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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 A espécie em estudo — Jau (Zungaro jahu)

Reino: Animalia;
Filo: Chordata;
Classe: Actinopterygii;
Ordem: Siluriformes
Familia: Pimelodidae;
Género: Zungaro;

Espécie: Zungaro jahu (Ihering, 1898)

O jau, Zungaro jahu (Figura 1), é espécie endémica dos rios que formam
a bacia do rio da Prata, nos rios Parana, Paraguai ¢ Uruguai, ocorrendo na
Argentina, Bolivia, Brasil e Paraguai (Lundberg & Littmann, 2003; Zaniboni
Filho & Schulz, 2003). E um dos maiores bagres neotropicais e pode atingir
pesos superiores a 150kg. E uma espécie de piracema, mas seus deslocamentos

reprodutivos sdo pouco conhecidos (Agostinho et al., 2003; Resende, 2003).

A espécie atinge sua maturidade sexual, em média, aos 70cm de

comprimento total (CT) e se reproduz, no alto rio Parand, entre os meses de

11



dezembro e fevereiro (Agostinho et al., 2003). Uma fémea adulta pode desovar
até 75000 ovos por quilo de peso corporal. Esta alta fecundidade compensa a
baixa taxa de sobrevivéncia das larvas e alevinos, bastante susceptiveis a
predagdo em ambientes naturais.

Evidéncias circunstanciais mostram que seus estoques naturais
encontram-se muito reduzidos devido, possivelmente, as alteragdes e destruicao
de seu habitat. Por estas razdes, o jau esta incluido na lista oficial de espécies
ameacadas de extingdo do estado de Minas Gerais (Minas Gerais, 1996) e no
Livro Vermelho das espécies ameagadas de extingdo do estado de Minas Gerais
(Machado et al., 1998).

Sua reprodugdo em cativeiro, assim como para a maioria das espécies de
piracema, s6 € possivel através da indugdo da desova por meio de metodologias

especificas.

1.2 Reprodugéo induzida

O desenvolvimento da piscicultura mundial esteve centrado,
durante séculos, no cultivo de peixes que se reproduzem naturalmente em
ambientes lénticos, apesar dos peixes migradores apresentarem maior
valor comercial. Essa tendéncia foi motivada pela dificuldade em se
induzir a reproducao dessas espécies (Zaniboni Filho & Weingartner,
2007).

Entre as principais técnicas de reproducao artificial, se destaca, de
modo geral, a inducdo reprodutiva hormonal, de peixes reofilicos, que
realizam migragdes reprodutivas. Pelo fato dos sistemas de cultivo
reproduzirem ambientes I€nticos, esses animais deixam de receber certos

estimulos externos, fazendo com que ndo haja uma resposta enddcrina
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apropriada para a indu¢do da maturagdo gonadal final, dai a importancia
da indugdo hormonal (Andrade & Yasui, 2003).

Os primeiros trabalhos de indugdo a desova de peixes reofilicos
foram desenvolvidos paralelamente na Argentina (Houssay, 1930) e no
Brasil (Thering, 1935), quando foram obtidos resultados positivos de
inducdo a maturacdo final de peixes migradores, a partir da aplicacdo de

hormdnios presentes na hipofise de peixes maduros.

As técnicas de reproducdo artificial de peixes sdo multiplas, todas
com o objetivo de produzir quantidade abundante de ovos, larvas e
alevinos, para a utilizagdo em cultura ou para o repovoamento de
reservatorios e cursos de dgua. Dependendo da eficiéncia do sistema de
reproducao artificial, o aproveitamento dos ovos até alevinos pode atingir
de 10% a 70% no rendimento; em contrapartida, a taxa de sobrevivéncia
em condi¢cdes naturais geralmente ¢ muito inferior a 1% dos ovos

produzidos (Woynarovich & Horvath,1989).

As terapias hormonais induzem a maturagdo ovocitaria via sintese
de esterdides indutores da maturagdo, uma vez que a ovulacdo ¢

estimulada pela sintese de prostaglandinas (Figura 2).
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Estimulos Ambientais
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Hipotalamo
Horménio liberador

E Hipofise
Hormdnios gonadotropicos g
Gonadas

Esterdides e prostaglandinas

Gametas

FIGURA 2: Esquema do mecanismo regulatorio da reprodugdo em peixes
(modificado de Rottmann et al., 1991).

Um dos eventos que ocorre durante a ovulacdo ¢ o reinicio da
meiose € sua progressdao da primeira profase da meiose para a segunda
anafase meiotica, no final da maturacdo ovocitaria, fase em que o ovocito
¢ considerado fertilizavel (Mylonas & Zohar, 2007). Alguns estudos
sugerem que a maturagdao meidtica pode nao ser completada em sincronia
com a ovulacdo. E possivel que, devido a uma forte e rapida estimulagio
promovida por uma alta dose de hormoénio, o processo de maturacdo
ovocitaria aconteca de forma muito rapida e leve a atresia, o que resulta
na extrusdo de ovdcitos incapazes de serem fertilizados. Por isto, ¢é
importante que se estabelecam as doses ideais de hormoénio para cada

espécie.
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1.2.1 Hormbdnios utilizados

Ha diferentes tipos de hormoénios que podem ser utilizados na
indugdo da reproducao, mas os hormonios hipofisarios ainda sao os mais
utilizados. Sua utilizagdo ¢ baseada na importancia da gonadotropina para
a regulacdo da fase final do processo de maturagdo gonadal. Com os
elevados precos das hipofises de carpa e salmdo estimulou-se o
desenvolvimento de pesquisas com hipofises de outros animais, obtendo-
se sucesso na reproducao de peixes com utilizagdo de hipofises de frango,
pato e ra (Nwadukwe, 1993; Streit Junior, 2002), ou da urdfise de peixes
(Behr et al., 2000).

A Tabela 1 mostra o local de atuagdo e os principais indutores

utilizados.

TABELA 1: Principais indutores utilizados na reprodugao e o local onde
atuam

Local de atuacéo Principais formas de inducéo

Hipotalamo Manipulagdo do ambiente (fotoperiodo, temperatura,
salinidade, etc.), anti-estrogénicos, estresse, presenca de
machos e fémeas conjuntamente.

Hipofise Antagonistas de dopamina (domperidona, pimozida,
metoclopramida), andlogos do GnRH
Gonadas Hipofises desidratadas, gonadotropinas de peixes,

gonadotropina coridnica humana (hCG)

Fonte: Modificada de Andrade & Yasui, (2003).
A gonadotropina parcial ou totalmente purificada de peixes é obtida

desde 1970, possibilitando a obtengdo de um produto mais especifico que o

extrato hipofisario (Donaldson & Hunter, 1983).
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A gonadotropina coriénica humana (HCG) também foi testada, se
mostrando como potente indutor da ovulagdo de varias espécies de peixes,
apesar de nao estimular todas as espécies. A grande diferenga na estrutura
molecular da HCG, comparada a gonadotropina de peixes, tem exigido a
aplicacdo de elevadas doses para estimular a maturagdo final de peixes (Harvey
& Carolsfeld, 1993). Além disto, o uso continuado da HCG no plantel de
reprodutores reduz o desempenho reprodutivo dos peixes (Donaldson & Hunter,
1983).

O uso de hormoénios liberadores de gonadotropinas (GnRH) para
inducdo da desova de peixes tem sido utilizado com sucesso desde 1975
(Donaldson & Hunter, 1983). Estes hormonios sdo muito semelhantes entre
vertebrados inferiores e superiores. Por esta razdo, o GnRH de mamiferos e seus
analogos sdo efetivos na inducdo da desova em varios espécies de peixes
(Harvey & Carolsfeld, 1993). Trés grandes vantagens dos hormonios liberadores
da gonadotropina so verificadas sobre a gonadotropina, na indugdo a maturagao
final e desova dos peixes. A primeira ¢ que atuam no inicio da cadeia hormonal
e estimulam o peixe a sintetizar sua propria gonadotropina, eliminando assim os
problemas relacionados com a utilizagdo de gonadotropina de outras espécies. A
segunda ¢ que a molécula ndo é altamente espécie-especifica. Por ultimo, sdo
estruturas simples e facilmente fabricadas, apresentam grande estabilidade
estrutural, sdo efetivas com pequenas dosagens de aplicagdo e seu uso ¢
economicamente viavel (Harvey & Carolsfeld, 1993).

Virios trabalhos foram realizados utilizando diferentes hormonios na

indugdo da reproducdo. Exemplos destes sdo descritos na Tabela 2.
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TABELA 2: Diferentes tipos de hormonios utilizados na indugao da reprodugio

de varias espécies de peixes

§ub_s- Hormonios Dosagem Espécies Referéncia
tancias
50ug A. ruthenus L. Rzeniuniechi et al.,
) GnRH 2004
s 25e50pg O. mykiss Arabaci et al., 2004
S mGnRH a 20ug C. nastus Szabé et al., 2002
£ 30ug B. bidyamus Levavi-Sivan et al.,
i 2004
8 5, 10, 20, 40pg O. bonariensis Miranda, et al.,
3 2005
3 <GnRH a 10, 20, 30,40 ng  B. bidyamus gg(\;iw-Slvan etal.,
]
g 1,25,2,5,5,10ug  O. bonariensis Miranda, et al.,
8 2005
— LHRH a 10, 20, 40, 50pg T. ocellatus Chen, 2005
0,01, 0,02 ug S. asotus Wen & Lin, 2004
E] 17,208-
= dihydroxy-4-
2 Y Y 2mg/kg A. anguilla Palstra et al., 2005
2 pregnen-3-
= one
Varias Woynarovich &
Horvath, 1989
B. insignis Andrade-Talmelli et
0,5 ¢ 5,0 mg/kg al., 2002
O. bonariensis Leonardo et al.,
Extrato 2004
2 hipofisario de 5, 10, 20, 30, A. anguilla Palstra et al., 2005
& carpa 40mg/kg
= 3,0,5, 5 mg/kg C. carpio Souza et al., 2003
3 20 mg/kg A. anguilla Palstra et al., 2005
g 6, 1, 5 mg/kg T. ocellatus Chen, 2005
@) 3, 6 mg/kg C. nasus Szabo et al., 2002
P. lineatus Streit Jr. et al., 2004
Extrato L. macrocephalus  Streit Jr. et al., 2003
hipofisario de 5,1, 9 mg/kg
frango C. carpio Souza et al., 2003
Continua
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TABELA 2, Cont.

Subs-
tancias

Gonadotrofinas

Gonadotrofinas de mamiferos

Hormonios Dosagem

Extrato
hipofisario de
coelho

7,14, 12, 6mg/kg

5, 10, 20, 30,

Extrato 40mg/ke

hipofisario de

salmdo 4 mg/kg

500, 1000 Ul/kg
5,10 Ul/kg
150, 500 Ul/kg
5 Ul/kg
1100, 550 Ul/kg
5000, 1000 Ul/kg
150, 200 Ul/kg

hCG 2000 Ul/kg
100, 300, 500, 750
Ul/kg
200 Ul/kg
125, 1000 Ul/kg
1,5 Ul/kg

39,78, 156, 312,
625 Ul/kg
500, 2000, 25000
Ul/kg
500 Ul/kg

Espécies
P. lineatus
L. macrocephalus

C. carpio

A. anguilla

H. bidorsalis

E. striatus

P. scrofa

S. vitreum

B. insignis

L. campechanus
O. bonariensis
B. bidyamus
A. ruthenus L.
M. furnieru

A. anguilla

A. anguilla

H. longifilis
A. anguilla

A. anguilla

T. ocellatus

S. japonicus

Referéncia

Streit Jr. et al.,
2004

Streit Jr. et al.,
2003

Souza et al., 2003

Miranda et al.,
2005

Adebayo &
Fagbenro, 2004

Watanabe et al.,
1995

Kavamoto et al.,
1997

Malison et al.,
1998
Andrade-Talmelli
etal., 2002
Paranilos et al.,
2003

Leonardo et al.,
2004
Levavi-Sivan et
al., 2004
Rzemienieck et al,
2004
Garcia-Alonso &
Vizziano, 2004
Pedersen, 2004
Palstra et al., 2005
Nguenga et al.,
2004

Asturiano et al.,
2005

Miranda et al.,
2005

Chen, 2005

Shiraishi et al.,
2005
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1.3 Sémen

1.3.1 Qualidade espermatica

A qualidade espermatica ¢é a mensuragdo da habilidade do
espermatozoide em fecundar um ovécito. Como no ambiente natural ha
interacdo de varias espécies entre si, o processo evolutivo fez com que, os
teledsteos, de maneira geral, produzam diferentes tipos e quantidades de sémen
(Taborsky, 1998).

Na aqiiicultura, entretanto, algumas outras caracteristicas especificas
podem ser observadas para se obter sucesso na fertilizagdo artificial. Algumas
metodologias se baseiam na utilizagdo de grandes quantidades de sémen
misturadas aos ovos, com fertilizagdo em pequena quantidade de liquido
(Rurangwa et al., 2004). Estas podem alcangar altas taxas de fertilizacdo mas,
em grande parte dos casos ha queda acentuada na taxa de eclosdo devida a ma
qualidade espermatica, ndo avaliada antes da fertilizacéo.

Como o termo “qualidade espermatica” ¢ subjetivo, ha uma série de
biomarcadores associados a este pardmetro, tais como: espermatdcrito,
densidade espermatica, osmolaridade ¢ pH do plasma seminal, composi¢do
quimica do plasma seminal, atividade enzimatica, concentracio de ATP
(trifosfato de adenosina), motilidade, morfologia, ultra-estrutura, capacidade de
fertilizagdo, entre outras (Fauvel et al.,, 1998; Geffen & Evans, 2000;
Chowdhury & Joy, 2000). Alguns estudos descrevendo caracteristicas
espermaticas, as quais podem influenciar a capacidade de fertilizagdo, tém
demonstrado grandes variagdes individuais nos diferentes parametros
investigados. Assim, ndo se deve utilizar uma Unica caracteristica espermatica

para se definir a qualidade seminal (Dreanno et al., 1998).
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1.3.2 Caracteristicas gerais do sémen de peixes

Os espermatozodides de peixes sdo armazenados no plasma seminal
quando no trato reprodutivo e, diferentemente dos mamiferos, a maioria dos
teledsteos de fertilizagdo externa, apresentam espermatozoides iméveis quando
ejaculados. Estes s6 se tornam moveis e metabolicamente ativos apos sua
liberacdo na agua. Na maioria das espécies de agua doce, os espermatozoides se
mantém moveis por menos de dois minutos € em muitos casos apresentam
grande atividade por menos de trinta segundos (Billard et al., 1995; Kime et al.,
2001).

O sémen dos teledsteos € caracterizado pela auséncia de acrossoma,
exceto nos peixes acipenseriformes (Linhart & Kudo, 1997). O formato da
cabeca e do nucleo ¢ altamente varidvel entre as espécies (Jamieson, 1991) e a
peca intermediaria pode ser mais desenvolvida, como no guppy, Poecilia
reticulata, ou reduzida, como nos salmonideos e ciprinideos (Billard et al.,
1995).

Alguns peixes de fertilizacdo interna apresentam espermatozoides
biflagelados (Yao et al., 1995) enquanto, de maneira geral, as espécies que
apresentam fertilizagdo externa possuem flagelo tnico.

Até o momento ndo existem evidéncias de que espermatozdides maiores
sejam capazes de nadar em velocidades maiores que os demais (Gage et al.,
2002). Deformidades espermaticas estdo associadas a deficiéncias funcionais,
relacionadas a diminuicdo da motilidade e taxa de fertilizagdo (McAllister &

Kime, 2003).
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1.3.3 Iniciacdo da motilidade espermatica

O fluido seminal é rico em nutrientes e ions e alguns deles sdo
importantes para a manutengdo da qualidade espermatica, quando do
armazenamento dos espermatozoides, ainda sem motilidade, no trato
reprodutivo. Fatores ambientais externos podem afetar a qualidade e a
motilidade durante o processo de ativacdo. O pH e ions presentes podem
polarizar a membrana celular e estimular a motilidade espermatica (Morisawa et
al.,1999).

Durante a ativagdo, as células espermaticas estdo expostas a um
ambiente hostil, como, por exemplo, a uma osmolariadade maior ou menor que a
do liquido seminal. Para aumentar a viabilidade destes espermatozoides durante
a ativacdo, algumas solucdes semelhantes ao liquido seminal tém sido

desenvolvidas (Billard & Cosson, 1992)

1.3.4 Morfologia espermatica

Alteragdes ultra-estruturais no espermatozéide ocorrem apds o aumento
ou a diminui¢do da osmolaridade do meio que os circunda. Estas alteragdes
podem ser fisiologicas ou patoldgicas. Espermatozoides de teledsteos marinhos
apresentaram intumescéncia do ntcleo, rompimento da membrana plasmatica,
desaparecimento de mitocondrias, perda da membrana plasmatica flagelar e
espiralizagdo, ruptura ou aderéncia dos axonemas, quando expostos a uma
solucdo hipotonica. Marques (2001) classifica estas modificagdes como
limitantes da dura¢ao da motilidade espermatica.

Outros fatores podem conduzir a defeitos morfologicos em

espermatozoides. Segundo Herman et al. (1994), as patologias primarias como
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flagelo dobrado, cabeca isolada, gotas citoplasmaticas proximal e distal ocorrem
durante a espermatogénese, em decorréncia de problemas que acometem os
reprodutores, tais como enfermidades, consangiiinidade, restricdo alimentar,
estresse ambiental entre outros. Por outro lado, as patologias secundarias como
flagelo quebrado, enrolado, degenerado, macrocefalia e microcefalia estariam
relacionadas aos procedimentos de manejo durante a coleta do sémen e a
confec¢do das laminas para avaliacdo de patologias (Herman et al., 1994).

A avaliagdo morfologica dos espermatozoides de peixes pode auxiliar na
caracterizacdo de amostras seminais, fazendo inferéncia ao seu potencial
fertilizante ou de amostras congeladas de sémen, e explicando insucessos de
reprodutores tidos como aptos apds andlises convencionais de motilidade

espermatica (Miliorini, 20006).

1.3.5 Congelamento do sémen de peixes

A criopreservagdo envolve procedimentos que permitem o0
armazenamento de espermatozoides em nitrogénio liquido, a uma temperatura
de -196°C, mantendo-se a viabilidade dos gametas por tempo indefinido (Billard
et al.,, 2004). A criopreservacdo constitui técnica importante na rotina da
reprodu¢do induzida e na melhoria genética das espécies de peixes, aumentando
as chances de se desenvolverem pesquisas, sobretudo no campo genético, ¢
sendo indicada para minimizar a assincronia na maturacdo dos gametas, no uso
seletivo de reprodutores ou mesmo no transporte de gametas (Godinho, 2000).

Quando o sémen ¢ colocado diretamente no nitrogénio liquido, a
membrana plasmatica ¢ a pega intermediaria podem desaparecer inteiramente.
Por outro lado, quando o sémen € colocado no vapor de nitrogénio liquido, os

espermatozoides sofrem um congelamento gradual, e as estruturas membranosas
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ndo sdo muito alteradas, apesar do aspecto da cromatina ser consideravelmente
modificado (Billard, 1983).

A formagdo de microcristais de gelo é deletéria aos espermatozoides por
duas razdes especiais: a osmoconcentracdo e a elevacdo de temperatura
intracitoplasmaica. Com a desidratacdo pela retengdo de agua nos cristais, o
meio extracelular torna-se progressivamente mais concentrado ¢ ha uma
osmoconcentragdo também regides do citoplasma. A osmoconcentracio
extracelular ocasiona efluxo de agua e intensificagdo da concentragdo osmotica
interna o que promove desnaturagdo das macromoléculas e crenagdo celular,
podendo haver total colapso da membrana celular (Medeiros et al., 2002)

O processo de cristalizagdo resulta ainda em elevacdo momentanea da
temperatura, o que, segundo Maria (2005), € prejudicial as células espermaticas.
Em temperaturas em torno de 5°C, a dgua intra e extracelular permanece super-
resfriada e ndo se cristaliza. Segundo este mesmo autor, ente -5°C e -10°C,
microcristais de gelo comecam a se formar no meio extracelular e o processo de
desidratacdo se inicia. Os maiores prejuizos conhecidos na estrutura do
espermatozoide ocorrem no intervalo critico entre 0°C e -40°C (Leung, 1991).

A finalidade do processo de congelamento em nitrogénio liquido ¢ fazer
com que a suspensdo de células espermadticas atinja temperaturas abaixo do
ponto de congelamento do meio (super-resfriamento), antes que haja a formagéo
de microcristais de gelo nos meios intra e extracelular.

O sucesso do congelamento de s€émen com nitrogénio liquido exige que
as taxas de resfriamento estejam situadas entre 10 e 50°C/min (Harvey &
Carolsfeld, 1993). Resultados satisfatorios com esta metodologia encontram-se
disponiveis na literatura (Serralheiro et al., 1999; Cruz, 2001).

Outro aspecto importante na transferéncia de temperatura ¢ o tipo de
recipiente de envasamento do s€émen. Geralmente sdo utilizadas palhetes de

0,25mL, 0,5mL, 1,0mL, 1,2mL e 5,0mL de capacidade. As palhetes de 0,5mL

23



sd0 as mais utilizadas entre os pesquisadores, no congelamento de sémen de
peixes. Palhetes de 0,25mL acondicionam pequenos volumes de sémen e
palhetes muito calibrosas ndo proporcionam um descongelamento uniforme, ou
seja, a superficie descongela mais rapidamente que a porgdo central (Carolsfeld
& Harvey, 1999).

Espermatozoides de varias espécies de peixes sdo congelados sob
nitrogénio liquido, com sucesso, embora muitas vezes, as taxas de fertilizagdo
sejam inferiores as obtidas com sémen in natura. Leung & Jamielson (1991), em
revisdo sobre criopreservacao de gametas, listam mais de 50 espécies de peixes
cujos espermatozoides ja foram criopreservados.

Segundo Cosson et al. (1999), uma taxa de motilidade minima de 90% ¢
adequada para se processar o congelamento de s€men de peixes, e, segundo Cruz
(2001), o periodo de tempo de congelamento ndo influencia a qualidade do
sémen, se este for mantido a temperatura constante de -196C.

Em estudo recente, Routray et al.(2006) demonstram que ¢é possivel
criopreservar sémen mesmo apos a morte do reprodutor. Esta técnica ja havia
sido descrita por Koteeswaran & Pandian (2002) como método alternativo de
conservagdo de material genético em ocasides de desastres naturais. No primeiro
estudo os autores coletaram sémen em diferentes tempos apds a morte do
reprodutor e armazenaram as amostras em diferentes temperaturas. Os resultados
demonstraram que o sémen estocado a 0°C tinha a mesma capacidade de

fertilizag@o que o in natura, mesmo trés horas apds a morte do reprodutor.

1.3.6  Solucgtes diluidoras e proporcéo de diluicdo em peixes

Os diluidores sdo solugdes salinas ou de carboidratos, adicionadas ao

sémen, cuja fun¢do ¢ manter a viabilidade das células espermaticas durante a
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redugdo da temperatura. As condi¢des minimas requeridas para um diluidor
adequado sdo: isotonicidade, para que ndo haja ativagdo prévia da motilidade
espermatica; estabilidade, pois suas caracteristicas fisico-quimicas ndo devem
ser alteradas durante o contato com o sémen; condutividade térmica elevada,
permitindo a rapida transferéncia de temperatura do meio externo para os
espermatozoides; esterilidade, ou seja, ndo devem veicular microrganismos
potencialmente nocivos as células espermaticas; e, finalmente, servir de
carreador de crioprotetores. E importante que a motilidade dos espermatozoides
ndo seja ativada antes do congelamento ¢ nem durante o descongelamento, pois
esta motilidade pode exaurir a reserva energética necessaria a fertilizacao
(Legendre & Billard, 1980).

Diluidores desenvolvidos para sémen de mamiferos t€m sido
empregados com éxito em espécies de peixes. Resultados expressivos tém sido
obtidos com o diluidor BTS (Beltsville Thawing Solution - Minitib"™),
normalmente acrescido ao sémen suino durante seu resfriamento e
descongelamento (Murgas et al.,, 2002). A concentragdo do diluidor BTS
utilizada foi de 4,5% nos estudos de Miliorini et al. (2005), na diluigdo do sémen
de curimba, Prochilodus lineatus. Miliorini et al. (2004) utilizaram o mesmo
diluidor na concentra¢do de 5% para o s€émen de curimba, obtendo resultados
expressivos. Outras espécies também tiveram o sémen diluido com BTS na
mesma concentragdo, tais como pacu (Piaractus mesopotamicus; Miliorini et al.,
2002; Murgas et al., 2004), piapara (Leporinus obtusidens; Murgas et al., 2002)
e piracanjuba (B. orbignyanus; Murgas et al., 2004). Estes trabalhos sdo
pioneiros na adequagdo do diluidor BTS ao sémen de espécies de peixes
migradoras.

A qualidade dos espermatozoides criopreservados ¢ de fundamental
importancia para o sucesso da fertilizacao (Johnson et al., 2000). A eficiéncia da

fertilizagcdo pelo espermatozoide, pos-criopreservacao, para Cloud (2000) esta
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diretamente relacionada com a composigdo da solucdo diluidora. Para o diluidor
prolongar a vida do espermatozoide in vitro, é necessario possuir a propriedade
de reduzir a atividade metabolica dos espermatozodides, seja por inibidores
quimicos ou por redugdo de temperatura (Johnson et al., 2000). De acordo com
Morris & Watson (1984), as injarias causadas pela baixa temperatura sobre os
espermatozoides sdo classificadas em duas categorias: a) decorrentes
diretamente do resfriamento ou pelo choque frio, em conseqiiéncia do rapido
resfriamento e, b) injurias do processo de espermatogénese, causadas
indiretamente e independentemente da taxa de resfriamento e que vao se

manifestar apos periodos extensos em baixas temperaturas.

1.3.7 Solucbes crioprotetoras do sémen de peixes

A criopreservacdo de células adquiriu impulso quando pesquisas
relataram que o glicerol possui a capacidade de protegé-las contra efeitos
deletérios do congelamento (Cruz, 2001). A partir de entdo, varias outras
substancias vém sendo testadas com tal proposito (Godinho, 2000).

Solugdes crioprotetoras sdo substancias acrescidas ao meio diluidor do
sémen com a finalidade de proteger os espermatozdides durante o congelamento
e o descongelamento (Squires et al., 1998). Os crioprotetores impedem as
criolesdes, mas quando usados em concentragdes elevadas, podem se tornar
toxicos aos espermatozoides. Dentre as caracteristicas desejaveis em um
crioprotetor, destacam-se a reduzida toxicidade e a alta solubilidade em agua
(Maria, 2005).

Os crioprotetores podem ser classificados em intracelulares (ou soluveis)

ou extracelulares (ou nao soluveis), sendo que o determinante sdo as
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propriedades fisico-quimicas (principalmente o peso molecular) e a interagdo

existente entre a substancia e a membrana citoplasmatica (Tabela 5).

TABELA 5: Classificagdo dos crioprotetores quanto a permeabilidade a
membrana celular

Crioprotetores intracelulares Crioprotetores extracelulares
(soltveis) (ndo soluveis)
Dimetilsulfoxido (DMSO) Glicose
Glicerol Sacarose
Metanol Gema de ovo
Etilenoglicol Leite desnatado
Propilenoglicol Soro
Propanodiol Agua de coco

Fonte: Modificado de Cruz (2001).

Os crioprotetores intracelulares evitam ou, pelo menos, diminuem a
formagdo de microcristais de gelo intracelulares, enquanto os crioprotetores
extracelulares atuam estabilizando e reparando externamente a membrana
celular. Os alvos da protegdo proporcionada pelos crioprotetores intracelulares
sdo as enzimas labeis (por exemplo, a catalase) e a estabilidade das proteinas em
solucdes aquosas. Porém, segundo Maria (2005), ha um grande risco na
utilizacdo de crioprotetores internos, pois estes podem, alternativamente,
promover a desnaturagdo protéica, sobretudo sob elevadas temperaturas,
causando uma toxicidade nos sistemas enzimaticos e, por conseguinte, celulares.
Isto ocorre principalmente quando as concentragdes de crioprotetores internos
sdo muito elevadas (Cruz, 2001). De acordo com Simeone (1998), os
crioprotetores internos mais efetivos sdo aqueles que permeiam a membrana
celular rapidamente.

Aparentemente, alguns crioprotetores agem melhor em determinadas

espécies do que em outras, sendo que a selecdo do crioprotetor mais adequado, a
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ser utilizado pela primeira vez em uma espécie, deve ser feita em testes de
tentativa e erro (Bedore, 1999).

Miliorini et al. (2005) verificaram que a associacdo entre BTS, que
apresenta em sua constituicdo glicose como crioprotetor externo, em uma
concentracdo de 3,6% apos a diluicdo, e quaisquer crioprotetores internos
(DMSO ou metanol, a 10%), proporcionaram taxas de fertilizacdo similares as
do sémen in natura. A associacdo de DMSO 10%, glicose 5% e gema de ovo
10% tem sido utilizada com sucesso na criopreservagdo de sémen de curimba
(Kavamoto et al.,, 1989; Silva, 2000), embora estudos preliminares com
preservacdo a curto prazo nessa espécie, utilizando gema de ovo 10%, ndo
tenham sido bem sucedidos.

O metanol, segundo Bedore (1999), é tido como o crioprotetor
intracelular mais permeavel & membrana, porém, € aquele que apresenta a maior
toxicidade dentro de seu grupo, exceto para espermatozoéides de tilapia (Harvey,
1983). Concentra¢des de DMSO de 5%, 10% e 15% foram menos toxicas que o
propanodiol e o etilenoglicol, nas mesmas concentragdes (Cruz, 2001). Em
trabalhos com sémen de pacu (P. mesopotamicus; Murgas et al., 2005) e de
curimba (Miliorini et al.,, 2005), uma concentracio de 10% de DMSO
proporcionou os resultados mais expressivos, tanto para o resfriamento, como
para o congelamento de sémen, respectivamente, quando comparadas a outras
concentragcdes ¢ ao metanol. Segundo Bedore (1999), a caréncia de estudos
acerca da bioquimica do fluido seminal de teledsteos brasileiros dificulta a
determinagdo de solugdes crioprotetoras mais eficientes na recuperacao da

motilidade ap6s o descongelamento.
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1.3.8 Descongelamento do sémen de peixes

O descongelamento é o processo inverso ao congelamento, mas € tao ou
mais importante que ele. A velocidade de descongelamento do sémen deve ser
aquela que permita a re-hidratagdo celular e, ao mesmo tempo seja breve,
evitando o aumento no tamanho de cristais que por ventura ja se encontrem no
interior da célula (Carneiro, 2007).

O descongelamento do sémen de espécies tropicais € feito geralmente
pela introducao rapida (de 03 a 08 segundos) da palhete em agua quente (45-
60°C).

1.4 Ovocito

1.4.1 Desenvolvimento ovocitario

De maneira geral a ovogénese ¢ o processo pelo qual células
germinativas primordiais se desenvolvem em ovdcitos prontos para a
fertilizagdo. A ovogénese pode ser dividida em seis grandes etapas: (1)
formagdo das células germinativas primordiais (segregacdo), (2)
transformagdo destas células primordiais em ovogonias (diferenciacdo
sexual), (3) transformagdo da ovogdénia em ovoécitos (principio da
meiose); (4) crescimento dos ovocitos (ainda no processo de meiose), (5)
maturacdo e, (6) expulsdo do ovoécito do foliculo (ovulacdo) (Patifio &
Sullivan, 2002).

O crescimento do ovoécito ocorre apos a formagdo do foliculo
ovocitario. A estrutura basica deste foliculo ¢ formada quando células

pré-foliculares, que irdo formar a granulosa, e suas membranas basais
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envolvem completamente o ovdcito, ainda no processo de meiose. As
células da granulosa formam uma camada em torno do ovdcito.
Externamente a esta camada deposita-se uma camada de células tecais.
Estas estruturas ndo sofrem alteracdes durante o processo de
desenvolvimento ovocitario (Patino & Takashima, 1995).

O crescimento ovocitario pode ser classificado em dois estagios:

pré-vitelogénico e vitelogénico.

1.4.2 Crescimento pré-vitelogénico

3

E no crescimento pré-vitelogénico que o ovocito aumenta
significativamente seu didmetro. Grandes quantidades de RNA
ribossomal e RNA heterogéneo sdo produzidos por nucléolos localizados
na periferia nuclear (Wallace & Selman, 1990).

Grandes quantidades de glicoproteinas sdo sintetizadas pelo
ovocito durante o final do crescimento pré-vitelogénico. Este material ¢
incorporado aos alvéolos formados na periferia do ovocito e sdo
conhecidos como alvéolos corticais, devido a sua localizagdo na célula. O
numero destes alvéolos aumenta gradativamente, ¢ na fase de crescimento
vitelogénico diminui, dando lugar a granulos de vitelo (Blazer, 2002).
Durante a reagdo cortical, que ocorre no momento da fertilizagcdo, o
conteudo destes alvéolos corticais ¢ langado no espago perivitelinico,
localizado entre o ovdcito propriamente dito e a zona radiata do envelope

ovocitario.
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A deposicdo lipidica no ovoécito se inicia também na fase de
crescimento pré-vitelogénico. A origem desses lipideos ainda ¢
desconhecida, mas acredita-se que sao derivados de lipoproteinas de
muito baixa densidade (VLDL) circulantes, que se ligam a receptores
lipoprotéicos do ovocito (Prat et al.,, 1999). Estas lipoproteinas sdo
hidrolisadas em acidos graxos livres (FFAs) através de um processo de
re-esterificagdo mediado pela agdo de uma enzima especifica (LeMenn et

al., 1999).

1.4.3 Vitelogénese e sua regulacao

A vitelogenina ¢ uma glicofosfolipoproteina sintetizada pelo figado,
transportada via circulagdo sangiiinea ao ovario e interiorizada pelos ovocitos
(Mommsen & Walsh, 1988). Esta proteina ¢ purificada e parece, entdo, ser o
precursor do vitelo em teleosteos (Reith et al., 2001).

A inducdo natural da vitelogénese hepatica ocorre devido a ativagdo
neuroendocrina do eixo hipotalamo-hipo6fise-gonada, em resposta a estimulos
endogenos e ambientais. Dados obtidos em alguns teledsteos, como os
salmonideos, demonstram que o aumento do FSH (horménio foliculo
estimulante) na corrente sangiiinea induz uma producdo folicular de 17B-
estradiol, o qual estimula a vitelogénese hepatica (Specker & Sulllivan, 1994).
Em outras familias a produgdo de 17f-estradiol pelo ovario pode ser regulada
pelo hormonio luteinizante (LH) (Okuzawa, 2002). Outros hormonios
estrogénios como o estrogeno, podem contribuir para a indugdo da vitelogénese,
estimulando o figado a responder mais fortemente ao 17p-estradiol. Hormonios
naturais ¢ fatores de crescimento podem, também, modular a vitelogénese

hepatica (Tyler et al., 1999).
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1.4.4  Crescimento vitelogénico

A vitelogenina penetra no foliculo ovariano através de capilares da teca.
Entdo, atravessa a membrana basal que separa a teca das células da camada
granulosa, os espagos intracelulares da granulosa e finalmente passa por canais
de vitelogenina, localizados ao longo das microvilosidades do ovécito (Patifio &
Sullivan, 2002). A vitelogenina se liga a receptores especificos (VgR),
localizados na superficie do ovdcito. A internalizagdo do complexo vitelogenina-
receptor ocorre em areas especificas da membrana. A clivagem proteolitica da
vitelogenina em proteinas do vitelo ocorre em corpos multivesiculares.
Dependendo da espécie, as proteinas do vitelo sdo armazenadas em globulos de
vitelo, distribuidos por todo o ooplasma (Blazer, 2002). Em teledsteos de agua
doce, que desovam ovos demersais, as proteinas de vitelo derivadas da
vitelogenina podem representar de 80-90% do peso seco da desova (Tyler et al.,
1999).

Acredita-se que o receptor da vitelogenina em teledsteos, se liga apenas
a vitelogenina e ndo a outras lipoproteinas, como ocorre na truta arco-iris, por
exemplo (Tyler & Lubberink, 1996).

Nos foliculos de teledsteos, a atividade ligadora dos receptores de
vitelogenina é primeiramente identificada durante a transi¢cdo dos crescimentos
pré-vitelogénico - vitelogénico (Lancaster & Tyler, 1994). Uma diminui¢do na
expressao do gene do receptor da vitelogenina e o declinio na sua transcricao,
durante o crescimento vitelogénico, sugerem que as proteinas formadoras do
receptor podem ser endocitadas e passar por um processo de reciclagem para
continuarem se ligando a vitelogenina, na superficie do ovoécito, durante este
periodo de crescimento (Perazzolo et al., 1999).

A modulagio do crescimento vitelogénico por hormodnios ndo esterdides

e fatores do crescimento também € possivel. Estudos sugerem que horménios da
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tiredide estdo envolvidos na regulagdo do crescimento vitelogénico do ovario,
tanto direta, quanto indiretamente (Pavlidis et al.,2000).

Tem sido sugerido que o “tempo” do crescimento vitelogénico coincide
com, e pode ser regulado, pela formagdo de canais extracelulares na parede do
foliculo, o que permite que a vitelogenina tenha acesso livre a superficie do

ovocito (Tyler & Sumpter, 1996).

1.45 Formacéo do vitelo

A vitelogenina da origem a duas grandes proteinas, a lipovitelina (Lv) e
a fosfovitina (Pv) (Wallace, 1985). A maior parte da vitelogenina da origem a
lipovitelina, que ¢ formada por dois polipeptideos, uma cadeia pesada e uma
cadeia leve. A lipovitelina ¢ uma importante fonte nutricional de aminoacidos e
lipidios que auxiliam o desenvolvimento embrionario. A fosfovitina é formada
por uma longa cadeia de residuos de serina, covalentemente ligados ao fosfato e
ionicamente ligados ao calcio. Ela é responsavel pelo fornecimento dos minerais
necessarios ao desenvolvimento do esqueleto ¢ a fungdo metabolica. (Patifio &

Sullivan, 2002).

1.4.6 Maturacio

O termo “maturagdo do foliculo ovariano” foi definido como o processo
de alteracdes na indugdo dependentes de LH necessarias para que haja o reinicio
do processo de meiose no ovocito (Patifio et al., 2001).

Em muitos teledsteos, os niveis sangiiineos de LH comegam a se elevar
quando o crescimento vitelogénico do foliculo ovariano é completado (Khan &

Thomas, 1999). O LH se liga ao seu receptor, localizado na camada granulosa
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do foliculo, e estimula uma seqiiéncia de eventos, que incluem a aquisicdo de
competéncia maturacional pelo ovocito — capacidade de reiniciar a meiose
quando estimulada pelos hormonios indutores da maturagdo (MIH), e producdo
destes hormonios indutores e maturagdo citoplasmatica. A especificidade da
acdo do LH na maturagdo ¢ sugerida por resultados de estudos com algumas
espécies nas quais um homologo do LH induz a maturagao folicular (Kagawa et

al., 1998).

1.47 Ovulagdo

A produgdo dos MIH, pelos foliculos ovarianos dos teledsteos, €
também necessaria para a indugdo do ultimo passo da ovogénese, a ovulagdo.
Mas, diferentemente do que ocorre na reativacdo da meiose, a ovulagdo requer
uma ativagdo transcricional, dependente de MIH, que ¢ regulada por um MIHR
nuclear (Pinter & Tomas, 1999; Patifio et al., 2003).

A ovulagdo hormoénio-dependente requer ativagdo via proteina C
quinase. Muitos estudos examinaram o papel da ciclooxigenase na ovulacdo e da
lipoxigenase no metabolismo dos aminoacidos. Embora ndo haja consenso sobre
a contribuicdo destas duas enzimas no processo de ovulagdo, estudo recente
demonstrou que ambas sdo importantes no processo de ovulagcdo dependente de
MIH (Patifio et al.,, 2003). A ovulacdo envolve etapas relacionadas com a
degradacao folicular, ruptura e expulsdo do ovo maduro, porém o mecanismo
relacionado a estes processos, como metabodlitos de aminoacidos, por exemplo,
ainda ndo sdo claros para os teledsteos (Goetz et al., 1991).

Em algumas espécies a ovulagdo ¢ altamente sincronizada com a
espermiacdo dos machos, através de um processo controlado por feromonios
(Kobayashi et al., 2002). Os espermatozoides penetram no ovocito através de

poros localizados no envelope vitelinico, denominados micrépilas. O contato

34



com a superficie do ovo (fertilizagdo) induz a reagdo cortical, na qual o contetido
dos alvéolos corticais ¢ lancado no espaco perivitelinico. Osmoticamente,
glicoproteinas causam a hidratacdo e metaloproteases hidrolizam as proteinas do
envelope vitelogénico em subunidades menores. Estas subunidades sdo entdo
polimerizadas em proteinas do envelope vitelogénico de alto peso molecular

(Shibata et al., 2000).

1.4.8 Qualidade ovocitaria

A qualidade dos ovocitos ¢ um importante parametro para a aqiiicultura,
uma vez que pode limitar o nimero, bem como a qualidade da progénie. Fatores
intrinsecos e ambientais podem exercer influéncia na qualidade ovocitaria
(Brooks et al.,1997). Os critérios utilizados, nas criagdes comerciais, para
avaliag@o da qualidade dos ovdcitos sdo limitados e baseiam-se na flutuabilidade
dos ovocitos (Lahnsteiner & Patarnello, 2003) e nas taxas de fertilizacdo e
eclosdo (Mylonas et al., 1992).

Nos casos de espécies que ndo desovam espontaneamente em cativeiro e
em que a fertilizacdo s6 ¢ alcancada artificialmente apos indugao e extrusdo dos
ovocitos, tém sido demonstrado que o tempo em que os ovdcitos permanecem
no ovario, apds a ovulagdo e antes da extrusdo, esta diretamente relacionado a
diminui¢do da qualidade ovocitaria, processo este denominado de atresia. Este
periodo de tempo (periodo de laténcia) varia de poucos minutos até alguns dias,
conforme a espécie (Lahnsteiner, 2000; Shiraishi et al., 2005). Por esta razio,
visando assegurar uma boa qualidade ovocitaria e o sucesso na fertilizagdo, o
tempo necessario para se atingir a ovulacdo deve ser determinado para a maioria
das espécies (Chen, 2005), de maneira a se determinar o intervalo entre ovulacao

e extrusdo, evitando, assim a atresia (Mylonas & Zohar, 2007).
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O periodo de laténcia varia, tanto em fungdo de parametros intrinsecos,
quanto ambientais, como espécie, temperatura da agua, tipo de hormonio e dose
utilizada bem como a histéria do peixe no periodo anterior a reprodugdo e o
estagio de maturagdo ovocitaria quando da aplicagdo do hormoénio (Brzuska,
1999; Wendling et al., 2000; Tveiten.& Solevag, 2001; Wen & Lin, 2004). O
estagio da maturagdo ovocitaria ¢ usualmente determinado apos obtengdo de
uma amostra e (a) da mensura¢do do didmetro maximo dos ovocitos (Shiraishi et
al., 2005), (b) determinagao da posi¢cdo da vesicula germinativa (Yaron, 1995),
ou (c) identifica¢do do inicio da reabsor¢do dos granulos de vitelo (Mylonas et
al., 2003). A ocorréncia de percentuais superiores a 5-10% de ovocitos, em
inicio de atresia, ¢ indicativo de que a fémea pode ndo responder de maneira
satisfatoria a indu¢do hormonal (Cerda et al., 1997). Por isto, metodologias
especificas devem ser desenvolvidas para cada espécie e para cada tipo e dose de
hormoénio, levando-se em conta a densidade e as condigdes do cativeiro em que
estes animais sdo mantidos durante o ano (Mylonas & Zohar, 2007).

O sucesso na fertilizacdo pode ser reduzido se doses muito altas de
horménio forem utilizadas (Mylonas et al., 1992), embora o mecanismo desta
acdo ainda nfo esteja claro. Uma explicagdo pode estar baseada na rapida
assincronia entre os processos de maturagdo ovocitaria e ovulagdo, e por esta

razdo o efeito de um hormonio exdgeno poderia aumentar essa assincronia.

36



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGOSTINHO, A. A.; GOMES, L. C.; SUZUKI, H. I; JULIO JR., H. F.
Migratory fish from the upper Parana river brasin, Brasil. p.19-98. In:
CAROLSFIELD, J., HARVEY, B.; ROSS, C.; BAER, A. (Eds.). Migratory
fishes of South America: biology, social importance and conservation status.

Victoria: World Bank and The International Development Research Centre,
2003

ANDRADE, D. R; YASUI, G. S. O manejo da reprodugao natural ¢ artificial e
sua importancia na producgdo de peixes no Brasil, Revista Brasileira de
Reproducdo Animal, v.27, n.2, p.166-172, Abr./Jun. 2003.

BEDORE, A. G. Caracteristicas criopreservagdo do sémen de pacu-caranha
(Piaractus mesopotamicus) e de piracanjuba (Brycon orbignyanus). 1999.
p.53. Dissertagdo (Mestrado em Biologia Celular) - Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte.

BEHR, E. R.; BALDISSEROTTO, B.; GARCIA-PARRA, W.; BRANDAO, D.
A; HERKE, Z. Urophysial and pituitary extracts for spawing induction in
teleosts. Ciéncia Rural, Santa Maria, v.30, n.5, p.897-898, set./out. 2000.

BILLARD, R. Ultrastructure of trout spermatozoa: changes after dilution and
deep-freezing. Cell Tissue Research, New York, v. 228, n. 2, p. 205-218, Jan.
1983.

BILLARD, R.; COSSON, J.; PERCHEC, J.; LINHART, O. Biology of sperm
and artificial reproduction in carp. Aquaculture, Amsterdam, v.29, n.1/4, p.95-
112, Jan. 1995.

BILLARD, R.; COSSON, M. P. Some problems related to the assessment of
sperm motility in freshwater fish. The Journal of Experimental Zoology, New
York, v. 261, n. 2, p. 122-130, Feb. 1992.

BILLARD, R.; COSSON, S.; NOVEIRI M. Cryopreservation and short-term

storage of sturgeon sperm, a review. Aquaculture, Amsterdam, v. 236, n.1, p.
1-9, June 2004.

37



BLAZER, V. S. EUS in the United States: a case definition. In: Symposium on
Diseases in Asian Aquaculture, 5, Surfers Paradise, Queensland, p. 24-27,
Nov. 2002.

BROOKS, S.; TYLER, C. R; SUMPTER, J. P. Egg quality in fish: what makes a
good egg? Reviews in Fish Biology and Fisheries, Netherlands, v.7, n.4, p.387-
416, Dec. 1997.

BRZUSKA, E. Artificial spawing of herbiborous fish: use of an LHRH-a induce
ovulation in grass carp Ctenopharygodon idella (Valenciennes) and silver carp
Hyoiohthalmichthys molitrix (Valenciennes). Aquaculture Research, v.30,
n.11, p.849-856, Nov. 1999.

CARNEIRO, P. C. F. Tecnologias de produgdo e armazenamento de sémen de
peixes. Revista Brasileira de Reproducdo Animal, Belo Horizonte, v. 31, n. 3,
p. 361-366, Jul./Set. 2007.

CAROLSFELD, J.; HARVEY, B. Conservagao de recursos genéticos de
peixes: teoria e pratica. Curso de Treinamento Brasileiro. Victoria: World
Fisheries Trust, 1999. 41p.

CERDA, J.; SELMAN, K.; HSIAO, S.-M.; WALLACE, R. A. Evidence for the
differential regulation of ovarian follicle responsiveness to human chorionic
gonodotropin in vitro in a serranid teleost, Centropristis straita. Aquaculture,
Amsterdam, v. 159, n. 1, p.143-157, Dec. 1997.

CHEN, Y. F. Induced ovulation and embryonic development of ocellated puffer,
Takifugu ocellatus. Journal Applied Ichthyology, v. 21, n. 2, p. 136-140, Apr.
2005.

CHOWDHURY, I.; JOY, K. P. Annual cyclic variations in some biochemical
constituents of seminal vesicle and testis of the catfish Heteropneustes
fossilis Bloch.: a study correlating plasma testosterone level. Acta Biologica
Hungarica, v. 51, n. 1, p. 53-62, May 2000.

CLOUD, J. G. Cryopreservation of sperm of steelhead rainbow trout after
refrigerated storage. In: TIERSCH, T. R.; MAZIK, P. M. (Eds.) .
Cryopreservation in aquatic species. Baton Rouge, Louisiana: World
Aquaculture Society, 2000. p.101-103.

38



COSSON, J.; BILLARD, R.; CIBERT, C. ; DREANNO, C. Ionic factors
regulating the motility of fish sperm. In: GAGNON, C. (Ed.) The male gamete:
from basic science to clinical applications. Paris: Cache River, 1999. p.162-186.

CRUZ, V. L. B. Criopreservacao de sémen de curimbatéa (Prochilodus
lineatus). 2001. 59p. Disserta¢do (Mestrado em Zoologia de Vertebrados) -
Pontificia Universidade Catolica de Minas Gerais, Belo Horizonte.

DONALDSON, E. M.; HUNTER, G.A. Induced Final maturation, ovulation and
spermiation in cultured fishes. In: HOAR, W. S.; RANDAL, D. L.;
DONALDSON, E. M. Fish physiology. Orlando, F1.: Orlando Academic, 1983.
p-351-403.

FAUVEL, C.; SUQUET, M.; DREANNO, C.; ZONNO, V.; MENU, B.
Cryopreservation of sea bass (Dicentrarchus labrax) spermatozoa in
experimental and production conditions. Aquatic Living Resources, French,
v.11, n.6, p.387-394, Nov. 1998.

FREITAS, R. T. F.; ZANGERONIMO, M. G. Calidad seminal del pez
piracanjuba (Brycon orbignyanus) post-descongelacion. Anales de Veterinaria,
Murcia, v.17,n.1, p.3-10, 2001.

GAGE, M. J. G.; MACFARLANE C.; YEATES S., SHACKLETON R.;
PARKER, G. A. Relationships between sperm morphometry and sperm motility
in the Atlantic salmon. Journal of Fish Biology, British Isles, v.61, n.6, p.1528—
1539, Dec. 2002.

GEFFEN, A. J.; EVANS, J. P. Sperm traits and fertilization success of male and
sex-reversed female rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Aquaculture,
Amsterdam, v.182, n.1, p. 61-72, Feb. 2000.

GODINHO, H. P. Criopreservagio de sémen de peixes. Informe Agropecuério,
Belo Horizonte, v. 21, n. 203, p. 16-20, mar./abr. 2000.

GOETZ, F. W.; BERNDTSON, A. K.; RANJAN, M. Ovulation: mediators at
the ovarian levels. In: PANG, P.K.T.; SCHREIBMAN, M. P. (Eds.). Vertebrate
endocrinology: fundamentals and biomedical implications. New York:
Academic, v. 4A, 1991. p. 127-203.

HARVEY, B. Cryopreservation of Sarotherodon mossambicus spermatozoa.
Aquaculture, Amsterdam, v. 32, n.3-4, p. 313-320, may 1983.

39



HARVEY, B.; CAROLSFELD, J. Preservation of sperm. In. HARVEY, B.;
CAROLSFELD, J. (Ed.). Induced breeding in tropical fish culture. Otawa,
Ontario: International Development Research Centre, 1993. Chap.7, p.119-130.

HERMAN, H. A.; MITCHELL, J. R.; DOAK, G. A. Evaluation of semen —
morphology. In: HERMAN, H. A.; MITCHELL, J. R.; DOAK, G. A. (Eds.).
The artificial insemination and embryo transfer of dairy and beef cattle.
Prentice Hall, 1994. p.85-92.

HOUSSAY, B. A. Accion sexual de la hipofisis en los peces y reptiles. Revista
da Sociedade Argentina de Biologia, v.106, n.6, p.686-688, 1930.

IHERING R. V. Die wirkung von Hypophysehinjektion auf den Laichakt von
Fischen. Zoologischer Anzeiger, v.111 p.273-279, 1935.

JAMIESON, B. G. M. Fish evolution and systematics: evidence from
spermatozoa. Cambridge: Cambridge University, 1991. 139p.

JOHNSON, L. A.; WEITZE, K. F.; FISER, P.; MAXWELL, W. M. C. Storage
of boar semen. Animal Reproduction Science, v.62, v.1-3, p.143-172, Aug.
2000.

KAGAWA, H.; TANAKA, H.; OKUZAWA, K.; KOBAYASHI, M. GTH II but
not GTH I induces final maturation and the development of maturational
competence of oocytes of red Seabream in vitro. General and Comparative
Endocrinology, v.112, n. 1, p. 80-88, oct 1998.

KAVAMOTO, E. T.; SILVEIRA, W. F.; GODINHO, H. M. Conservagdo em
nitrogénio liquido do sémen de Prochilodus scrofa Steindachner 1881. Boletim
do Instituto de Pesca, Sdo Paulo, v.16, n.1, p.29-36, 1989.

KHAN, I. A.; THOMAS, P. Ovarian cycle, teleost fish. In: KNOBILI, E.;
NEILLI, J. D. (Eds.). Encyclopedia of reproduction. San Diego: Academic,
v.2, 1999. p. 193-204.

KIME, D. E.; VAN LOOK, K. J. W.; MCALLISTER, B. G.; HUYSKENS, G.;
RURANGWA, E.; OLLEVIER, F. Computer-assisted sperm analysis (CASA)
as a tool for monitoring sperm quality in fish. Comparative Biochemical
Physiology, v.130, n. 4, p. 425-433, dec 2001.

40



KOBAYASHI, J.; SEKIGUCHI, M.; SHIMAMOTO, S.; SHIGEMORI, H.;

ISHIYAMA, H.; OHSAKI, A. Subincanadines A-C, novel quaternary indole
alkaloids from aspidosperma subincanum. Journal of Organic Chemistry,

v.67,n.18, p. 6449-6455, Sept. 2002.

KOTEESWARAN, R.; PANDIAN, T. J. Live sperm from postmortem preserved
Indian catfish. Current. Science, v. 82, p. 447450, 2002.

LAHNSTEINER, F. Morphological, physiological and biochemical parameters
characterizing the overopening of rainbow trout eggs. Fish Physiological and
Biochemistry, v.23, n. 2, p.107-118, Aug. 2000.

LAHNSTEINER, F.; PATARNELLO, P. Investigations on the metabolism of
viable and nonviable gilthead sea bream (Sparus aurata) eggs. Aquaculture,
Amsterdam, v.223, n.1, p.159-174, June 2003.

LANCASTER, P. M.; TYLER, C. R. Developmental expression and modulation
of the vitellogenin receptor in ovarian follicles of the rainbow trout,
Oncorhynchus mykiss. Journal of Experimental Zoology, v.269, n.5, p.458—
466, Aug.1994.

LEGENDRE, M.; BILLARD, R. Cryopreservation of rainbow trout sperm by
deep-freezing. Reproduction Nutrition Development, v. 20, n. 6, p. 1859-
1868, 1980.

LeMENN, F.; DAVAIL, B.; PELISERO, C.; NDIAYE, P.; BOM, E.;
PERAZZOLO, L.; NUNEZ RODRIGUEZ, J. A new approach to fish oocyte
vitellogenesis. In: INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON THE
REPRODUCTIVE PHYSIOLOGY OF FISH, 6., 1999, Norway. Proceedings...
Norway: Institute of marine research and University of Bergen, 1999. p. 281-
282.

LEUNG, L. K. P. Principles of biological cryopreservation. In: JAMIESON, B.
G. M. (Ed.). Fish evolution and systematics: evidence from spermatozoa.
Cambridge: Cambridge University, 1991. Cap. 19, p. 230-244.

LINHART, R.; KUDO, S. Surface ultrastructure of paddlefish eggs before and
after fertilization. Journal of Fish Biology, London, v. 51, p. 573-582, 1997.

41



LUNDBERG, J. G.; LITTMANN, M. W. Family Pimelodidae (Long-whiskered
catfishes). In: REIS, R. E.; KULLANDER, S. O.; FERRARIS Jr., C. J. (Eds.).
Check list of the freshwater fishes of South and Central America. Porto
Alegre: Edipucrs, 2003. p. 432-446.

MACHADO, A. B. M.; FONSECA, G. A. B.,; MACHADO, R. B.; AGUIAR, L.
M. S.; LINS, L. B. (Eds.). Livro vermelho das espécies ameacadas de
extincdo da fauna de Minas Gerais. Belo Horizonte: Fundagdo Biodiversitas,
1998. 605p.

MARIA, A. N. Diluidores e crioprotetores no resfriamento e congelamento
do sémen de piracanjuba (Brycon orbignyanus). 2005. 73p. Dissertagdo
(Mestrado em Zootecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras.

Marques, S. Preservacdo a curto prazo do sémen de teledsteos neotropicais
de agua doce. 2001. 98 p. Dissertagdo (Mestrado em Zoologia de Vertebrados)
— Pontificia Universidade Catdlica de Minas Gerais, Belo Horizonte.

MCcALLISTER, B. G.; KIME, D. E. Early life exposure to environmental levels
of the aromatase inhibitor tributyltin causes masculinisation and irreversible
sperm damage in zebrafish (Danio rerio). Aquatic Toxicology, v.65, n.3,
p-309-316, Nov. 2003.

MEDEIROS, A. S. L.; GOMES, G. M.; CARMO, M. T. Cryopreservation of
stallion sperm using different amides. Theriogenology, v. 58, n. 1, p.1-4, July
2002.

MILIORINI, A. B Ativadores e concentracdes de metanol e dimetilsulfoxido
na qualidade do sémen criopreservado de curimba (Prochilodus lineatus).
2006. 99 p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras.

MILIORINI, A. B.; MURGAS, L. D. S.; PEREIRA, G. J. M. Taxas de
fertilizagdo do sémen de curimba (Prochilodus lineatus) apds congelamento. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE REPRODUCAO ANIMAL, 16., 2005,
Goiania. Resumos... Goiania: Colégio Brasileiro de Reproducao Animal, 2005.

MILIORINI, A. B.; MURGAS, L. D. S.; VIVEIROS, A. T. M.; MARIA, A. N.;
OLIVEIRA, A. V.; ORFAO, L. H. The effects of cryoprotectants and activators
on sperm motility of curimba (Prochilodus lineatus). In: INTERNATIONAL
CONGRESS ON ANIMAL REPRODUCTION-ICAR, 15., 2004, Porto Seguro.
Abstracts... Porto Seguro: ICAR, 2004.

42



MILIORINI, A. B.; MURGAS, L. D. S.; VIVEIROS, A. T. M;
FRANCISCATTO, R. T.; SILVA, M. O. B.; MARIA, A. N. Resfriamento do
sémen de pacu (Piaractus mesopotamicus) a 4°C, utilizando diferentes
concentrac¢des de dimetilsulfoxido. Revista Brasileira de Reproducéo Animal,
Belo Horizonte, v.26, n.3, p.209-211, 2002.

MINAS GERALIS. Deliberacdo COPAM n° 041/95. Aprova a lista de espécies
ameacadas de extingao da fauna do Estado de Minas Gerais. Minas Gerais,
Orgao Oficial dos Poderes do Estado, Belo Horizonte, 20 de janeiro de 1996.

MOMMSEN T. P.; WALSH, P. J. Vitellogenesis and oocyte assembley. In:
HOAR, W. S.; RANDALL, D. J. (Eds.). Fish physiology. XIA. New York:
Academic, 1988. p. 347-406.

MORRIS, G. J.; WATSON, P. F. Cold shock injurya comprehensive
bibliography. Cryo-Letters, London, v. 5, n. 6, p. 352-372, nov.-dez. 1984.

MORISAWA, M.; ODA, S.; YOSHIDA, M.; TAKAI, H. Transmembrane signal
transduction for the regulation of sperm motility in fishes and ascidians. In:
GAGNON, C. (Ed.) The male gamete: from basic knowledge to clinical
applications. Paris: CACHE River, 1999. p. 149-160.

MURGAS, L. D. S.; MILIORINIL A. B.; FRANCISCATTO, R. T.; MARIA, A.
N. Viabilidade espermatica do sémen de piracanjuba (Brycon orbignyanus)
resfriado a 4°C. Revista Brasileira de Zootecnia, Vigosa, MG, v. 33, n. 6,
p.1361-1365, nov./dec. 2004.

MURGAS, L. D. S.; MILIORINI, A. B.; PEREIRA, G. J. M. Qualidade do
sémen de pacu (Piaractus mesopotamicus) transportado e resfriado a 4°C
durante 6 horas. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE REPRODUCAO
ANIMAL, 16, 2005, Goiania, Goias, Brasil. Resumos... Goiania, Goias: Colégio
Brasileiro de Reproducdao Animal, 2005.

MURGAS, L. D. S.; MILIORINI, A. B.; SILVA, M. O. B. Viabilidade seminal
da piapara (leporinus obtusidens), empregando-se diferentes diluentes, no
resfriamento do sémen a 4 ° C. Revista Brasileira de Reproducdo Animal,
Belo Horizonte, v. 26, n. 3, p. 211-213, Jul.-Set. 2002.

43



MYLONAS, C. C.; HINSHAW, J. M.; SULLIVAN, C. V. GnRHa-induced
ovulation of brow trout (Salmo trutta) and its effects on egg quality.
Aquaculture, Amsterdam, v.106, n.3, p.379-392, sep 1992.

MYLONAS, C. C.; SIGELAKI, I.; DIVANACH, P.; MANANOS, E;
CARILLO, M.; AFONSO-POLYVIOU, A. Multiple spawing and egg quality of
individual European sea bass (Dicentrarchus labrax) females after repeated
injections of GnRHa. Aquaculture, Amsterdam, v.221, n.1, p. 605-620, May
2003.

MYLONAS, C. C.; ZOHAR, Y. Promoting oocyte maturation, ovulation and
spawning in farmed fish. p.437-474. In: BABIN, P. J.; CERDA, J; LUBZENS,
E. (Eds.).The fish oocyte: from basic studies to biotechnological applications,
Springer Netherlands, 2007.

NWADUKWE, F. O. Inducing oocyte maturation, ovulation and spawning in
the African catfish, Hetrobranchus longifilis Valenciennes (Pisces: Claridae),
using frog pituitary extract. Aquaculture and Fisheries Management, v.24,
n.4, p.625-630, 1993.

OKUZAWA, K. Puberty in teleosts. Fish Physiology and Biochemistry, v.26,
p. 31-41, 2002.

PATINO, R.; SULLIVAN, C. V. Ovarian follicle growth, maturation, and
ovalution in teleost fish. Fish Physiology and Biochemistry, Netherlands, v.26,
n.1, p.57-70, jan 2002.

PATINO, R.; TAKASHIMA, F. Gonads. In: . An atlas of fish histology:
normal and pathological features. Kodansha: Takashima, 1995. p.128-153.

PATINO, R.; YOSHIKAZI, G.; THOMAS, P.; KAGAWA, H. Gonadotropic
control of ovarian foliicle maturation: the two-stage concept and its mechanisms.
Comparative Biochemistry and Physiology, v. 129, n. 4. p. 427-439, 2001.

PATINO, R.; YOSHIZAKI, G.; BOLAMBA, D.; THOMAS, P. Role of
arachidonic acid and protein kinase C during maturation-inducing hormone-
dependent meiotic resumption and ovulation in ovarian follicles of Atlantic
croaker. Biology of reproduction, v.68, p.516-523, Feb. 2003.

44



PAVLIDIS, M.; KOUMOUNDOUROS, G.; STERIOTI, A.; SOMARAKIS, S.;
DIVANACH, P. Evidence of temperature-dependent sex determination in the
European sea bass (Dicentrarchus labrax L.). Journal of Experimental
Zoology, v.287, n. 3, p. 225-232, Feb. 2000.

PERAZZOLO, L. M.; COWARD, K.; DAVAIL, B.; NORMAND, E.; TYLER,
C.R.; PAKDEL, F.; SCHENEIDER, W. J.; LE MENN, F. Expression and
localization of messenger ribonucleic acid for the vitellogenin receptor in
ovarian follicles throughout oogenesis in the rainbow trout, Oncorhynchus
mykiss. Biology of Reproduction, v.60, n.5, p.1057-1068, May 1999.

PINTER, J.; THOMAS, P. Induction of ovulation of mature oocytes by the
maturation-inducing steroid 17, 20B-21-trihydroxy-4-pregnen-3-one in the
spotted seatrout. General and Comparative Endocrinology, v.115, p. 200-209,
1999.

PRAT, N.; MUNNE, A.; RIERADEVALL, M; SOLA, C; BONADA, N.
ECOBILL 4 protocol to establish the ecological status of Mediterranean rivers
and streams. Barcelona: Univeridad de Barcelona, 1999.

REITH, M. E.; BERFIELD, J. L.; WANG, L. C.; FERRER, J. V.; JAVITCH, J.
A. The uptake inhibitors cocaine and benztropine differentially alter the
conformation of the human dopamine transporter. Journal of Biological
Chemistry, v. 276, n. 31, p. 29012-29018, Aug. 2001.

RESENDE, E. K. Migratory fishes of the Paraguay—Parana basin, excluding the
Upper Parana basin. p. 99—156. In: CAROLSFIELD, J.,, HARVEY, B.; ROSS,
C.; BAER, A (Eds.). Migratory fishes of South America: biology, social
importance and conservation status. Victoria: World Fisheries Trust, The World
Bank and The International Development Research Centre, 2003.

ROTTMANN, R. W.; SHIREMAN, J. V.; CHAPMAN, F. A. Hormonal control
of reproduction in fish for infuced spawing. Southern Regional Aquaculture
Center, n. 424, Nov. 1991.

ROUTRAY, P.; CHOUDHARY, A. K.; DASH, S. N.; VERMA, D. K.; DASH,
C.; SWAIN, P.; JENA, J. K.; GUPTA, S. D.; SARANGI, N. Cryopreservation
of dead fish spermatozoa several hours after death of Indian major carp, Labeo
rohita and its successful utilization in fish production. Aquaculture,
Amsterdam, v.261, n.4, p.1204-1211, Dec. 2006.

45



RURANGWA, E.; KIME, D. E.; OLLEVIER, F. The measurement of sperm
motility and factors affecting sperm quality in cultured fish. Aquaculture,
Amsterdam, v.234, n.1-4, p.1-28, May 2004.

SERRALHEIRO, P. C. S.; FOGLI DA SILVEIRA, W.; GODINHO, H.;
OLIVEIRA, I. R. O uso de trés solugdes diluidoras em sémen de tainha - Mugil
platanus, Gunther, 1880, resfriado em container de vapor de nitrogénio. In:
ENCONTRO BRASILEIRO DE ICTIOLOGIA, 13, Anais... Sdo Carlos, p. 508,
1999.

SHIBATA, Y.; IWAMATSU, T.; OBA, Y.; KOBAYASHI, D.; TANAKA, M.;
NAGAHAMA, Y.; SUZUKI, N.; YOSHIKUNI, M. Identification and cDNA
cloning of alveolin, an extracellular metalloproteinase, which induces chorion
hardening of medaka (Oryzias latipes) eggs upon fertilization. Journal of
Biological Chemistry, v. 275, p. 8349-8354, 2000.

SHIRAISHI, T.; OHTA, K., YAMAGUCHI, A.; YODA, M.; CHUDA, H.;
MATSUYAMA, M. Reproductive parameters of the chub mackerel Scomber
japonicus estimated from human chorionic gonadotropininduced final oocyte
maturation and ovulation in captivity. Fisheries Science, v.71, n.3, p.531-542,
June 2005.

SILVA, E. B. Avaliacdo comparativa da utilizagdo do sémen criopreservado
e fresco na fertilizagdo dos dvulos de curimatd. Prochilodus lineatus
(Valenciennes, 1847). 2000. 49p. Dissertagcao (Mestrado em Aqicultura) -
Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis.

SIMEONE, F. P. Cryopreservation manual. New York: Nalge Nunc
International Corporation, 1998. p. 8.

SPECKER, J. L.; SULLIVAN, C. V. Vitellogenesis in fishes: status and
perspectives. In: DAVEY, K. G.; PETER, R. E.; TOBE, S. S. (Eds.)
Perspectives in Endocrinology. Ottawa: National Research Council, 1994. p.
304-315.

SQUIRES, E. L.; McCUE, P. M.; VANDERWALL, D. The current of status of
equine embryo transfer. Theriogenology,v.51, n.1, p.91-104, Jan. 1998.

46



STREIT JR., D. P. Extrato de hipdfise de frango e de coelho como indutores
gonadais de pacu (Piaractus mesopotamicus) macho e fémea, em
comparagdo com o extrato de hipofise de carpa. 2002. 38 f. Dissertagéo
(Mestrado em Zootecnia) - Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Estadual
de Maringa, Maringa.

TABORSKY, M. Sperm competition in fish: bourgeois males and parasitic
spawning. Trends in Ecology & Evolution, v.13, p. 222-227, 1998.

TVEITEN, H. H. SOLEVAG, H. K. Holding temperature during the spawning
season influences final maturation and egg quality in common wollfish. Journal
of Fish Biology, v.58, n. 2, p. 374-385, Feb. 2001.

TYLER, C. R.; SUMPTER, J. P. Oocyte growth and development in teleosts,
Reviews in Fish Biology and Fisheries, Netherlands v.6, n.3, p.287-318, Sept.
1996.

TYLER, C. R.; LUBBERINK, K., Identification of four ovarian receptor
proteins that bind vitellogenin but not other homologous plasma lipoproteins in
the rainbow trout, Oncorhynchus mykiss. Journal of Comparative Physiology,
v. 166, n. 1, p.11-20, 1996.

TYLER, C. R.; VAN AERLE, R.; HUTCHINSON, T. H.; MADDIX, S. TRIP,
H. An in vivo testing system for endocrine disruptors in fish early life stages
using induction of vitellogenin. Enviromental Toxicology, v.18, p.337-347,
1999.

WALLACE, R. A. Vitellogenesis and oocyte growth in non-mammalian
vertebrates. In: BROWDER, L. W. (Ed.). Developmental Biology,
New York, v. 1, p. 127-177, 1985.

WALLACE, R. A.; SELMAN, K. Ultrastructural aspects of oogenesis and
oocyte growth in fish and amphibians. Journal of Electron Microscopy
Technique, v.16, n.3, p.175-201, Nov. 1990.

WEN, H. S.; LIN, H. R. Effects of exogenous neurohormone, gonodotropin
(GtH) and dopaminergic drugs on the serum GtH content and ovulatory
responsiveness of wild catfish, Silurus asorus. Aquaculture, Amsterdam, v.32,
n.2, p.204-212, 2004.

WENDLING, N. C.; BENCIC, D. C.; NAGLER, J. J.; CLOUD, J. G;
INGERMANN, R. L.. Adenosine triphosphate levels of chinool salmon

47



(Oncorhynchus tshawytscha) eggs following in vitro maintenance and
activation/fertilization. Fish Physiology and Biochemistry, v.22, n.3, p.217-
223, Apr. 2000.

WOYNAROVICH, E.; HORVATH, L. A propagacao artificial de peixes de
aguas tropicais. Tradugdo de Vera Lucia Mixtro Chama. Brasilia:
FAO/CODEVASF/CNPq, 1989. 225 p.

YAO, Z.; EMERSON, C. J.; CRIM, L. W.Ultrastructure of the spermatozoa and
eggs of the ocean Pout (Macrozoarces americanus L.), an internally fertilizing
marine fish. Molecular Reproduction and Development, v. 42, n. 1, p. 58-64,
Sept. 1995.

YARON, Z. Endocrine control of gametogenesis and spawning induction
in the carp. Aquaculture, Amsterdam, v. 129, p. 49-73, 1995.

ZANIBONI-FILHO, E.; WEINGARTNER, M.; Técnicas de inducao da

reproducéo de peixes migradores. Revista Brasileira de Reproducédo Animal,
Belo Horizonte v.31, n. 3p. 367-373, jul./set. 2007.

48



Il - DESENVOLVIMENTO DE PROTOCOLO PARA INDUGAO
HOMONAL DA REPRODUCAO DO JAU, Zungaro jahu: RELATO DE
CASO.

DESENVOLVIMENTO DE PROTOCOLO PARA INDUCAO
HORMONAL DA REPRODUCAO DO JAU, Zungaro jahu: RELATO DE
CASO

Drumond, M. M.; Murgas, L. D. S.; Logato, P.V.R.; Pompeu, P. S.; Pereira, G.
J. M. P; Felizardo, V. O. Bedore, A. G., Lopes, J. M.

49



RESUMO

Nos periodos reprodutivos 2006-2007 e 2007-2008 realizou-se experimentos
para se determinar qual o niimero e posologia de doses hormonais a base de
extrato bruto de hipdfise de carpa (EBHC) na inducdo da reproducdo de jau
(Zungaro jahu). Nos periodos experimentais estudados foram testados dois
protocolos diferentes para indugdo de fémeas e machos: no primeiro protocolo
testou-se duas doses para os machos (nmumero de individuos, N=2) sendo a
primeira 0,50mg/kg e a segunda 5,00mg/kg, e trés doses para as fémeas (N=3)
sendo a primeira 0,25mg/kg, a segunda de 0,50mg/kg e a terceira 5,00mg/kg de
peso corporal. No segundo experimento testou-se protocolo de quatro doses para
o macho (N=1) sendo as trés primeiras na posologia de 0,30mg/kg ¢ a ultima
6,00mg/kg e trés doses para a fémea (N=1), sendo a primeira 0,30mg/kg, a
segunda 0,60mg/kg e a terceira 6,00mg/kg de peso corporal. Foram avaliados os
parametros peso da desova, numero de ovos/g de desova, fecundidade
individual, fecundidade relativa e indice gonadossomatico, para as fémeas e
volume espermiado e concentragdo espermatica para os machos. Os resultados
encontrados demonstraram que, em relagdo a todos os parametros avaliados, as
doses recomendadas no segundo experimento apresentaram melhores resultados
tanto para fémeas quanto para machos.

Palavras-chave: indugdo hormonal, reprodugéo, cativeiro
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ABSTRACT

In the reproductive periods 2006-2007 and 2007-2008 experiments were
accomplished to determine the number, amount and timing of hormonal doses
based on row extract of carp hypophysis (EBHC) to be used in the induction of
jau reproduction (Zungaro jahu). In the studied experimental periods two
different protocols were tested for induction of females and males: in the first
protocol two doses were tested for males (number of individuals, N=2) being the
first 0,50mg/kg and second 5.00 mg/kg, and three doses for the females (N=3)
being the first 0,25mg/kg, second of 0,50mg/kg and the third 5.00 mg/kg of
corporal weight. In the second experiment protocol of four doses was tested for
the male (N=1) being the first three in the 0,30mg/kg dosage and the last 6.00
mg/kg and three doses for the female (N=1), being the first 0,30mg/kg, the
second 0,60mg/kg and the third 6.00 mg/kg of corporal weight. The parameters
appraised were weight of the spawning, no. of spawning eggs/g, individual
fecundity, relative fecundity and gonadossomatic index, for females, and volume
and spermatic concentration for males. The found results demonstrated that, in
relation to all the appraised parameters, the recommended doses in the second
experiment presented better results both for females and for males.

Key words-: hormonal induction, reproduction, captivity

INTRODUCAO
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O elevado numero de espécies no cultivo aqiliicola implica em uma
grande plasticidade de caracteristicas reprodutivas, o que pode fazer com que
uma técnica de indugdo bem sucedida em determinada espécie possa ter efeitos
diferenciados em outra. Desta maneira, se faz necessario o conhecimento das
caracteristicas da espécie a ser propagada, como sua fisiologia reprodutiva,
época ¢ local de desova além das caracteristicas fisico-quimicas do ambiente,
para que se possa manipular adequadamente a reprodugdo destes animais
(Andrade & Yasui, 2003).

O jat (Zungaro jahu) é uma espécie nativa originaria dos rios do Centro-
Oeste, Sudeste e Sul do Brasil. Pertence a ordem Siluriformes, familia
Pimelodidae, apresentando grande porte, podendo atingir 1,50m e ultrapassar
100kg (Thering, 1929). E uma espécie migradora tipica, realizando
deslocamentos ao longo dos rios das bacias do Parana (Agostinho et al., 2003),
Paraguai (Resende, 2003) e Uruguai (Zaniboni-Filho & Schulz, 2003).

A populagdo desta espécie vem sofrendo declinio em conseqiiéncia de
fatores que interferem no seu comportamento migratorio como o desmatamento
marginal dos rios, a poluigdo e a construc@o de hidrelétricas (Torloni, 1992).

A semelhanga de grande niimero de espécies reofilicas, que ndo se
reproduzem naturalmente em condi¢des de cativeiro, exemplares de Z. jahu
necessitam ser induzidos a reprodugdo através de aplicacdo de hormonios
(Narahara et al., 1994).

Diante da dificuldade em se reproduzir a espécie em cativeiro, da
inexisténcia de dados cientificos sobre sua reprodugdo em cativeiro, além da
necessidade da producdo de alevinos, seja para repovoamento ou para produgdo
e engorda, uma vez que encontra-se ameagada de extingdo, o objetivo deste
trabalho foi desenvolver um protocolo eficaz para a indu¢do hormonal da

reproducao de jau, Zungaro jahu.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado a partir de dois experimentos realizados em locais

e épocas diferentes.

Experimento 1: Reproducdo hormonal induzida de jat - periodo reprodutivo
2006-2007.

Realizada na Estagao de Piscicultura de Jupia, CESP, localizada entre os
municipios de Ilha Solteira, SP, e Trés Lagoas, MS.

Os reprodutores foram selecionados através de caracteres sexuais
secundarios, como ventre abaulado, para fémeas, e vermelhiddo da papila
urogenital, para ambos os sexos. Apds selecao, os reprodutores foram separados
por sexo, transferidos para aquérios de alvenaria e vidro, com capacidade de
1500L e mantidos nestes para indu¢do hormonal da reproducdo e posterior

desova (Figura 1).
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FIGURA 1: Aquarios para estocagem dos reprodutores

Foram testados protocolos de inducdo, a base de extrato bruto de
hipéfise de carpa (EBHC), para fémeas e machos (Tabela 1), protocolos estes
que ja haviam sido utilizados, com sucesso, na indugdo de reproducao de outras

espécies de siluriformes nativas.

TABELA 1: Protocolo para indugdo da reprodugdo de jau utilizando-se
EBHC. Periodo reprodutivo 2006-2007.

Sexo 12 Dose 22 Dose 32 Dose
Macho - 0,50mg/kg 5,00mg/kg
Fémea 0,25mg/kg 0,50mg/kg 5,00mg/kg

Foi utilizado um total de seis exemplares de Z. jahu, sendo trés machos e
trés fémeas.

O intervalo entre as doses, para fémeas foi de 24 horas e 12 horas,
respectivamente, enquanto que para os machos respeitou-se um intervalo de 12
horas entre as aplicagdes, sendo que a primeira dose para estes foi sincronizada

com a segunda dose das fémeas.

54



Experimento 2: Reproduc¢do hormonal induzida de jat - periodo reprodutivo
2007-2008.

Realizada na Esta¢do de Piscicultura de Volta Grande, CEMIG,
localizada no municipio de Conceic¢do das Alagoas, MG.

A selegdo dos reprodutores, bem como sua contengdo até o momento da
indugdo e desova, seguiu os procedimentos descritos no experimento anterior.
Foram utilizados dois animais, uma fémea e um macho.

O tempo de permanéncia dos animais, apos selecdo em tanque, nos
aquarios foi de quatro dias.

Foram testados dois protocolos, & base de EBHC, sendo um para o

macho e outro para a fémea (Tabela 2).

TABELA 2: Protocolo para indugdo da reprodugdo de jau, utilizando-se EBHC,
periodo reprodutivo 2007-2008

Sexo 12 Dose 22 Dose 32 Dose 42 Dose
Macho 0,30mg/kg 0,30mg/kg 0,30mg/kg 6,00mg/kg
Fémea - 0,30mg/kg 0,60mg/kg 6,00mg/kg

Foram administradas doses, com intervalo de 24 horas, no macho pelo
periodo de trés dias. A dose definitiva para o macho (4* dose) foi sincronizada
com a ultima dose para as fémeas, administrada apds 12 horas da segunda dose.

Nos dois experimentos, caso os machos ndo apresentassem resultados
positivos a indugédo, seriam sacrificados por concussdo cerebral e seus testiculos
retirados, para obtengao de sémen por maceracao.

Em ambos os experimentos, apos extrusao dos gametas, avaliaram-se os

seguintes parametros:

Para fémeas:

a. peso da desova;
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b. numero de ovos / g de desova;

fecundidade individual (nfimero de ovoécitos desovados / fémea);

d. fecundidade relativa (nimero de ovdcitos desovados / peso
corporal);
e. indice gonadossomatico (peso da desova x 100 / peso corporal).

Para machos:
volume de sémen espermiado;

b. concentracdo espermatica (determinada a partir da dilui¢do do
sémen em solu¢do de Formol Citrato - 2,9¢ de citrato de sddio,
4ml de solucdo comercial de formaldeido 35% e agua destilada
g.s.p- 100ml. Contagem do numero de espermatozdides em
camara de Neubauer.

A concentragdo espermatica foi obtida utilizando-se as seguintes

formulas:

CE=Nx FC [1]

onde:
CE = concentragdo espermatica (espermatozoides/mm”);

N = namero de células contadas na camara de Neubauer.

FC = fator de corregdo, dado por:

FC=(gxfd)/d 2]

onde:

q =5, e representa a razdo entre o numero total de quadriculos da camara de
Neubauer (25) e o numero de quadriculos contados (5);

fd = fator de diluig@o da aliquota de sémen (= 104);

d = a profundidade entre a laminula e a caAmara de Neubauer (= 0,1mm).
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Posteriormente procedeu-se a fertilizacdo “a seco” e os ovos recém-
hidratados foram transferidos para incubadoras do tipo funil com aeragdo

constante (Figura 2).

FIGURA 2: Incubadoras do tipo “funil” para avaliacdo da fertilidade

Para testar a eficacia da indugdo da reprodugdo, coletou-se trés amostras
de cada incubadora para calculo da taxa de fertilidade, dada pela seguinte
formula:

TF={ £ }clOO
(e+1i)

onde:
TF = taxa de fertilidade
E = nimero de embrides viaveis

1 = numero de ovos inviaveis
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RESULTADOS

Das fémeas induzidas no experimento 1, 66,67% desovaram (Figura 3)
(fémeas 1 ¢ 2). A fémea induzida no experimento 2 (fémea 3) também desovou
(Figura 4). Os dados relativos ao peso da desova (PD), fecundidade individual

(FI), relativa (FR) e indice gonadossomatico (IGS) encontram-se na tabela 3.

FIGURA 3: Desova experimento 1 FIGURA 4: Desova do experimento 2

TABELA 3: Peso inicial de cada fémea (PI), peso da desova, nimero de
ovocitos/g, fecundidade individual, fecundidade relativa e indice
gonadossomatico das fémeas de jau (Z. jahu), submetidas a dois protocolos
diferentes de indugao hormonal

Experimento 1 — periodo reprodutivo 2006-2007

Pl (g) PD (g) N° ovos/g FI FR IGS

Fémea 1 13400 260 683 177580 13,25 1,94

Fémea 2 15600 70 657 45990 2,95 0,45
Experimento 2 — periodo reprodutivo 2007-2008

Pl (g) PD N° ovos/g FI FR IGS

Fémea 3 16500 997 865 862405 52,27 6,04

Dos machos induzidos no experimento 1, nenhum respondeu ao
tratamento, sendo necessario o sacrificio de um deles (macho 1) para se obter
sémen intratesticular do mesmo (Figura 5). O macho induzido a reproducao no

experimento 2 (macho 2) espermiou espontaneamente, mediante massagem
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celomatica (Figura 6). Os dados relativos ao volume espermiado, por macho, e

concentracdo espermatica do sémen encontram-se na Tabela 4.

FIGURA 5: Testiculo retirado do macho FIGURA 6: Massagem celomatica para
para maceragdo (experimento 1) espermiagdo (experimento 2)

TABELA 4: Peso inicial (PI) e volume espermiado (VE), concentracio
espermatica (CE) dos machos de jau (Z. jahu), submetidos a dois protocolos
diferentes de indug¢ao hormonal

Experimento 1 — periodo reprodutivo 2006-2007
Pl (g) VE (mL) CE (sptz x 10%)
Macho 1* 13400 07 08
Experimento 2 — periodo reprodutivo 2007-2008
PI (g) VE (mL)  CE (sptzx 10°)
Macho 2 16500 15 12

* sémen intratesticular

As taxas de fertilizacdo variaram de 5% a 90%. Notou-se grandes
diferengas entre incubadoras fertilizadas com s€men intratesticular (experimento
1) e sémen ejaculado (experimento 2). Os dados relativos a taxa de fertilizagdo,

por fémea, encontram-se na Tabela 5.
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TABELA 5: Taxas de fertilizagdo (TF), por fémea de jau (Z. jahu), em cada
periodo experimental
Experimento 1 — periodo reprodutivo 2006-2007

TF (%)
Fémea 1 x macho 1 5
Fémea 2 x macho 1 15
Experimento 2 — periodo reprodutivo 2007-2008
TF (%)
Fémea 3 x macho 2 90

DISCUSSAO

A desova induzida através de diferentes terapias hormonais é bastante
estudada. Entretanto, a metodologia de hipofisa¢do ainda ¢ a mais utilizada, mas
¢ necessario, neste tipo de metodologia, se levar em conta o protocolo de
preparagdo do extrato de hipdfise, a dose injetada e o nimero de doses aplicadas
(Legendre et al., 1996).

O presente estudo foi realizado com diferentes doses para fémeas e
machos, todas baseadas na utilizagdo de extrato bruto de hipdfise de carpa
(EBHC), que fornece hormonios gonadotropicos necessarios a indugdo da
reprodugdo. Segundo Zaniboni-Filho & Weingartner (2007), a grande questdo
em se utilizar este tipo de hormdnio é que ha variagdo na quantidade de
gonadotropina presente na hipofise no momento da sua coleta além da
interferéncia que o processo de conservagao pode oferecer na degradagdo do
hormonio, o que ressalta a necessidade de se testar diferentes doses para uma
espécie até se determinar qual aquela eficaz.

Sampaio & Sato (2006) obtiveram resultados positivos de hipofisagdo

para 75% das fémeas de Pseudopimelodus charus e 80% para fémeas de Ramdia
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quelen, utilizando dosagem unica de 6mg/kg de peso corporal das fémeas. No
presente estudo, mesmo com doses hormonais diferentes, pode-se considerar que
o método de indugdo aplicado a desova de Z. jahu indica ser favoravel,
comparando-se com resultados obtidos para diversas espécies de Siluriformes:
71% para R. sapo (Espinach Ros et al., 1984) e 70% para Franciscodoras
marmoratus, 60% para Conorhynchos conirostris, 75% para Lophiosilurus
alexandri, 70% para Pimelodus maculatus, 58% para Pseudoplatystoma
corruscans e 82% para Rhinelepis aspera (Sato, 1999).

H4 intimeras variagdes nos métodos para administragdo de hormonios
em peixes, porém, as fémeas geralmente requerem maiores doses de hormonios
que os machos, sendo que doses parceladas produzem resultados melhores que
uma unica dose (Woynarovich & Horvath, 1983). No presente estudo, um dos
experimentos acompanhou esta pressuposi¢do (experimento 1), entretanto, para
o experimento 2, no qual se administrou maior nimero de doses para machos e
fémeas, o resultado encontrado, para os parametros avaliados, foi visivelmente
melhor.

Segundo Legendre et al. (1996), o tamanho ¢ o numero de ovocitos
produzidos em uma desova ¢ altamente variavel entre os siluriformes. A
fecundidade relativa desta ordem varia de poucas duzias como em Ictarus
punctatus (Tucker & Robinson, 1900) até mais de 150000 ovoécitos por quilo de
peso corporal, como em Clarias gariempinus ¢ Psedoplatystoma corruscans
(Legendre et al., 1992; Cardoso et al.,1995). O jau, Z. jahu, espécie alvo deste
estudo, apresentou variacdes superiores a 1700% nos valores de fecundidade
relativa, oscilando desde 2,95 a 52,27, dependendo do periodo estudado e,
consequentemente, da dose hormonal administrada.

Assim como a fecundidade relativa, o numero de ovdcitos/grama de
desova varia bastante entre os pimelodideos, podendo atingir valores superiores

a 3200 ovocitos/g de ova, como ocorre em Pimelodus maculatus. Nota-se, entdo,
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que para diferentes espécies, tanto o tamanho quanto o peso da fémea, bem
como o indice gonadossomatico (IGS) que ela apresenta quando da desova, ndo
influenciam o nimero de ovocitos/g de desova. Estudo que comprova esta
afirmacdo foi realizado por Sato et al. (2003), demonstrando que, dentre outros
pimelodideos, fémeas de P. maculatus, com tamanho médio de 32,1cm e 688g,
apresentaram IGS médio de 5,53 e 3276 ovocitos/g de desova, enquanto fémeas
de Leophisilurus alexandri, com tamanho médio de 61,9cm e 3147g,
apresentaram IGS médio de 2,04 e 74 ovdcitos/g de desova. No presente estudo,
os valores do peso da desova, IGS e nimero de ovdcitos/g de desova variou
muito entre as fémeas e entre os periodos experimentais, o0 que corrobora com os
relatos de Sato et al. (2003), que demonstram a influéncia da dose hormonal
administrada e das variagdes individuais entre os espécimes. Por isto, ha
necessidade de se desenvolver protocolo de inducdo efetivo e especifico para
cada espécie alvo, para entdo se determinar, com precisdo, os valores reais dos
parametros reprodutivos da espécie.

Nas pequenas produgdes aqiiicolas, tem-se notado uma maior
preocupacdo com a qualidade ovocitaria e larval em detrimento a qualidade
espermatica, mesmo sabendo que esta afeta a produgdo de larvas saudaveis.
Entretanto, em criagdes comerciais, o0 s€émen ¢é freqiientemente inadequado, tanto
em termos de quantidade quanto de qualidade e nem sempre consegue sucesso
no processo de fertilizagio e posterior eclosio (Rurangwa et al., 2004). E o que
acontece normalmente com as espécies que ndo realizam espermiagdo
espontaneamente mediante massagem celomatica, como Clarias gariepinus e
como ocorrido no experimento 1 deste estudo, com Zungaro jahu, onde o s€men
intratesticular foi obtido através da maceragao dos testiculos apds o sacrificio do
animal por concussao cerebral.

Em machos, os tratamentos hormonais nao sdo utilizados para estimular

a maturacdo dos gametas, mas sim para aumentar a fluidez e o volume seminal,
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0 que acarreta, para varias espécies, diminuigdo significativa da concentracdo
espermatica (Vermeirssen et al., 1998; Shangguan & Crim, 1999; Vermeirssen
et al., 2000). Além disto, a inducdo artificial da espermiacdo, dependendo do
tipo de hormdnio utilizado, pode afetar a resposta fisiolégica do macho. Em
Silurus glanis, o numero total de espermatozdides coletados foi
significativamente maior quando da utilizagdo de EBHC, quando comparada a
indugdo por andlogos de GnRH (Roelants et al., 2000). Porém, em outras
espécies, como P. ferrugineus, o uso destes andlogos promoveu aumento no
volume, concentragdo e motilidade espermatica, bem como aumento no pH do
plasma seminal (Clearwater & Crim, 1998).

Como as variagdes espécie-especificas sdo muito grandes, reforca-se a
importancia de se testar diferentes hormonios, em diferentes doses, na inducao
artificial da espermiagdo, até que se determine protocolo eficaz, que, além de
manter as caracteristicas de qualidade esperadas do sémen, cause menos danos
metabolicos ao animal.

No presente estudo, como foram analisadas apenas duas variaveis,
volume espermiado e concentragdo espermatica, sob a agdo de um tUnico tipo de
horménio (EBHC), com diferente posologia e numero de doses, pode-se afirmar
apenas que, a aplicacdo de pequenas doses diariamente ¢ uma dose maior,
decisiva, sincronizada com a aplicacdo da tltima dose nas fémeas, faz com que o
macho desencadeie processos internos que permitem a espermiagdo quando da
massagem abdominal. Este fato mostra-se de suma importancia uma vez que, até
entdo, quando se realizava a reprodugdo induzida de jau, os machos tinham que
ser sacrificados devido a falta de resposta da inducdo sobre a ejaculagdo; e,
como a espécie ¢ de interesse comercial e estd ameacgada de extingdo, protocolos
definidos s3o importantes tanto para a produgdo intensiva quanto para a

conservacgdo genética da espécie.
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Quanto as taxas de fertilizacdo de Z. jahu, demonstra-se que foram
muito variaveis entre os periodos experimentais estudados, o que reforca a
hipotese da influéncia das respostas individuais a inducdo hormonal e
conseqiiente qualidade dos gametas. Considerando-se apenas o experimento 2, a
taxa de fertilizacdo pode ser considerada 6tima, em comparagdo com outros
estudos com Siluriformes: 75% em P. charus e em R. quelen (Sampaio & Sato
2006), 61,6% em R. sapo (Espinach Ros ef al., 1984), 71% em F. marmoratus,
68% em C. conirostris, 59% em L. alexandri, 65% em P. maculatus, 79% em P.

corruscans e 72% em R. aspera (Sato, 1999).

CONCLUSAO

O protocolo 2 foi eficaz para a inducdo da reprodugdo do jat, Zungaro jahu.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGOSTINHO, A. A.; GOMES, L. C.; SUZUKI, H. I; JULIO JR., H. F.
Migratory fish from the upper Parana river brasin, Brasil. p.19-98. In:
CAROLSFIELD, J., HARVEY, B.; ROSS, C.; BAER, A. (Eds). Migratory
fishes of South America: biology, social importance and conservation status.
Victoria: World Bank and The International Development Research Centre,
2003.

ANDRADE, D. R; YASUI, G. S. O manejo da reprodu¢ao natural e artificial e
sua importincia na produgdo de peixes no Brasil, Revista Brasileira de
Reproducdo Animal, Belo Horizonte, v.27, n.2, p.166-172, abr./jun. 2003.

CARDOSO, E. L.; ALVES, M. S. D.; FERREIRA, R. M. A.; GODINHO, H. P.

Embryogenesis of the Neotropical freshwater Siluriforme Pseudoplatystoma
coruscans. Aquatic Living Rersources, v.8, n.4, p. 343-346, oct/nov 1995.

64



CLEARWATER 8S. J; CRIM, L. W. Gonadotropin releasing hormone-analogue
treatment increases sperm motility, seminal plasma pH and sperm production in
yellowtail flounder Pleuronectes ferrugineus. Fish Physiology and
Biochemistry, v.19, n.4, p.349-357, dec 1998.

ESPINACH ROS, A.; FORTUNY, A.; AMUTIO, V. G. Induced breeding of the
sabalo, Prochilodus platensis Holmberg. Aquaculture, Amsterdam, v.4, n.1,
p-385-388, 1984.

THERING, R. Da vida dos peixes: ensaios e scenas de pescaria. Sdo Paulo:
Melhoramentos, 1929. 150 p.

LEGENDRE, M.; LINHART, R.; BILLARD, R. Spawing and management of
gametes, fertilized eggs and embryos in Siluroidei. Aquatic Living Resources,
v.9, n.5, p. 59-80, 1996.

LEGENDRE, M.; TEUGELS, G. G.; CAUTY, C.; JALABERT, B. A
comparative study on morphology, growth rate and reproduction of Clarias
gariepinus, Heterobranchus longifilis, and their reciprocal hybrids, Journal of
Fish Biology, v.40, n.1, p.59-79, Jan. 1992.

NARAHARA, M. Y.; KAVAMOTO, E. T.; TALMELLL E. F. A.; GODINHO,
H. M. Comportamento reprodutivo da pirapitinga do sul Brycon cf. reinhardt em
cultivo. In: SIMPOSIO BRASILEIRO DE AQUICULTURA, 8.; ENCONTRO
DE PATOLOGIA DE ORGANISMOS AQUATICOS, 3.; 1994, Piracicaba.
Anais... Piracicaba: ESALQ/FEALQ, 1994.

RESENDE, E. K. Migratory fishes of the Paraguay-Parana Basin, excluding the
Upper Parana Basin.. In: CAROLSFELD, J.; HARVEY, B.; ROSS, C.; BAER,
A. (Eds.). Migratory fishes of South America: biology, fisheries, and
conservation status. Victoria: World Fisheries Trust/IDRC/World Bank. 372p,
2003. p.99-155.

ROELANTS, I.; MIKOLAJCZYK, T.; EPLER, P.; OLLEVIER, F.; CHYB, J;
BRETON, B. Induction of spermiation in common carp after enhanced intestinal
uptake of sGnRH-A and primozide. Journal of Fish Biology, v.56, n.6, p.1398-
1407, Dec. 2000.

RURANGWA, E.; KIME, D. E.; OLLEVIER, F. The measurement of sperm

motility and factors affecting sperm quality in cultured fish. Aquaculture,
v.234, n.1-4, p.1-28, May 2004.

65



SAMPAIO, E. V; SATO, Y. Biologia reprodutiva e desova induzida de duas
espécies de bagres (Osteichthyes: Siluriformes) da bacia do rio Sao Francisco.
Acta Scientiarum Biological Sciences, Maringa, v.28, n.3, p.263-268, jul./set.
2006.

SATO, Y. Reproducdo de peixes da bacia do Rio Sdo Francisco: indugio e
caracterizacdo de padrdes. 1999. 179f. Tese (Doutorado) - Universidade Federal
de Sdo Carlos, Sdo Carlos.

SATO, Y.; FENERICH-VERANI, N.; GODINHO, H. P. Reprodugdo induzida
de peixes da bacia do Sao Francisco. In: GODINHO, H. P.; GODINHO, A. L.
(Org.). Aguas, peixes e pescadores do Sdo Francisco das Minas Gerais. Belo
Horizonte: PUC Minas, 2003. p.275-289.

SHANGGUAN, B.; CRIM, L. W. Seasonal variation in sperm production and
sperm quality in male winter flounder, Pleuronects americanus: the effects of
hypophysectomy, pituitary replacement therapy, and GnRH-A treatment.
Marine Biology, London, v. 34, n. 1, p. 19-27, Jan./Feb. 1999.

TORLONI, C. E. C. Manejo dos recursos pesqueiros nos reservatorios da CESP.
Sao Paulo: CESP-SP, 1992. p.16. (Série Pesquisa e Desenvolvimento, 63).

TUCKER, C. S.; ROBINSON, E. H. Channel catfish farming handbook. New
York: Van Nostrand Reinhold, 1990.

VERMEIRSSEN, E. L. M.; MAZORRA DE QUERO, C.; SHIELDS, R ;
NORBERG, B.; SCOTT, A. P.; KIME, D. Fertility and motility of sperm from
male Atlantic halibut (Hippoglossus hippoglossus) treated with gonadotrophin-
releasing hormone agonist. In: NORBERG, B.; KJESBU, O. S.; TARANGER,
G. L.; ANDERSON, E.; STEFANSSON, S. O. (Eds.). Reproductive
Physiology of Fish, Elsevier, 2000. p.399-401.

VERMEIRSSEN, E. L. M.; SCOTT, A. P.; MYLONAS, C. C.; ZOHAR, Y.
Gonadotropin releasing hormone agonist stimulates milt fluidity and plasma
concentrations of 17,20h-dihydroxylated and Sh-reduced, 3a-hydroxylated C21
steroids in male plaice (Pleuronectes platessa). General and Comparative
Endocrinology, v.112, p. 163-177, Nov. 1998.

WOYNAROVICH, E.; HORVATH, L. A propagacao artificial de peixes de
aguas tropicais: manual de extensdo. Brasilia: Escopo, 1983.

66



ZANIBONI FILHO, E.; SCHULZ, U. H. Migratory fishes of the Uruguay river.
In: CAROLSFELD, J.; HARVEY, B.; ROSS,C.; BAER, A. (Eds.). Migratory
Fishes of South America- Biology, Fisheries and Conservation Status. IDRC,
World Fisheries Trust and World Bank, 2003. p.157-194.

ZANIBONI FILHO, E.; WEINGARTNER, M. Técnicas de indugéo da
reproducdo de peixes migradores. Revista Brasileira de Reproducéo Animal,
Belo Horizonte, v.31, n.3, p.367-373, Jul.-Set. 2007.

67



111 - CARACTERISTICAS DO SEMEN DE JAU (Zungaro jahu) in natura
E POS-DESCONGELAMENTO: ACAO DOS DILUIDORES E
CRIOPROTETORES SOBRE A MORFOLOGIA ESPERMATICA

CARA(;TERI’STICAS DO SEMEN DE JNAU (Zungaro jahu) in natura E
POS-DESCONGELAMENTO: ACAO DOS DILUIDORES E
CRIOPROTEORES SOBRE A MORFOLOGIA ESPERMATICA

Drumond, M. M.; Murgas, L.D.S.; Logato, P.V.R.; Pompeu, P.S.; Pereira,
G.J.M.P.; Felizardo, V. O.; Bedore, A.G., Lopes, J. M.

RESUMO

Para avaliar os efeitos de diluidores e crioprotetores sobre a morfologia
espermatica de jau, Zungaro jahu, realizou-se experimentos nos periodos
reprodutivos 2006-2007 e 2007-2008. Em ambos os experimentos foram
testadas seis solugdes diluidoras diferentes, utilizando DMSO e Metanol,
sozinhos ou em combinagdo com gema de ovo e lactose; em todos os
tratamentos utilizou-se como solucdo diluidora base o BTS. O congelamento do
sémen aconteceu em botijao de nitrogénio a -196°C e o descongelamento, em
banho-maria (60°C, 8s). O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado em esquema fatorial 2x7 (dois machos x sete tratamentos). As
alteracdbes morfologias avaliadas foram: cabega isolada, degenerada,
microcefalia e macrocefalia, peca intermediaria degenerada e caudas enrolada,
dobrada e fraturada. Apods descongelamento verificou-se acdo criotdxica dos
tratamentos sobre algumas das patologias estudadas e efeito benéfico desses
tratamentos sobre as patologias, principalmente, de cauda. O estudo conclui que
qualquer um dos seis tratamentos testados pode ser utilizado na criopreservagao
do sémen maduro de jau, sem que haja alteracdes significativas na morfologia
espermatica, quando comparada ao s€émen in natura.

Palavras-chave: espermatozodide, criopreservacao, criotoxidade.

ABSTRACT

68



To evaluate the diluter effects and crioprotectors on jat spermatic morphology,
Zungaro jahu, two experiments were accomplished in 2006-2007 and 2007-
2008 reproductive periods. In both experiments six different diluter solutions
were tested, using DMSO and Methanol, alone or in combination with egg yolk
and lactose; in all treatments BTS based solution were used as diluter. The
semen freezing occurred in liquid nitrogen container tat -196°C and the
defreezing, in boiling water bath (60°C, 8s). The experimental design was the
entirely casualized in factorial design 2x7 (two males x seven treatments). The
morphological alterations appraised were: isolated heads, degenerate, micro-
cephalic and macro-cephalic problems, degeneration of intermediate parts and
wounded, bent and fractured tails. After the defreezing, criotoxity of the
treatments was verified on some of the studied pathologies and beneficial effect
of those treatments on the pathologies, mainly, of tail. The study allowed the
conclusion that all the six tested treatments can be used in the criopreservation
of the ripe semen of jat, without any significant alterations in the spermatic
morphology, when compared to natural semen.

Key words: spermatozoid, criopreservation, criotoxic

INTRODUCAO

A busca constante pela otimizag¢do de processos técnicos da preservagdo
de espermatozoides de peixes responde aos objetivos econdmicos e ecologicos
atuais (Murgas, ef al., 2004).

Biotecnologias como a criopreservagdo, que permitam a melhor
utilizagdo do s€men de intimeras espécies de peixes, sdo constantemente
estudadas (Streit Jr. ef al., 2006). O objetivo destes estudos tem se baseado em
trés pontos: 1) padronizacdo dos protocolos de congelamento, que permitam
alcancar taxas de fertilizagdo semelhantes as alcangadas com o sémen fresco; 2)
determinacdo de substincias crioprotetoras que diminuam os efeitos toxicos e de
criodano sobre o espermatozoide e; 3) extrapolagdo de resultados entre as
diferentes espécies de peixes, para se encontrar pontos de similaridade entre elas

(Robles et al., 2005).
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A criopreservacdo do s€men de peixes tem contribuido para o
desenvolvimento de aplicacdo de métodos de controle reprodutivo, através da
manipulagdo genética e da reducdo do numero de machos no plantel de
reprodutores, uma vez que o sémen coletado pode ser utilizado por tempo
indeterminado. Além disto, os métodos de congelamento podem ser utilizados
em programas de hibridizagdo, preservagdo de material genético de espécies
ameacadas e para formagado de bancos genéticos (Ninhaus-Silveira, et al., 2006).

A qualidade dos espermatozoides criopreservados ¢ de fundamental
importancia para o sucesso da fertilizagcdo (Johnson et al.,2000). A eficiéncia da
fertilizacdo pelo espermatozoide criopreservado esta diretamente relacionada a
composi¢do da solugdo diluidora (Cloud, 2000). Para um diluidor prolongar a
vida de um espermatozoide, in vitro, é necessario que ele possua a capacidade de
reduzir a atividade metabolica dos espermatozoides, seja por inibidores quimicos
ou pela reducdo da temperatura (Johnson et al.,2000). De acordo com Morris &
Watson (1984), as injurias causadas pela baixa temperatura sobre os
espermatozoides sdo classificadas em duas categorias: a) as decorrentes
diretamente do resfriamento ou pelo choque frio, em conseqiiéncia do rapido
congelamento e; b) as injlrias causadas indireta e independentemente da taxa de
resfriamento e que vdo se manifestar apos periodos extensos, em baixas
temperaturas.

Os critérios utilizados para a avaliagdo do sémen de peixes, até o
presente momento, tém se baseado em exames de motilidade, concentragdo
espermatica e percentagem de espermatozoéides vivos e mortos (Kavamoto et al.,
1985), sem levar em consideracdo a ocorréncia de defeitos morfologicos nas
células espermaticas.

O estudo morfologico das células espermaticas e sua relagdo com a
infertilidade dos machos alcangaram maior importdncia com o advento da

inseminacao artificial em mamiferos, especialmente na espécie bovina. Assim,

70



foram realizados estudos a fim de se evitar a expansdo de doengas decorrentes
de anormalidades espermaticas, resultantes do baixo indice de fertilidade (Barth
& Oko, 1989).

Entre os peixes, diferentes estratégias reprodutivas e espermatozoides
com diferentes morfologias s3o descritos. Em peixes de fertilizagdo interna, os
espermatozoides apresentam cabeca alongada e peca intermediaria mais
elaborada e estruturada. Em espécies de fertilizacdo externa, os espermatozodides
comumente apresentam a cabeca redonda ou oval e peca intermedidria pequena.
Entre os teledsteos, os espermatozoides ndo apresentam acrossoma. Esta
condi¢do ¢ associada a presenca da micropila na superficie dos ovos dessas
espécies (Jamieson, 1991).

Diante da escassez de informagdes acerca da ocorréncia de
anormalidades morfolégicas nos espermatozoides de peixes nativos,
especialmente aqueles ameagados de extingdo, como o jai, Zungaro jahu,
objetivou-se, neste trabalho, determinar os valores normais de alteragdes
morfologicas do s€men in natura ¢ o percentual de alteracdes morfologicas,
ocasionadas pelo manuseio e processo de congelamento, no s€men descongelado

desta espécie.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado nos periodos reprodutivos de 2006-2007 ¢ 2007-
2008 nas Estacdes de Piscicultura de Jupia (CESP) e de Volta Grande (CEMIG),
respectivamente.

Os reprodutores foram selecionados do plantel das referidas estagdes
mediante observacao de caracteristicas que determinam o estado de maturagdo
dos peixes, como papila urogenital hiperémica, abaulamento ¢ maciez ao toque

da regido ventral da parede celomatica. Os animais selecionados (um por
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periodo experimental) foram transportados aos laboratérios com auxilio de
caminhdo especifico para este fim. No laboratério, os reprodutores foram
acondicionados em aquarios com capacidade de 1500L e aeragdo constante.

Em cada periodo experimental foi utilizada uma dose hormonal
diferente, ambas a base de extrato bruto de hipofise de carpa (EBHC). As doses

utilizadas, por periodo experimental, estdo descritas na Tabela 1.

TABELA 1: Protocolo utilizado na indugdo da reprodugdo de machos de jau (Z.
Jjahu), utilizando-se EBHC

Pe”Od(.) N 12 Dose 28 Dose 32 Dose 423 Dose
reprodutivo
2006-2007 1 - - 0,50 mg/kg 5,00 mg/kg
2007-2008 1 0,30 mg’kg 0,30 mg/kg 0,30 mg/kg 6,00 mg/kg

N = nimero de exemplares induzidos a reproducao, por periodo experimental

Coleta do sémen e analise do s€émen in natura

O sémen foi coletado por meio de massagem cranio-caudal da regido
ventral da cavidade celomatica, apds secagem e limpeza da regido circunjacente
a papila urogenital. Caso o macho ndo liberasse sémen mediante massagem, o
mesmo seria sacrificado por concussdo cerebral, para retirada dos testiculos e
posterior maceragdo para obtengdo de s€men intratesticular.

Os e¢jaculados foram coletados em tubos de ensaio graduados
esterilizados. As amostras utilizadas estavam livres de contaminantes (agua,
sangue, fezes ou urina) e durante todo o processamento do sémen,
permaneceram protegidas da luz e sob temperatura ambiente.

As amostras de sémen in natura foram avaliadas em microscopia Optica
em aumento de 100 dioptrias, mediante ativacdo com dagua destilada, para

verificacdo da motilidade espermatica.
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Diluidores testados

Foram avaliadas seis solugdes diluidoras, que diferiram entre si no tipo
de crioprotetor empregado. Desta forma, testou-se seis crioprotetores, divididos
da seguinte forma: sémen in natura (controle), Dimetilsulféoxido (DMSO)
associado a gema de ovo (D1) e a lactose (D3) e Metanol associado a gema de
ovo (D2) e a lactose (D4) e apenas DMSO (D5) e Metanol (D6) como
crioprotetores.

A solugdo diluidora (base) para cada tratamento consistiu de solugao de
BTS (Belltsville Thawing Solution”™), nas concentra¢des finais de 5% e 90%

(p:v). A Tabela 2 resume as solugdes diluidoras testadas ao longo do estudo.

TABELA 2: Diluidores testados para avaliar as alteragdes morfologicas nos
espermatozoides de jau, Z. jahu, apds congelamento / descongelamento

Crioprotetor D1 D2 D3 D4 D5 D6
DMSO 8% - 8 % - 10% -
Gema de ovo 5% 5% - - - -
Lactose - - 5% 5% - -
Metanol - 8 % - 8 % - 10%

Diluidor base
BTS 5% 5% 5% 5% 90% 90%

D1= diluidor 1; D2= diluidor 2; D3= diuidor 3, D4= diluidor 4, D5 = diluidor 5 ¢ D6 = diluidor 6

Congelamento do sémen de jau e analise do sémen descongelado

Apds a diluicdo do sémen pelas solugdes crioprotetoras descritas, o
mesmo foi envasado em palhetas de 0,5 mL (quatro palhetas por tratamento),
que foram transferidas para botijdo de vapor de nitrogénio liquido (Taylor-

Wharton, modelo CP 300, tipo dry shipper) para resfriamento. Apos 24 horas, as
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raques foram transferidas para botijdo de armazenamento (Cryometal, modelo
DS-18) e congeladas, permanecendo submersas a temperatura de -196°C.

Apds 96 horas do congelamento, as amostras foram descongeladas em
banho-maria, a 60°C, por oito segundos. Trés réplicas por palheta foram obtidas
para analise morfologica do s€men, totalizando nove réplicas, por tratamento. As
amostras foram coletadas em solug¢ao de formol citrato (2,9g de citrato de sédio,
4mL de solug@o comercial de formaldeido 35% e 4gua destilada q.s.p. 100mL).

As analises morfoldgicas do sémen descongelado foram realizadas em
microscopio Optico composto, com iluminagdo episcopica fluorescente (Nikon,
modelo OPTIPHOT-2), no Laboratério de Microbiologia do Solo, do
Departamento de Ciéncia dos Solos da UFLA.

O exame morfoldgico consistiu da observagao da morfopatologia de 100
espermatozoides, focalizados em diversos campos ao longo de toda a lamina,

conforme esquematizado na Figura 1.

i

FIGURA 1: Seqiiéncia de campos observados durante a analise morfologica do
sémen de jal. As setas indicam o sentido da avaliagdo.

Sob aumento de 1.000 dioptrias foram analisadas as patologias de

cabeca, peca intermediaria e cauda, descritas na tabela 3.

TABELA 3: Patologias espermaticas avaliadas no sémen in natura e pos-
congelamento / descongelamento

Porcédo acometida Patologias
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Cabega Microcefalia
Macrocefalia
Isolada
Degenerada

Peca intermediaria Degenerada

Cauda Enrolada
Dobrada
Fraturada

Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento utilizado para analise do efeito dos diluidores e
crioprotetores sobre a morfologia espermatica foi o inteiramente casualizado
(DIC) em esquema fatorial 2 x 7 (machos e solugdes diluidoras) com quatro

repeticoes.
Yip=pu+to+p+@p)y+ e

onde:

Y;;= morfologia espermatica encontrada na a¢ao do diluidor i sobre o sémen do
macho j;

M= ¢é amédia geral do experimento;

T; = ¢ o efeito do diluidori (1=0, 1, 2, 3, 4, 5, 6);

B; = ¢ o efeito do macho j (j =1, 2);

(1) ;= ¢ o efeito da interagdo entre o diluidor i e 0 macho j;

€ jjk = € o erro associado a morfologia espermatica obtida pelo diluidor i, no

macho j, considerado normal e independentemente distribuido, com média 0 e
variancia o”.
As varidveis foram analisadas com auxilio do pacote estatistico SISVAR

(Ferreira, 2004) e as médias dos tratamentos foram submetidas a analise de
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variancia e comparadas pelo teste Student-Newman-Keuls (SNK) considerando-

se o nivel de 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As alteracdes morfoldgicas encontradas no presente estudo estdo
apresentadas nas Figuras 2 e 3.

Neste estudo, constatou-se que os espermatozoides de jau apresentaram
cabeca arredondada (Figura 2A), achado que corrobora os estudos de Billard
(1970), Ginzbur (1972) e Grier (1985), que demonstram que a forma da cabeca
dos espermatozodides estd relacionada com o tipo de fertilizacdo realizada pela
espécie, afirmando existir relacdo entre cabega arredondada e fertilizagao

externa.
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FIGURA 2: Alteragdes morfologicas encontradas nos espermatozoides de Z. jahu no
sémen in natura e pos descongelado em diferentes aumentos. (A = espermatozodide
normal; B, C = microcefalia, D = microcefalia com cauda fraturada; E = cabegas
isoladas; F = macrocefalia (*) e cabeca degenerada (seta); G = espermatozoide normal;
H = comparacio entre espermatozdide normal e PID (*).
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FIGURA 3: Alteragdes morfoldgicas encontradas nos espermatozoides de Z. jahu no
sémen in natura e pos descongelado. (I = cauda dobrada; J = espermatozoide normal; L
= cauda dobrada e cabega degenerada; M = cauda enrolada (fortemente); N = cauda
dobrada com PID; O, Q = cauda fraturada; P = cauda fraturada e cabega isolada.
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As andlises estatisticas para a patologia microcefalia demonstraram
diferengas significativas (P<0,05) para interagdo periodo experimental x
tratamentos (Tabela 4).

O sémen do macho do periodo experimental 1 (macho 1) foi
estatisticamente semelhante ao sémen do macho do periodo experimental 2
(macho 2) para os tratamentos 3, 4, 5 ¢ 6. Entretanto, quando comparados os
tratamentos 0 (testemunha), 1 e 2, o efeito do periodo experimental foi
significativo (P<0,05) demonstrando diferencas entre a qualidade seminal dos
machos estudados. Este fato pode ser explicado pela diferenca entre as duas
amostras uma vez que o protocolo de inducdo hormonal testado no periodo
experimental 1 mostrou-se ineficiente, sendo necessario o sacrificio do animal
para obten¢do do sémen intratesticular.

As diferengas encontradas entre os tratamentos 1 e 2 dentro de um
mesmo periodo experimental podem ser explicadas pela agdo da gema de ovo
em associagdo ao DMSO ou metanol. Nota-se que a associacdo de gema de ovo
e DMSO fizeram com que valores mais altos de microcefalia fossem
encontrados, demonstrando que tal associagdo pode influenciar na acdo
crioprotetora externa da gema de ovo quando para tratamento para congelamento

de sémen intratesticular.

TABELA 4: Desdobramento da interagdo ano x tratamentos, para analise do
sémen de jau, submetido ao congelamento / descongelamento, com diferentes
solucdes diluidoras, para a variavel microcefalia

Tipo de Tratamentos
sémen 0 1 2 3 4 5 6
fﬁgﬁe' 9,75 B,bc 1400B,c  725B,ab 400A,a 100A,a 250A,a 125A.a
Esper-

: 0,50 A, a 1,75A,a 1,75A,a 0,00 A, a 0,75 A, a 0,50 A, a 0,25A,a
miado

Médias acompanhadas por letras diferentes na coluna, dentro de um mesmo tratamento, diferem
entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (P< 0,05). Letras maitusculas = efeito tipo de sémen;
letras minusculas = efeito tratamentos.
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Para o pardmetro macrocefalia, houve diferenca estatisticamente
significativa apenas para a varidvel tratamentos, demonstrando que para este
parametro ndo ha influéncia entre sémen intratesticular (periodo 2006-2007) ¢
ejaculado (periodo 2007-2008) (Tabela 5). Explicagdo coerente com os dados
encontrados neste estudo foi descrita por Kavamoto et al. (1999) para
Prochilodus scrofa, onde, o aumento da patologia macrocefalia foi associada a
transi¢do morfoloégica das células espermaticas entre espermatides e
espermatozoides. O fato do tratamento para indug¢do hormonal da reproducao,
em machos, ndo atuar sobre a maturacdo dos gametas, mas sim sobre o aumento

do volume seminal, corrobora com tal explicagao.

TABELA 5: Acg3o dos tratamentos sobre o sémen de jau, submetido ao
congelamento / descongelamento, com diferentes solugdes diluidoras, para a
varidvel macrocefalia.

Tratamentos Medias Meédias Média total
2006-2007 2007-2008 tratamentos

0 3,00 3,00 3,00 a

1 2,75 3,5 3,00 a

2 0,00 2,75 1,38 a

3 0,00 1,00 0,50 a

4 2,25 1,25 1.75

5 2,50 3,25 2,88 a

6 0,75 3,25 2,00 a

Meédias acompanhadas por letras diferentes na coluna, dentro de um mesmo tratamento, diferem
entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (P< 0,05).

Na avaliacdo estatistica do pardmetro cabeca isolada, resultados
significativos foram encontrados tanto para periodo experimental, quanto para os

tratamentos (Tabela 6).
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TABELA 6: Efeito do periodo experimental e dos tratamentos sobre o sémen de
jau, submetido ao congelamento / descongelamento, com diferentes solucdes
diluidoras, para a variavel cabega isolada

Tratamentos Médias Meédias Média total
2006-2007 2007-2008 tratamentos
0 15,50 5,00 10,25 a
1 20,00 15,25 17,63 a
2 12,75 18,50 15,63 a
3 31,25 17,25 24250
4 19,00 11,75 15,38 a
5 11,50 9,50 10,50 a
6 15,75 11,50 13,63 a
Médias anos 17,96 B 12,67 A

Médias acompanhadas por letras diferentes na coluna, dentro de um mesmo tratamento, ¢ na
mesma linha, diferem entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (P< 0,05). Letras maitisculas =
efeito tipo de sémen; letras mintisculas = efeito tratamentos.

A diferenca entre os anos pode ser explicada pelo estadio de maturagio
gonadal de cada macho, em cada periodo experimental estudado. No periodo
experimental 2006-2007 os testiculos do macho encontravam-se em fase inicial
de reabsorcdo, fase indicada pela resposta negativa a indugdo hormonal, a
espermiacdo ¢ obtencdo de sémen apenas apos maceragdo testicular. Como o
macho 1 encontrava-se fora do periodo de “pico” reprodutivo, o presente estudo
confirma os achados de Herman et al. (1994), que descrevem que este tipo de
patologia ocorre durante o processo de espermatogénese em decorréncia de
causas que acometem os reprodutores, tais como enfermidades, desenvolvimento
gonadal, consangiiinidade, restri¢ao alimentar, estresse ambiental entre outros.

Assim como descrito para a microcefalia, a diferenca significativa entre
o tratamento 3 e os demais pode estar relacionada a associagdo do DMSO a
lactose. Como o efeito da ag¢do conjunta dos componentes do tratamento 3, até o
presente estudo, ndo haviam sido testadas em peixes de couro, pode ser que esta
associacdo exerca influéncia negativa sobre os espermatozoides de siluriformes,
acarretando o aumento de patologias do tipo cabeca isolada, que estdo

diretamente associadas ao sucesso da fertilizagao.

81



Em contraste com os dados do presente estudo, Moraes (2004),
estudando Prochilodus lineatus, verificaram que a patologia cabeca isolada foi a
mais freqiiente para a espécie, atingindo percentuais médios de 28%. Estas
diferengas reforcam a importancia de se desenvolver ajustes espécie-especificos
nos protocolos de criopreservacdo ja existentes (Ciereszko & Drabrowski, 1993)

Quando analisada a patologia cabeca degenerada, observa-se apenas
efeito significativo entre os periodos experimentais (P<0,05) (Tabela 7). Este
tipo de patologia ¢ associado a espermatozdides com cabeca de tamanho normal,
mas que apresentam contorno irregular e/ou degeneragdes cromatinica ou

vacuolar aparentes.

TABELA 7: Efeito do periodo experimental sobre o sémen de jad, submetido ao
congelamento / descongelamento, com diferentes solugdes diluidoras, para a
variavel cabe¢a degenerada

Tratamentos Médias 2006-2007  Médias 2007-2008

0 2,25 7,00
1 2,75 3,00
2 1,00 4,00
3 3,00 3,00
4 3,25 5,25
5 1,25 6,25
6 3,00 7,25
Médias anos 2,36 A 5,11B

Médias acompanhadas por letras diferentes na linha, dentro de periodos diferentes,
diferem entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (P< 0,05). Letras maiusculas = efeito tipo de
sémen.

Como o macho 1, do periodo experimental 2006-2007, encontrava-se
fora do periodo de “pico” da reprodugdo, era de se esperar um nimero maior
deste tipo de alteragdo neste macho, fato que ndo ocorreu. Entretanto, relatos de
outros autores afirmam que a formacdo de cristais de gelo intracelulares ¢ a
instabilidade da membrana celular causam instabilidade na osmorregulagdo das

células espermaticas e, que esta pode ser prejudicada quando ha exposicdo dos
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espermatozoides em solugdes crioprotetoras, resultando primeiro no inchamento
da cabeca do espermatozodide e, em um segundo momento, causar injirias em
organelas intracelulares. Este quadro, segundo os autores citados, pode
determinar a perda de funcionalidade da mitocondria e efusdo da cromatina
nuclear, levando a ocorréncia de degeneracdo na cabeca dos espermatozoides
(Lahnsteiner et al.,1996; Taddei et al., 2001).

No presente estudo, acredita-se que as caracteristicas descritas pelos
referidos autores exergam influéncia mais direta sobre os espermatozoides
maduros do que sobre os espermatozodides intratesticulares, que ainda ndo
completaram o processo de maturacdo, o que poderia explicar a diferenca
significativa de espermatozdides com a patologia cabega isolada nos periodos
experimentais estudados.

Na andlise do pardmetro pega intermediaria degenerada (PID),
resultados significativos foram encontrados tanto para periodo experimental

quanto para tratamentos (P<0,05) (Tabela 8).

TABELA 8: Efeito do periodo experimental e dos tratamentos sobre o s€émen de
jau, submetido ao congelamento / descongelamento, com diferentes solucdes
diluidoras, para a variavel pe¢a intermedidria degenerada (PID)

Tratamentos Meédias Meédias Meédia total
2006-2007 2007-2008 tratamentos

0 8,75 5,75 7,25 a

1 16,00 7,25 11,63 bc

2 5,00 5,50 5,25a

3 11,00 6,25 8,63 ab

4 7,75 5,50 6,63 a

5 15,75 9,50 12,63 ¢

6 14,75 8,25 11,50 be
Médias anos 11,2857 B 6,8571 A

Médias acompanhadas por letras diferentes na coluna, dentro de um mesmo tratamento, ¢ na
mesma linha, diferem entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (P< 0,05). Letras maitisculas =
efeito tipo de sémen; letras minusculas = efeito tratamentos.
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O efeito dos periodos experimentais pode ser explicado, assim como
para as demais patologias espermaticas, pelo tipo de amostra obtida em cada um
dos periodos estudados, sendo a amostra 1 de s€émen intratesticular e a amostra 2
de s€émen maduro, ejaculado. Como o processo de maturagdo de cada um dos
componentes espermaticos ¢ desconhecido, caso a peca intermediaria termine
seu processo de maturagdo ao final do desenvolvimento gonadal, ¢ esperado que
o sémen intratesticular apresente maior percentual deste tipo de patologia.
Entretanto, estudos mais aprofundados sdo necessarios para elucidagdo desta
questao.

Quanto a variagdo de tratamentos, 0 DMSO tanto em associa¢do com
lactose e gema de ovo, quanto sozinho ndo proporcionou resultados satisfatorios
para este tipo de patologia. O metanol, quando utilizado como crioprotetor tinico
também nao apresentou resultados positivos, a fim de evitar a degradacdo da
peca intermedidria dos espermatozoides. Segundo Taddei et al. (2001), as
injurias nos espermatozoides sdo causadas pela exposi¢do a solucdo
crioprotetora e/ou a baixa temperatura do processo de criopreservagao,
especialmente no estagio de pré-congelamento. Os espermatozoides, quando
submetidos a criopreservagdo, estdo sujeitos ao estresse resultante da interacdo
agua e solugdo, que pode causar dano estrutural e até mesmo a morte das células
espermaticas (Holt, 2000). No presente estudo, solu¢des de metanol associadas a
lactose e gema de ovo foram as que mais exerceram fungdo protetora aos
espermatozoides, quanto a patologia analisada, demonstrando resultados
semelhantes ao sémen in natura.

Quando analisou-se a variavel cauda enrolada, houve interacao entre
periodo experimental e tratamentos, sendo necessario realizar o desdobramento
destas duas variaveis, para determinar qual a influéncia de cada uma delas sobre

os resultados obtidos (P<0,05) (Tabela 9).

84



TABELA 9: Desdobramento da interagdo ano x tratamentos, para analise do
sémen de jau, submetido ao congelamento / descongelamento, com diferentes
solugdes diluidoras, para a variavel cauda enrolada.

Tipo de Tratamentos

sémen 0 1 2 3 4 5 6
Macerado  450B,bc  125A,ab  025A,a  625B,c  225A,ab 150A,ab 250 A, ab
Esper- 1,50A,a  3,550A,a  3,75B,a  125A,a  2,50A,a  200A,a  2,00Aa

miado

Médias acompanhadas por letras diferentes na coluna, dentro de um mesmo tratamento, diferem
entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (P< 0,05). Letras maitsculas = efeito tipo de sémen;
letras minusculas = efeito dos tratamentos.

Para as diferengas entre periodos experimentais, a influéncia do tipo de
sémen, se intratestiscular ou ejaculado, pode ser melhor evidenciada no sémen in
natura. As diferengas significativas encontradas entre os tratamentos podem
estar relacionadas tanto & composicdo do meio diluidor e a agcdo que seus
componentes exercem sobre o espermatozoide tanto quanto pela qualidade
seminal de cada um dos machos testados nos periodos experimentais. Metanol +
gema de ovo exerceram fungdo negativa sobre o s€men testicular enquanto que
DMSO + lactose exerceram a mesma fung¢do para o sémen maduro.

Para a patologia de cauda dobrada apenas o efeito do tratamento foi

estatisticamente significativo (P<0,05) (Tabela 10).

TABELA 10: Acdo dos tratamentos sobre o sémen de jau, submetido ao
congelamento / descongelamento, com diferentes solugdes diluidoras, para a
varidvel cauda dobrada

Tratamentos Medias Meédias Média total
2006-2007 2007-2008 tratamentos

0 5,00 5,00 5,00 b

1 1,00 1,75 1.38 2

2 0,50 2,50 1,50 a

3 1,75 2,75 225a

4 4,00 1,50 275a

5 1,50 3,00 225a

6 2,50 3,00 2,75 a

Meédias acompanhadas por letras diferentes na coluna, dentro de um mesmo tratamento, diferem
entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (P< 0,05).
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Os resultados encontrados demonstram que a acdo de crioprotetores &
positiva para patologia de cauda enrolada. Parece que estas solugdes interagem
com a cauda do espermatozdide, fazendo com que esta volte a apresentar
caracteristicas normais.

Assim como para a patologia de cauda dobrada, apenas os tratamentos
exerceram influéncia significativa sobre a patologia cauda fraturada (P<0,05)
(Tabela 11). Ao contrario do encontrado para a patologia anterior, os
tratamentos testados se mostraram eficientes na manutencdo das caracteristicas
do sémen in natura para esta patologia, com excecao do tratamento 2, resultado
que pode ter sido influenciado composi¢do do meio diluidor, uma vez que nao
ha estudos sobre a interagdo das substancias utilizadas sobre o metabolismo e as

caracteristicas espermaticas.

TABELA 11: Acdo dos tratamentos sobre o sémen de jau, submetido ao
congelamento / descongelamento, com diferentes solugdes diluidoras, para a
variavel cauda fraturada.

Tratamentos Medias Médias Média total
2006-2007 2007-2008 tratamentos

0 7,50 7,25 7,38 a

1 9,00 6,00 7,50 a

2 3,25 421 3,75b

3 14,25 8,00 11,13 a

4 9,50 7,50 8,50 a

5 9,25 8,50 8,88 a

6 7,00 8,00 7,50 a

Meédias acompanhadas por letras diferentes na coluna, dentro de um mesmo tratamento, diferem
entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (P< 0,05).

Diversos estudos realizados demonstram a importancia de determinar
quais substancias exercem melhor papel crioprotetor para os espermatozoides de
peixes. Alguns autores citam pesquisa com um Unico componente até varias
substancias sendo utilizadas em uma mesma composi¢cdo (Coser et al.,1987;

Carolsfeld et al., 2003; Ribeiro & Godinho, 2003).
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Além disto, Billard et al. (1977) demonstraram que o sémen nao
apresenta caracteristicas constantes durante todo o periodo de espermiagéo,
sendo sua qualidade afetada pelo processo de envelhecimento das células, que se
apresenta mais intenso no periodo posterior ao “pico” de reprodugdo (Billard &
Takashima, 1983).

Das patologias estudadas, Kavamoto et al. (1999) descrevem que as
anormalidades morfologicas de pega intermedidria e cauda causam alteragdes
progressivas na motilidade, aumentando o numero de espermatozdides com
movimentos circulares ou oscilatorios e, consequentemente, diminuindo a taxa

de fertilizacao.

CONCLUSAO

Para a maioria das alteragcdes morfologicas estudadas, ndo ha diferengas entre o

sémen obtido através de macerag@o e o s€émen espermiado espontaneamente.
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IV - DESENVOLVIMENTO GONADAL DE FEMEAS DE JAU (Zungaro
jahu): ANALISES MICROSCOPICAS E ULTRAESTRUTURAIS

DESENVOLVIMENTO GONADAL DE FEMEAS DE JAU (Zungaro
jahu): ANALISES MICROSCOPICAS E ULTRAESTRUTURAIS

Drumond, M. M.; Murgas, L.D.S.; Logato, P.V.R.; Pompeu, P.S.; Pereira,
G.J.M.P.; FELIZARDO, V. O.; Bedore, A.G., Lopes, J. M.

RESUMO

Para avaliar o desenvolvimento gonadal de fémeas de jau, Zungaro jahu, nos
periodos reprodutivos, 2005-2006, 2006-2007 e 2007-2008 avaliou-se
quinzenalmente, por meio de bidpsia ovariana, cinco fémeas do plantel de
reprodutores da Estacdo Ambiental de Volta Grande (CEMIG) quanto ao
deslocamento da vesicula germinativa e ao didmetro dos ovocitos, através de
técnicas de microscopias de luz e eletronica de varredura. O desenvolvimento
ovariano de jau ¢ do tipo sincronico, seguindo o padrdo de outras espécies
migradoras. A influéncia dos fatores abioticos de cada periodo reprodutivo sobre
o desenvolvimento ovariano foi testada pelo pacote estatistico SAEG, através do
teste de Kruskal-Wallys. Os resultados obtidos demonstram que os fatores
abioticos estudados, dentro de cada periodo reprodutivo, exerceram influéncia
sobre o desenvolvimento ovariano (P<0,05) e que, dependendo destas variagdes
as fémeas foram capazes ou ndo de completar seu desenvolvimento gonadal nas
condi¢des do cativeiro.

Palavras-chave: pluviosidade, temperatura, didmetro ovocitario, microscopia
eletronica de varredura.
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ABSTRACT

To evaluate the gonadal development of jau females, Zungaro jahu, in the
reproductive periods, 2005-2006, 2006-2007 and 2007-2008 were evaluated
fortnightly, through ovarian biopsy, five female reproducer of the
Environmental Station of Volta Grande (CEMIG) related to the displacement of
the germination vesicle and the diameter of the ovocites, through techniques of
light microscopy and sweeping electronic microscopy. The ovarian development
of jau is of the synchronous type, following the pattern of other migratory
species. The influence of abiotic factors of each reproductive period on the
ovarian development was tested by the statistical package SAEG, through the
test of Kruskal-Wallys. The obtained results demonstrate that the abiotic studied
factors, in each reproductive period, affected the ovarian development (P < 0,05)
and that, depending on these variations, the females were or not capable of
completing their gonadal development in captivity conditions.

Key words-: pluviosity, temperature, ovary diameter, sweeping electronic
microscopy.

INTRODUCAO

A maioria dos teledsteos apresenta ciclos de desenvolvimento ovariano
distintos, com a ovulagdo ocorrendo em periodos especificos do ano. Trés
padroes de desenvolvimento folicular ovariano sdo descritos em teledsteos:
totalmente sincronico, parcialmente sincronico e assincronico (Wallace &
Selman, 1981). Geralmente, os peixes que morrem apos a desova, como 0
salmado, por exemplo, apresentam desenvolvimento sincronico, no qual todos os
ovocitos das gonadas se apresentam no mesmo estadio de desenvolvimento. Por
outro lado, para alguns teledsteos o desenvolvimento ¢ denominado como
parcialmente sincrénico, pois encontram-se, a0 mesmo tempo, Nos OVvarios,

“populagdes” de ovocitos em diferentes estadios de maturagdo. Neste caso,
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ovula¢do e desova podem ocorrer uma ou algumas vezes durante o periodo
reprodutivo, dependendo da espécie e das caracteristicas ambientais. Em peixes
de desova parcelada, com desenvolvimento folicular assincronico, ovdcitos em
todos os estadios de maturacdo sdo encontrados nos ovarios. Ovulagdo e desova
ocorrem durante um longo periodo reprodutivo (Peter & Yu, 1997).

O padrao basico de crescimento ovariano ¢ semelhante entre os
teledsteos (Tyler & Sumpter, 1996). O desenvolvimento de um ovdcito em um
ovo maduro ¢ um processo complexo, modulado por diferentes fatores
ambientais e endocrinos (Coward & Bromage, 2000). As caracteristicas
morfologicas sdo importantes para o entendimento da dindmica da ovogénese,
incluindo a maturagdo ovocitaria final e ovulagdo (Tyler & Sumpter, 1996).

Ritmos circanuais endogenos de recrudescéncia e regressao dos ovarios
tém sido relatados para inumeras espécies de siluriformes (Nguenga et al., 2004)

Alguns destes experimentos tém demonstrado que fatores ambientais
como fotoperiodo, temperatura, pluviosidade e disponibilidade de alimento
exercem papel importante na regulagcdo de “ritmos internos” durante o periodo
reprodutivo (Nguenga et al., 2004). Esses fatores ambientais estimulam
receptores externos e, através deles, afetam o sistema nervoso central, o
hipotalamo, a hipofise e as gonadas (Sundararaj & Vasal, 1976).

Dois grandes eventos devem ser levados em consideragdo no
desenvolvimento ovariano. O primeiro refere-se ao aumento gradual do tamanho
e volume dos ovarios concomitantemente com a formagdo de granulos de vitelo,
que ocorre no periodo anterior a reprodugdo e depende da elevagdo da
temperatura (Richter et al., 1987). O segundo evento, que inclui maturagao,
ovulacao ¢ desova ocorre devido a uma combinagdo de fatores ambientais como
aumento no nivel da agua, ocasionado pelo aumento da pluviosidade e mudancas

na composicao quimica da agua (Bruton, 1979).
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O uso de dados sobre o didmetro ovocitario para se avaliar a maturidade
dos reprodutores foi descrita para peixes nativos brasileiros por Fenerich-Verani
et al. (1984) quando estudavam a espécie Prochilodus scrofa. Esta técnica ja foi
utilizada com sucesso para espécies do género Brycon, (Romagosa et al., 2001;
Andrade-Talmelli et al., 2002), mas trabalhos com pimelodideos sdo raros.

Devido a dificuldade em se estabelecer parametros consistentes para
determinacdo do estadio de maturagdo gonadal de fémeas de jat, Zungaro jahu,
o presente estudo objetiva padronizar o método de bidpsia ovariana (canulagio),
através da posicdo da vesicula germinativa dos ovocitos além de comparar os
periodos reprodutivos relacionando as variagdes de temperatura e pluviosidade,

dentro de cada um dos periodos, com o aumento no didmetro ovocitario.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado nos periodos reprodutivos de 2005-2006,
2006-2007 e 2007-2008, na Estacdo de Piscicultura de Volta Grande (CEMIG)
localizada no municipio de Conceicao das Alagoas, MG.

Para a avaliacdo, seis fémeas foram capturadas com auxilio de rede de
arrasto (Figura 1) e manipuladas dentro do préprio tanque para minimizar o
estresse do manejo. De cada fémea, foram coletadas amostras de ovdcitos intra-
ovaricos, com auxilio de canula plastica n°8 introduzida na papila urogenital

(Figura 2).
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FIGURA 1: Captura das fémeas FIGURA 2: Processo de canulagdo

A canula¢do ocorreu durante os meses de setembro, outubro e novembro
de cada um dos periodos reprodutivos estudados.

O grau de desenvolvimento ovariano foi verificado através da analise da
migracdo da vesicula germinativa (nucleo) e mensuracdo do didmetro dos
ovocitos.

Para analise da migragdo da vesicula germinativa uma amostra de
ovocitos, previamente canulada, foi fixada em solugao de Serra (60mL de alcool
90%; 30mL de formalina; 10mL de acido acético glacial) e imediatamente
analisada sob microscopio estereoscopio binocular (Olympus, modelo SZ-40).
Foram consideradas trés categorias de ovocitos: com niicleo em posicdo central,
com nucleo em posigdo periférica e com nucleo ndo-visivel.

Para determina¢do do didmetro ovocitario, uma amostra de ovdcitos,
previamente canulada, foi fixada em solugdo de Gilson (88mL de agua destilada,
10mL de alcool 60%, 1,8mL de acido acético glacial, 1,5mL de acido nitrico
80% e 2g de cloreto de mercurio sublimado), por 30 minutos, visando a
dissocia¢do completados ovdcitos. A amostra foi, entdo, levada ao microscopio
optico binocular, para medi¢do do diametro ovocitario, com auxilio de ocular

micrométrica milimetrada (10x) (10x — Imm = 0,157mm).
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Uma amostra de ovocitos foi fixada em solucdo de Karnovsky
modificada (2,5% de glutaradeido, 2% formaldeido em solugdo tampao fosfato
de sodio a 0,1 M e pH 7,4) por 24 horas, po6s fixada em tetréxido de 6smio por
01 hora, seguindo seqiiéncia de desidratagdo em acetona, secagem ao ponto
critico (CO, - Bal-Tec) e sputtering com ouro. Apds o processamento as
amostras foram analisadas em microscopio eletronico de verredura (MEV)
modelo LEO EVO 40 XVP, no laboratério de microscopia eletronica, do
departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras.

Os dados pluviométricos e de temperatura, dos meses do estudo, foram
obtidos junto a Estacdo de Piscicultura de Volta Grande.

Para avaliar quais parametros abidticos influenciaram o
desenvolvimento ovocitario realizou-se analise estatistica onde as médias dos
pardmetros avaliados (didmetro dos ovocitos, temperatura da agua e
pluviosidade) foram submetidas a regressdo, pelo sistema SISVAR (Ferreira,
2004) para determinar a dependéncia entre elas (P<0,10).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em 1973, Shehadeh et al. afirmaram que o conhecimento “a priori”
sobre o estagio de maturidade das fémeas era o fator mais importante a ser
considerado na padroniza¢ao da dosagem de agentes indutores e sugeriram que o
método da bidpsia ovariana, neste estudo denominado “canulagdo”, poderia ser
aplicado para espécies com desenvolvimento ovariano sincronico. No presente
estudo, a técnica da canulacdo apresentou resultados positivos para determinagao
do estagio de desenvolvimento gonadal de jai. Essa mesma técnica foi utilizada
por Romagosa et al.(2001) em estudos com Brycon cephalus, obtendo altas taxas
de fertilizacdo e eclosdo. Entretanto, Freire-Brasil (2001) utilizando cateter
uretral de maior calibre, causou ferimentos internos nas fémeas, o que diminuiu

a eficiéncia reprodutiva de P. scrofa.
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A analise do grau de desenvolvimento ovariano, através da migragdo da
vesicula germinativa, mostrou grandes diferengcas entre os periodos
experimentais amostrados e entre as fémeas estudadas, o que demonstra a
variagdo individual dos individuos, uma vez que encontravam-se sobre as
mesmas caracteristicas, tanto de recinto, qualidade de agua quanto alimentagao.
Os dados acerca da migracao da vesicula germinativa das fémeas de jaq,

Zungaro jahu, encontram-se na tabela 1.

Segundo Lam (1982), a vesicula germinativa no inicio da maturagio,
ocupa posicao central, deslocando-se para a periferia do ovocito no estadio final
da maturagdo, quando entdo a membrana se rompe ¢ o nicleo passa a ndo ser
visivel, estando o 6vulo pronto para ser fertilizado.

O sucesso da reprodugdo depende de um ajuste temporal que garanta
que a desova ocorra no melhor local e no momento exato, quando as condigdes
ambientais se apresentem as mais favoraveis para a sobrevivéncia dos
descendentes. Dessa forma, a sincronia entre os processos fisioldgicos de
matura¢ao gonadal com as condi¢gdes ambientais faz-se extremamente necessaria

(Zaniboni Filho & Weingartner, 2007).
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TABELA 1: Posicdo da vesicula germinativa, por fémea de jat, Z. jahu, por periodo experimental, em percentual

Posigdo da vesicula germinativa por periodo experimental

Fémeas M. PI (g) 2005-2006 2006-2007 2007-2008
PE CE NI PE CE NI PE CE NI
Fémeal 884 16500 4,76 71,42 23,80 0,00 0,00 100,00 55,56 33,33 11,10
Fémea2 885 17500 0,00 70,00 30,00 0,00 0,00 100,00 41,67 25,00 33,33
Fémea3 882 15000 0,00 83,33 16,66 5,90 94,1 0,00 0,00 0,00 100,00
Fémea 4 888 10000 5,55 83,33 11,11 41,70 25,00 33,30 42,86 28,57 28,57
Fémea 5 881 13000 13,51 81,08 5,40 81,80 9,10 9,10 68,75 25,00 6,25
Fémea 6 886 15000 0,00 100,00 0,00 69,30 23,00 7,70 0,00 0,00 100,00

M = marca; PI = peso inicial; para posigdes: PE = periférica, CE = central, NI = ndo identificada.



No periodo reprodutivo 2005-2006, 100% das fémeas analisadas
apresentaram maior percentual de ovocitos com vesicula germinativa central,
demonstrando que neste periodo experimental, as fémeas ndo encontraram, em
cativeiro, estimulos suficientes para maturagdo ovocitaria. Estudos como o de
Carolsfeld (1989), que afirmou que apesar da diversidade de procedimentos
recomendados para garantir a selecdo adequada dos reprodutores, existem as
diferencas que sao observadas entre individuos ou situagdes, talvez afetados pela
temperatura, estresse ou outro fator ambiental, ou ainda, algum fator do processo
de maturacdo gonadal ainda ndo determinado, reforcam os resultados do
presente estudo para o primeiro periodo experimental avaliado.

Nos dois ultimos periodos experimentais, 2006-2007 e 2007-2008,
notou-se aumento no nimero de f€émeas bem como no percentual de vesiculas
germinativas em posicdo periférica, demonstrando que diferencas de fatores
ambientais entre os periodos estudados podem ter influenciado no estagio de
maturacdo gonadal fazendo com que estas fémeas atingissem o estagio inicial de
vitelogénese. No presente estudo, os resultados encontrados no periodo
experimental 2006-2007 reafirmam os achados de Harvey & Carolsfeld (1993),
que descreveram que em uma determinada época do ano, em resposta a
estimulos ambientais, ocorrem descargas periddicas de gonadotropina que
induzem o inicio da vitelogé€nese e, para que haja a reproducdo, o processo de
vitelogénese deve ser continuado através da aplicacdo de hormonios.

Diferencas entre o desenvolvimento ovocitario de jau, Z. jahu, foram
também observadas através de microscopia eletronica de varredura (MEV), na
qual se pode evidenciar a presenca de estruturas encontradas nas génadas de
praticamente todas as espécies de peixes.

Na maioria das espécies, os ovarios sdao oOrgdos pares, alongados,

orientados longitudinalmente na cavidade celomatica. Sdo recobertos por uma
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tinica conjuntiva, 0 mesovario, aderido ao revestimento da cavidade celomatica,
na bexiga natatdria. A parte posterior de cada ovario prolonga-se em ovidutos
que se encontram na papila urogenital.

Os ovarios sdo compartimentalizados por numerosos septos formados
por dobras do eptélio germinativo, as lamelas ovuligeras, que se projetam no
[imen ovariano. Essas lamelas contém ovogonias e ovocitos em estigios iniciais
de desenvolvimento (Grier, 2000; Jalabert, 2005). No presente estudo, os ovarios
demonstraram as mesmas caracteristicas descritas anteriormente, sendo possivel
observar a tinica conjuntiva (Figura 3A), as lamelas ovuligeras (Figura 3C, E,
G) e ovocitos de diferentes tamanhos e estagios de desenvolvimento (Figura 3B,

F,G, e H).
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FIGURA 3: A — thnica conjuntiva; B, D, F, H — ovocitos em diferentes estagios de
maturagdo gonadal, C, E, G — lamelas ovuligeras com ovocitos de diferentes tamanhos.
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Numa determinada época do ano, em resposta a estimulos ambientais,
ocorrem periodicas descargas de gonadotropina na corrente sangiiinea que
induzem o inicio da vitelogénese (Zaniboni Filho & Weingartner, 2007).

Depois de concluida a vitelogénese, a atividade ovariana se torna mais
reduzida, fase conhecida como “periodo de dorméncia”. Durante o “periodo de
dorméncia”, quando as condi¢des ambientais sdo propicias, tem inicio a etapa
final de maturacdo gonadal. A fase final de maturacdo dos ovocitos ¢
caracterizada pela migracdo da vesicula germinativa (nucleo) para a periferia
celular e a sua posterior desintegracdo, dando origem a micrépila, quando os
ovocitos estdo prontos para serem eliminados do envelope folicular (Vazzoler,
1996).

Nos peixes, o aparelho micropilar permite o acesso do espermatozoide
diretamente a membrana ovocitaria, sem reagdo acrossémica, como ocorre na
maioria dos vertebrados (Redding & Patino, 1993).

A micropila dos ovocitos de jau, (Figura 4E, G) apresenta-se como na
maioria dos teledsteos, em forma de funil, sendo constituida de vestibulo e de
canal micropilar na maioria dos peixes teledsteos (Rizzo & Godinho, 2003).

Em contato com a agua o o6vulo sofre processo de hidratacdo e a
micropila se fecha gradativamente, em aproximadamente um minuto ja ¢
inviavel a fecundacdo, ndo apenas devido ao fechamento da micropila, mas
também porque os espermatozoides ativados inicialmente pelo contato com a
agua tem tempo de vida e motilidade aproximadamente igual (Andrade & Yasui,

2003).

102



FIGURA 4: A — Vista em menor aumento dos ovocitos de jal; B- medidas do diametro
de ovdcito vitelogénico, maduro, pronto para a fertilizacdo; C, D — Duas vistas de
ovocitos vitelogénicos; E, G — aparelho micropilar (V = vesticulo, seta = canal
micropilar); F = Envelope ovocitario rompido expondo os granulos de vitelo (*); H-
espermatozoide se deslocando até a micropila (seta)
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Os resultados sobre a influéncia dos periodos reprodutivos, através da
variagdo da temperatura da agua e pluviosidade, sobre o didmetro ovocitario

estdo descritos na Tabela 2 e Figura 5

TABELA 2: Influéncia dos periodos reprodutivos sobre o didmetro ovocitario
de fémeas de jau, Zungaro jahu, quando analisados os parametros temperatura
da agua e pluviosidade

PERIODO REPRODUTIVO DIAMETRO OVOCITARIO (mm)

2005-2006 1,226 a
2006-2007 0,702 b
2007-2008 0,918 b

P= 0,0081

Meédias seguidas de diferentes letras diferem pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05)
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FIGURA 5: Influéncia dos periodos reprodutivos sobre o didmetro ovocitario de
fémeas de jau, Zungaro jahu, quando analisados os pardmetros temperatura da
agua e pluviosidade.
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Os processos reprodutivos em peixes sdo controlados por fatores
endogenos ou hormonais e fatores exdgenos ou ambientais, como temperatura,
precipitagdo pluviométrica, fotoperiodo e disponibilidade de alimento. Segundo
Isaac-Nahum & Vazzoler (1983), esses fatores ambientais podem ter efeito
sobre a fisiologia do ciclo reprodutivo, determinando o periodo de maturagio e
de desova.

No presente estudo, comprovou-se a influéncia da tanto da temperatura
quanto da pluviosidade sobre o desenvolvimento ovocitario. Diversos trabalhos
destacam a influéncia de fatores ambientais sobre a maturagdo gonadal
(Godinho, 1984, Godinho & Godinho, 2003, Bazzoli, 2003). Nguenga et al.
(2004) descrevem duas fases para o desenvolvimento ovocitario, sendo a
primeira delas, altamente dependente do aumento da temperatura. Jalabert
(2005) afirma que a temperatura tem uma fun¢do importante na modulacdo de
processos fisioldgicos e na regulagdo enddcrina. Afirma ainda que, em alguns
casos, a temperatura pode atuar como maior ou menor fator limitante durante

certos estagios da gametogénese.

CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que o desenvolvimento ovariano
do jat, assim como para outras espécies migradoras, ¢ do tipo sincronico.
Ovdécitos em diferentes estagios de maturagdo sdo encontrados nos ovarios
durante todo o periodo reprodutivo. O aumento do didmetro ovocitario ¢

altamente dependente da pluviosidade e da temperatura da agua.
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