INFLUENCIA DA ADICAO DE IODETO DE POTASSIO E
CITRATO DE SODIO NA QUALIDADE DO SEMEN DE
PACU (Piaractus mesopotamicus — Holmber g, 1887)

The effects of potassium iodide and sodium citrate on semen
quality of pacu (Piaractus mesopotamicus)

Alexandre Nizio Maria®, Luis David SolisMurgas?, Mércia Oliveira Barbosa Silva®,
Alécio B. Miliorini*, Renan T. Franciscatto®, Priscila Vieira Rosa L ogato®

RESUMO

Atualmente, tem-se dado maior atencéo ao desenvolvimento de tecnologias para estocagem de sémen de peixes em
curto prazo, por dias ou semanas, utilizando diluentes de sémen que ndo ativem a motilidade espermética. Essa técnica é indi-
cada em piscicultura para facilitar a reproducdo artificial ou aumentar sua eficiéncia. Conduziu-se este trabalho com o objetivo
de verificar o efeito do diluidor BTS (Beltsville Thawing Solution — MINITUB®) na qualidade do sémen de pacu, ap6s a coleta,
enriquecido com iodeto de potassio e com citrato de sodio. Foram utilizados sei's reprodutores de pacu (Piaractus mesopotami-
cus) submetidos a indugdo hormonal e liberagdo dos gametas, manualmente. O sémen coletado de cada macho foi dividido em
trés fragles, as quais receberam diluigdo (1:3) com o diluidor 1 (BTS 5% + iodeto de potéssio 0,16%), diluidor 2 (BTS 5% +
citrato de sddio 1,28%) e uma fragdo ndo diluida (controle). A ativagdo espermética foi realizada com agua destilada, e, a se-
guir, foram avaliadas as taxas e duragdo da motilidade espermética, cujos valores médios respectivos foram de 95,00 + 3,16% e
486,83 + 314,55 segundos para 0 sémen in natura, 80,00 + 9,49% e 221,50 + 207,89 segundos para o sémen com o diluidor 1 e
80,00 + 11,40% e 320,66 + 181,14 segundos para o sémen no diluidor 2. Em seguida, foram coletadas amostras para a avalia-
¢80 da concentracdo espermética, que obteve um valor médio de 13,89 + 1,26 x 10%/mL. Pelas anélises estatisticas, verificou-se
que ndo houve diferenca significativa na duragdo da motilidade (P>0,05) entre o sémen “in natura’ e os diluidores 1 € 2. A mo-
tilidade espermética foi estatisticamente melhor (P<0,05) no sémen in natura, quando comparada com os diluidores 1 e 2. N&o houve
diferenca entre os dois diluidores para esse parametro. Conclui-se, assm, que os diluidores reduziram a motilidade espermética, sem
entretanto, afetar a duragdo da motilidade, podendo ser utilizado na conservagdo do sémen dessa espécie, desde que sua osmolaridade
sgjaaumentada. Ha necessidade de mais pesquisas para se avaliar a eficiéncia desses diluidores varias horas gpds resfriamento.

Termos para indexagdo: Diluentes, motilidade espermatica, reproducdo.

ABSTRACT

Currently, it has been given a specid attention to developing technologies for short-term storage of fish semen, for afew days
to weeks, using extenders of semen that do not activate the sperm moetility. The short-term storage technique is indicated for fish culture
to facilitate the artificid reproduction and to increase its efficiency. The objective of this study was to verify the effect of BTS
(Bdltsville Thawing Solution - MINITUB®) as an extender for pacu (Piaractus mesopotamicus) semen. Semen of each of the six males
(previoudly treated with carp pituitary extract) was divided into three fractions: one fraction was kept in natura and the other two
fractions were diluited (1:3) with either extender 1 (BTS 5% + potassum iodide 0,16%) or extender 2 (BTS 5% + sodium citrate
1,28%). The sperm moetility was induced with digtilled water, and the percentage and duration of sperm moatility was scored. The
percentage of moving sperm cell was significantly higher (P<0,05) in semen in natura (95,00 + 3,16%) compared with semen diluted in
extender 1 (80,00 + 9,49%) or 2 (80,00 + 11,40%). On the other hand, the duration of sperm matility was not affected by any extender
(P>0,05) and ranged from 221,50 + 207,89 seconds (semen diluted in extender 1) to 486,83 + 314,55 seconds (semen in natura). After
that samples for the evaluation of the sperm concentration were collected, with an average value of about 13,89 + 1,26 x 10%mL. One
can conclude, that BTS may be used to preserve pacu semen, as long as the sdts used may be added on a higher concentration, in order
to increase the BTS solution osmolarity. It is also suggested that other salts should be tested.

Index terms: Extenders, sperm motility, reproduction.
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INTRODUCAO

O pacu (Piaractus mesopotamicus) € um peixe
de grande porte que vem sendo utilizado nas piscicultu-
ras e nos repovoamentos de reservatdrios. A criagdo
dessa espécie tem sido incentivada em razdo do seu
bom valor comercial e da grande aceitagdo no mercado
nacional (VAZ et al., 2000), juntamente com a questéo
ambiental, visando areducdo de impactos gerados pelo
represamento dos rios.

Os peixes de piracema, que constituem parte
significativa das espécies comerciais bradleiras, ndo se
adaptam ao regime de &guas |énticas dos reservatorios.
Essas espécies de peixes necessitam da dindmica da
correnteza fluvia para o desenvolvimento ciclico de
seus 6rgdos sexuais, maturagdo dos gametas e estimulo
para areproducéo (GODOQY, 1975).

Em cativeiro, embora essa espécie se adapte com
grande facilidade, ndo se reproduz, a menos que sga
submetida aindu¢do hormonal. Sob essas condicdes, o
periodo reprodutivo ocorre do final de novembro até o
inicio de janeiro (ROMAGOSA et al., 1998).

Poucos trabalhos tém obtido sucesso na conser-
vagdo da qualidade do sémen de pacu em curto prazo,
utilizando a reducéo da temperatura. Essa técnica é re-
lativamente simples, ndo requerendo equipamentos so-
fisticados e pode levar beneficios técnicos e econdmicos
as estagbes de piscicultura (HARVEY e KELLEY,
1988). Segundo Frandscatto et a. (2002), a conserva-
¢do seminal em curto periodo de tempo permite que o
sémen esteja apto para a fecundacdo de ovécitos sem a
presenca do macho, melhorando a eficiéncia das repro-
ducbes em cativeiro.

Os espermatozoides dos peixes sd0 imoveis nas
gbnadas e somente apresentam motilidade quando do
contato com a agua ou outro meio suficientemente hi-
posmético. Portanto, na preservagdo espermética, é ne-
cessario primar por um meio de osmolaridade capaz de
assegurar a imobilidade das células esperméticas, afim
de se resguardarem as reservas enérgicas, principal-
mente. Ihering e Azevedo (1935) mostraram que em
peixes neotropicais a redugdo da osmolaridade do meio
diluente é acompanhada pela iniciagdo da motilidade
espermatica.

Grandes esforgos foram feitos para desenvolver
diluentes complexos que imitassem a composicdo do
plasma seminal. Todavia, as Unicas condi¢des exigidas
de um diluente s@o que ele sgja carreador de crioprote-
tores e que ndo ative a motilidade espermética
(HARVEY e CAROSFELD, 1993).

Cada espécie requer seu proprio diluente (OTT e
HORTON, 1971), embora aguns diluentes desenvolvi-
dos para espécies em particular possam ser usados com
sucesso em outras espécies (LEGENDRE e BILLARD,
1980). O diluidor BTS (Beltsville Thawing Solution —
MINITUB®) tem sido muito utilizado na rotina de res-
friamento do sémen suino. Contudo, bons resultados
sd0 encontrados com sémen de algumas espécies de
peixes (MILIORINI et da., 2002; MURGAS et 4.,
2002; FRANCISCATTO et a., 2002). Sendo assim, ob-
jetivou-se adicionar ao diluidor BTS alguns solutos, tais
que, aém de fornecerem osmolaridade ideal para a
conservacdo dos espermatozéides imoveis, pudessem
contribuir para a integridade da célula espermética, ve-
rificando sua influencia na taxa e duragdo da motilida-
de espermética no sémen de pacu, imediatamente apds
suacoleta.

MATERIAL E METODOS

O presente experimento foi realizado durante a
piracema do ano 2001/2002, conduzido inicialmente na
Estac&o de Piscicultura da Usina Hidrelétrica da Com-
panhia Energética de Minas Gerais (CEMIG), em ltu-
tinga, MG, onde se efetuaram a coleta e a avaliagdo do
sémen. A concentragdo espermatica foi realizada no
Laboratdrio de Fisiologia e Farmacologia do Departa-
mento de Medicina Veterindria da Universidade Federal
deLavras (UFLA), Lavras, MG.

Foram utilizados seis reprodutores de pacu
(Piaractus mesopotamicus) provenientes dos tanques de
criagdo da estacdo de piscicultura, que apresentaram
um peso corporal médio de 3,6 + 0,19 kg, submetidos a
tratamento hormonal com extrato bruto de hipdfise de
carpa (EBHC), nas dosagens de 0,3 e 3,0 mg de
EBHC/kg de peso corporal (prévia e efetiva, respecti-
vamente), segundo a rotina utilizada na estagdo. Apds
24 horas da gplicacdo da dosagem de EBHC €efetiva, uitili-
zando um puga, retirou-se do tanque de tratamento um
macho de cada vez. Paraimobilizacdo do animal, utilizou-
se toalha umedecida, sendo a regido circunvizinha ao poro
urogenital seca e limpa, afim de se prevenir uma ativagéo
e/ou contaminagdo das amostras por fezes ou urina.

O critério de selecdo dos reprodutores baseou-se
no rubor apresentado pela papila urogenita e na libera-
¢80 de sémen, mediante leve pressdo, no sentido cr&
nio-caudal, aplicada aparede celomatica. Foram obser-
vadas inicialmente a coloragdo e a viscosidade do s&-
men coletado, para se evitar o uso de amostras eventu-
almente contaminadas por urina, fezes, sangue ou agua.
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O sémen foi recolhido em tubos de ensaio gra-
duados e as amostras foram divididas em trés fragbes
de mesmo volume. Duas fragGes receberam diluigdo na
proporcdo de 1:3 (sémen:diluidor) e uma fragdo néo foi
diluida (controle). O diluidor testado foi o BTS 5%
(Beltsville Thawing Solution — MINITUB®) enri-
guecido com iodeto de potassio 0,16% (diluidor 1) e
0 BTS 5% enriquecido com citrato de sodio 1,28 %
(diluidor 2).

Na tabela 1 encontrase a composi¢do do dilui-
dor BTS contida em 100 gramas do produto.

TABELA 1 — Composi¢do em 100 gramas de BTS -
MINITUB®.

GlICOSE ...oocveeee e 78,40 g
Citrato de sodio.........cooeeeeveeeecvereenne, 12,71 ¢g
EDTA o 2,65¢g
Bicabornato de sodio .........ccceeeeenee. 2,659
Cloreto de potassio .........c.ceveereenennen. 1599

Sulfato de neomicina........c..cooeeevvveen...

As determinagfes da taxa de motilidade e
duragdo da motilidade foram feitas em microscopio
Optico apo6s gotejamento de cerca de 2 UL de sémen
sobre uma |amina de vidro previamente focalizada
em 100 X. A caracterizac8o da motilidade esperma-
tica foi baseada na taxa de espermatozoides moéveis,
utilizando uma escala arbitréria de 0 a 100%, esti-
mada por um Unico observador. O sémen in natura e
o diluido foram ativados com &gua destilada. A par-
tir desse momento, o crondmetro foi ativado para
registrar a duragéo da motilidade do espermatozéide
até atingir a taxa de 10% de motilidade (MILIORINI
et al., 2002; MURGAS et a., 2002).

A concentracdo espermatica foi estimada com o
auxilio de uma camara hematimétrica. Um volume de
0,001 mL de sémen foi diluido em 1 mL de solugéo de
formol citrato (citrato de sédio 2,9 gramas, agua desti-
lada 100 mL, solugdo comercial formaldeido 35%).
Uma aliquota dessa solucdo foi retirada e colocada na
cémara hematimétrica, onde o ndmero de espermato-
z6ides por mL foi obtido (MILIORINI et a., 2002;
MURGAS et dl., 2002).

Utilizou-se um delineamento em blocos ao
acaso, com seis blocos (um animal por bloco). Osre-
sultados foram submetidos a andlise estatistica pelo
Sistema de Andlise de Varidncia (FERREIRA,
1999), sendo as médias de motilidade e duracéo da

motilidade comparadas pelo teste de Scheffé a 5% de
probabilidade.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A concentracdo espermética observada no $£men
de pacu foi de 13,89 1,26 x 10° espermatozdides/mL .
Esses resultados diferem dos obtidos para a mesma es-
pécie, tanto por Silveira et al. (1990), com médias de
concentracdo de 28,07 + 8,2 x 10° espermatozdides/mL
quanto por Miliorini et a. (2002), cuja média foi de
18,62 + 3,31 x 10° espermatozéides/mL . Essa varia-
¢do dos resultados pode estar relacionada com a
época do ciclo reprodutivo na qual a coleta do sémen
foi realizada.

Os valores médios da taxa de motilidade esper-
mética e sua duragdo para 0 sémen in natura foram de
95,00 + 3,16% e 486,83 + 314,55 segundos. Miliorini
et a. (2002), trabalhando com a mesma espécie, obser-
varam valores de 99,16 + 0,83% de motilidade esper-
maética com média de 62,50 + 3,48 segundos de dura
¢80 para 0 sémen in natura.

Apos adiluicdo do sémen com os diluidores 1
e 2, a taxa de motilidade espermatica reduziu-se
significativamente (P<0,05) a 80,00 + 9,49% com o
diluidor 1 e a 80,00 £ 11,40% com o diluidor 2.
Miliorini et a. (2002), gpds testarem uma solugdo diluido-
ra de sémen contendo BTS, cloreto de potassio e o crio-
protetor dimetilsulféxido, constataram que a média da
taxa de motilidade espermética reduziu-se a 90 *
1,07%, imediatamente apds sua dilui¢do. Os dois dilui-
dores nesse parametro apresentaram valores semelhan-
tes, com 80,00% de média de motilidade (Tabela 2).

A varidvel duragdo da motilidade espermética
ndo apresentou diferenca significativa entre o sémen in
natura e o diluido em meio BTS 5% enriquecido
(P>0,05).

Na Tabela 2, estdo apresentadas as taxas e a
duracé@o da motilidade espermatica média das amos-
tras de sémen in natura e diluido em meio BTS en-
riguecido.

Com os resultados encontrados, conclui-se
gue os diluidores reduziram a motilidade espermati-
ca sem afetar significativamente a duragéo da moti-
lidade. O diluidor BTS apresenta um potencial de
utilizacdo na conservagdo do sémen dessa espécie,
desde gque sua osmolaridade seja aumentada. No en-
tanto, necessita-se de mais pesquisas para se avaliar
a eficiéncia desses diluidores varias horas apds o
resfriamento.
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TABELA 2 — Taxa e duragdo da motilidade espermati-
ca do sémen de pacu in natura e diluido em meio BTS
5% enriquecido com iodeto de potéssio e citrato de -
dio (Média+ D.P.).

R Diluidor BTS
Par &metros _Semen lodetode  Citrato de
in natura ) )
potassio sodio

Motilidade 95,00 + 80,00 + 80,00 +
(%) 3,16a 9,49 b 11,40 b
Duragdo da 486,83 + 221,50 + 320,66 +
motilidade 314,55 a 207,89 a 181,14 a
(segundos)

M édias seguidas da mesma letra nas linhas néo dife-
renciam entre s pelo teste Scheffé (P>0,05).
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