29,54 63,31 7,70 1,17 18,25
Indice de sobrevivéncia espermatica (%) 96,50 82,00 100,00 441 0,67 4,57
Concentragio espermatica (SPZ.mL™) (x10'%) 2,10 1,30 2,83 037 0,06 17,73
Produgio espermética (SPZ.macho™) (x10'") 2,07 0,15 10,48 2,06 3,14 99,35

*n =43. D.P. - Desvio-padrao; E.P.- Erro-padrao; C.V. - Coeficiente de variacdo; SPZ - espermatozoides

O indice de sobrevivéncia espermatica verificado para os espermatozoides de cascudo-preto no presente
experimento (Tab. 1) permaneceu semelhante aos encontrados para outras espécies. Para o dourado (Salminus
brasiliensis), Sanches et al. (2009) encontraram 91,95%. Para o jundia (Rhamdia quelen), Bombardelli et al.
(2006a) encontraram 96% das células espermaticas vivas. Souza (2007) observou para o curimbatd (Prochilodus
lineatus) 97,5 £ 0,07%. Fogli da Silveira et al. (1990) evidenciaram para o pacu (Piaractus mesopotamicus)
89,10 £ 4,05%.

Os valores do indice de sobrevivéncia espermatica apresentam importantes implicagdes em relagdo ao
nimero total de espermatozoides viaveis produzidos por reprodutor. Esta informagdo possibilita a selecdo e
manutenc¢do de estoques de reprodutores com maior potencial reprodutivo. Além disso, seu conhecimento é
fundamental para a determinag@o e o emprego do nimero de espermatozoides viaveis/ovocito (dose inseminante)
necessario para otimizar o processo de fertilizagdo artificial. De acordo com Bastardo et al. (2004),
espermatozoides de boa qualidade sdo aqueles que apresentam indices superiores a 50% de sobrevivéncia.
Entretanto, para o cascudo-preto mais estudos devem ser efetuados para determinar indices adequados deste
parametro relacionados com o sucesso da fertilizagdo artificial.

Apesar de haver na literatura semelhangas do tempo de duragdo da motilidade dos espermatozoides de
cascudo-preto com outras espécies, algumas divergéncias nas metodologias empregadas para estas analises sdo
observadas, pois alguns autores realizam estas mensuragdes considerando o tempo necessario para a perda de
motilidade de 50 (Hilbig et al., 2008), 90 (Murgas et al., 2004) e 100% (Streit Jr. et al., 2006) dos
espermatozoides.

Sanches et al. (2009) verificaram que, para o dourado (Salminus brasiliensis), o tempo necessario para a
perda de motilidade apos a ativagdo de aproximadamente 50% dos espermatozoides foi de 29,87 + 2,03 a 38,11
+ 0,90 segundos. Hilbig et al. (2008), utilizando a mesma metodologia, observaram que o jundid (Rhamdia
quelen) apresentou tempo de duragdo da motilidade espermatica de 23,9 + 2,7 a 26,2 + 3,4 segundos. Murgas et
al. (2004) constataram que, em sémen de piracanjuba (Brycon obignyamus), o tempo necessario para a perda de
motilidade de aproximadamente 90% dos espermatozoides foi de 55,60 + 32,25 segundos. Streit Jr. et al. (2006)
observaram que, para o pacu (Piaractus mesopotamicus), 0 tempo necessario para a perda da motilidade de
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100% dos espermatozoides foi de 50,3 e 52,4 segundos, em animais induzidos hormonalmente ¢ ndo induzidos,
respectivamente.

O tempo de duragdo da motilidade espermatica ¢ uma medida subjetiva de grande utilidade na
reprodugdo artificial de peixes, pois, além de determinar a viabilidade espermatica, permite o controle do tempo
necessario para realizar a mistura dos gametas com o meio fertilizante (espermatozoides/ovocitos/dgua) no
momento da reproducdo artificial (Sanches et al., 2009). Além disso, a padronizacdo destes valores ¢
fundamental para a utilizacdo dos espermatozoides como bioindicadores de poluicdo aquatica (Kime e Nash,
1999), como, por exemplo, o efeito da contaminagdo da dgua por metais pesados sobre a movimentacdo
espermatica (Hilbig et al., 2008).

Grandes variagdes da concentracdo espermatica também sdo evidenciadas entre as espécies nativas
brasileiras. O curimba (Prochilodus lineatus) apresentou 27,36 + 5,32x10° SPZ/mL (Murgas. et al., 2007), e a
piracanjuba (Brycon orbignyanus) 8,21 + 2,26x10° SPZ/mL (Murgas et al.,, 2004). Maria et al. (2004)
observaram para o pacu (Piaractus mesopotamicus) uma concentracio espermatica de 13,89 + 1,26x10°
SPZ/mL. Estas mensuragdes sdo importantes no sentido de oferecer informagdes basicas para o desenvolvimento
de estratégias de reprodugdo artificial em peixes, como a selegcdo de animais com bom potencial reprodutivo e o
emprego de doses inseminantes adequadas para cada espécie. Essas estratégias, além de aumentarem as taxas de
fertilizacdo de ovocitos, oferecem bases para o dimensionamento do plantel de reprodutores e consequente
redugdo de custos em piscicultura.

As variagdes verificadas entre espécies quanto a qualidade e a quantidade seminal produzida sdo
normalmente evidenciadas em peixes (Godinho, 2007; Viveiros ¢ Godinho, 2009). Sdo diversos os fatores que
influenciam estes parametros, como: tamanho do individuo (Luz et al., 2001), idade dos reprodutores (Bastardo
et al., 2004), metodologia de coleta (Ferreira et al., 2001), realizacdo de sucessivas coletas seminais (Kavamoto
et al., 1997), época do ano (Borges et al., 2005), realizacdo de indugao hormonal (Kavamoto e Fogli da Silveira,
1986), hormodnios aplicados durante o processo de indugdo hormonal (Streit Jr. et al., 2003; Zaniboni Filho e
Weingartner, 2007) e processo endocrino (Bombardelli et al., 2006b). Além disso, a ativacdo espermatica ¢é
afetada por diversos fatores, como: a aplicagdo de diferentes solu¢des ativadoras (Carolsfeld et al., 2003), o
emprego de diferentes relagdes de dilui¢do do sémen (Lahnsteiner et al., 2003), as solug¢des ativadoras contendo
diferentes concentragdes osmoticas e ionicas (Alavi e Cosson, 2006), em diferentes temperaturas, pH (Alavi e
Cosson, 2005) e com presenca de contaminantes ou substancias toxicas (Kime e Nash, 1999; Hilbig et al., 2008).

Conclusao

O cascudo-preto (Rhinelepis aspera) apresenta caracteristicas seminais e espermaticas, quantitativas e
qualitativas, positivas para o emprego em programas de reproducdo artificial e/ou bancos genéticos in vitro ou in
Vivo.
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