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RESUMO: Este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito do horario de aplicagdo da
gonadotrofina corionica humana (hCG), sobre os parametros reprodutivos de 40 machos
das variedades de tilapias do Nilo GIFT e UFLA. O experimento foi conduzido no
Laboratério de Recirculagdo de Agua da Estacdo de Piscicultura, do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Lavras - MG. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x4 (duas variedades e quatro horarios de
aplicacdo do hCG) com cinco repetigdes. Foram utilizados 20 machos da variedade GIFT e
20 machos da variedade UFLA, microchipados e alojados em um sistema de recirculagao
de dgua. Os horarios foram 6, 12, 18 e 24 horas. A dosagem de hCG foi realizada em
dose tnica. Foram analisadas as variaveis: taxa e duragdo da motilidade espermatica,
morfologia espermadtica, volume de sémen e a concentracdo de espermatozoides do
sémen. Os dados obtidos foram submetidos a andlise da varidncia e as médias foram
comparadas pelo teste SNK a 5% de significancia. O horério de aplicagdo e a variedade
utilizada nao influenciaram as varidveis analisadas, porém a variedade UFLA apresentou
um maior nimero de animais que espermiaram. A concentragdo apresentou uma media
de 5,73 x 10° espermatozoide/ mL para a variedade UFLA e 4,71 x 10° espermatozoide/
mL para a variedade GIFT. O volume de sémen encontrado para a GIFT foi de 0,9 mL
enquanto para a UFLA foi de 0,6 mL. A motilidade espermatica encontrada foi de 96,5%
com duracao de 4,33 minutos para a variedade UFLA e 88,4% com duragao de 4,8 minutos
para variedade GIFT. A quantidade de células espermaticas normais apresentou uma
média de 86,35% para a variedade UFLA e 86,46% para a variedade GIFT. A indugdo
com hCG em diferentes horarios de aplicagdo ndo apresentou diferenca significativa
sobre os parametros de qualidade espermatica dos machos de tilapia.
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EFFECT OF HCG APPLICATION IN MALES FROM DIFFERENT VARIETIES OF NILE TILAPIA
OREOCHROMIS NILOTICUS

ABSTRACT: This study evaluated the effect of time of application of human chorionic
gonadotropin (hCG) on the reproductive performance of 40 males of of Nile tilapia males
from varieties GIFT and UFLA. The experiment was conducted at the Water Recirculation
Laboratory of the Fish Farm Station, Department of Animal Science, Federal University
of Lavras - MG. The experiment was completely randomized design, in a 2 x 4 factorial
scheme (two varieties and four hCG application periods) with five replicates. Twenty

DOI:https://doi.org/10.17523/bia.v75n1pl Bol. Ind. Anim., Nova Odessa,v.75, n.1, p.1-8, 2018 1


https://doi.org/10.17523/bia.v74n3p300

SOUZA U.N.etal.

males of the GIFT variety and 20 males of the UFLA variety, with microchips, were housed
in a water recirculation system. The application periods were at 6 a.m. 12 a.m., 6 p.m. and 12 p.m..
The hCG dosage was performed in a single dose. The following variables were analyzed: sperm
motility rate and duration, sperm morphology, semen volume and semen sperm concentration.
The obtained data were submitted to variance analyses and the averages were compared by the
SNK test at 5% of significance. The period of application and the variety used did not influence the
analyzed variables, however the UFLA variety showed a larger number of animals that spermized.
The concentration presented an average of 5.73 x 10° sperm/mL for the UFLA variety and 4.71
x 10° sperm/mL for the GIFT variety. The volume of semen found for GIFT was 0.9 mL whereas
for UFLA it was 0.6 mL. The sperm motility was 96.5% with a duration of 4.33 minutes for the
UFLA variety and 88.4% with a duration of 4.8 minutes for the GIFT variety. The number of
normal sperm cells presented an average of 86.35% for the UFLA variety and 86.46% for the
GIFT variety. Induction with hCG at different periods of application did not present significant
difference on the sperm quality parameters of tilapia males.

Key words: sperm, spermiation, GIFT, hormonal induce, UFLA.

INTRODUCAO

As pesquisas com o método de inducdo
hormonal, apesar de escassas, pode-se observar
que quando aplicada em conjunto com o
fotoperiodo e temperatura, proporciona obter
resultados satisfatérios no amadurecimento
gonadal de algumas espécies de peixes fora
do periodo reprodutivo (SLATER et al. 1995).
Souza et al. (2016) testaram a aplicacdo do
hormoénio gonadotrofina coriénica humana
(hCG) em fémeas de duas variedades de
tilapias, a GIFT e UFLA, em diferentes tempos
de aplicacdo. Eles observaram que a inducao
hormonal com hCG foi influenciada pela
variedade e pelo hordrio de aplicagdo. Porém,
estes fatores ainda ndo foram verificados para
as caracteristicas reprodutivas de machos de
tilapias.

Reprodutores de diversas espécies criados
em cativeiro apresentam  espermiacao
espontdnea, mas o volume e a qualidade do
sémen podem ser aumentados com a utilizacdo
de hormonios apropriados (DONALDSON E
HUNTER, 1983). A inducao hormonal é muito
importante no aspecto fisiolégico do animal
desencadeando uma série de processos vitais
aos peixes durante a reproducdo (YARON et
al. 1980, HANSEN et al. 2001).

Segundo AmaNO et al. (2004), o fotoperiodo
é responsavel pelo desenvolvimento gonadal,
exercendo uma agao direta no eixo hipotalamo-
hipéfise-gonadas dos peixes teledsteos ao
estimular ou inibir a produgdo de hormoénio
liberador de gonadotrofina (GnRH), de
hormonios hipofisarios (FSH e LH) e outros
hormonios que modulam a reproducgao e a

maturagdo dos gametas. As gonadotrofinas
regulamamaturacdodos gametas, estimulando
as gonadas a sintetizar hormonios esterdides.
Ao longo do processo de desenvolvimento
gonadal, diferentes esteréides  sexuais
apresentam importancia em cada fase, sendo

que as gonadotrofinas influenciam em suas
produgdes (HARVEY e CAROLSFELD, 1993).

Um dos principais aspectos para a
intensificagdlo = da  producdo  piscicola,
acompanhada da sustentabilidade tanto

econdmica como ambiental é a utilizacdo da
propagacao artificial ou reproducdo induzida
(ROMAGOSA, 2006). Devem-se utilizar
gametas de qualidade promovendo méxima
fertilizacdo e subsequente desenvolvimento
normal do embrido (BOBE e LABBE, 2010,
ROMAGOSA et al. 2010).

Para se determinar a viabilidade espermatica
alguns parametros sdao utilizados, como:
motilidade, sobrevivéncia, anormalidades
morfolégicas e composi¢do bioquimica do
plasma seminal e podem se correlacionar com
as taxas de fertilizacdo, metodologia utilizada
por SORensEN (1979), adaptada para peixes.

Este trabalho teve como objetivo avaliar
o efeito do horédrio de aplicagdo hormonal
utilizando hCG, sobre o0s parametros
reprodutivos de machos das variedades de
tildpias do Nilo GIFT e UFLA.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério
de Recirculagio de Agua da Estagdo de
Piscicultura, do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Lavras - MG, Brasil,
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durante os meses de julho e agosto de 2014.
Todos os animais foram oriundos dessa Estacdo
de Piscicultura, sendo 40 machos de tildpias
niléticas O. niloticus, dos quais, 20 reprodutores
foram da variedade GIFT e os 20 restantes da
variedade UFLA, com idade média de 02 e 04
anos respectivamente, peso e comprimento
total médio de 1,09 £ 0,19 kg e 29,643 + 2,14 cm)
(Autorizagao Protocolo n° 016/13). Os machos
aptos a receberem a inducao hormonal foram
selecionados de acordo com as caracteristicas
reprodutivas citadas por PauLino et al. (2016),
onde ocorre a liberacdo de sémen sob leve
massagem abdominal.

Foi realizada a identificacio do animal
através da leitura do microchip, localizado
proximo a nadadeira dorsal esquerda. Foram
pesados e medidos o seu comprimento total e
estes dados foram transportados para fichas e
0s animais acondicionados no Laboratério.

Foram mantidos na proporcao de 05 animais/
caixa, separados de acordo com as variedades,
e cada caixa representando um momento de
aplicacao hormonal. Sendo utilizadas 08 caixas
de polietileno com capacidade individual de
500 litros d’agua, com fluxo de 4gua e aeragao
continua e temperatura da dgua mantida em
27,7 + 0,1°C, niveis de oxigénio dissolvido
6,6 £1,0 mg.LYe pH 6,7 £ 0,1. Durante este
periodo foram submetidas a um fotoperiodo
de 12:12 horas de luz: escuro (L:E). Os animais
receberam ragdo comercial extrusada contendo
36% de proteina bruta em pellets de dois
milimetros de didmetro, fornecida uma vez
ao dia “ad libitum”. Entretanto, antes do inicio
da inducdo permaneceram em jejum por um
periodo de 24 horas.

Os reprodutores, apdés o jejum, foram
induzidos artificialmente por via intramuscular
com gonadotrofina coridénica humana (hCG),
marca comercial CHORULON 5000 UI
(Laboratério Intervet Shering-Plough Animal
Health) aplicado na base da nadadeira dorsal
uma dose total de 05 UI por grama de peso de
peixe. De acordo com a metodologia utilizada
para indugao de fémeas de tilapia descrita por
VALENTIN (2007) e Souza et al. (2016)

Os machos de cada caixa foram induzidos
com dose tunica, conforme os horarios
previamente determinados, sendo: A- 6h; B-
12h; C-18h, e D- 24h.

Para a colheita do sémen, o animal foi
retirado da caixa d’dgua e envolvido por uma

toalha tmida. Logo a seguir, a regido genital
e a nadadeira anal, foram enxutas com papel
toalha para a execucao do processo de retirada
do sémen, realizado comprimindo-se a regido
abdominal do animal no sentido antero-
posterior, sendo o sémen recolhido em seringas
de 1 mL (BILLARD et al. 1995).

Em seguida as seguintes caracteristicas
foram avaliadas do sémen: volume total
(mL), concentracao (n° de espermatozoides/
mL), taxa (%) e duragdo (s) da motilidade e
morfologia espermatica.

A taxa e duragdo da motilidade espermatica
foram verificadas em uma aliquota de 10 pL
de sémen em lamina histolégica, previamente
ativado com dgua na proporcao de 1:4 (sémen:
agua) visualizados em microscépio no
aumento de 400 x. A duracido da motilidade foi
registrada desde a ativacao até que somente 10
% dos espermatozoides se encontrassem ativos
(FeLizarpo et al. 2010, Muraas et al. 2007).

Para a andlise morfolégica  dos
espermatozoides, utilizou-se uma aliquota
do sémen, diluido em formol citrato para
verificacgio da concentracdo. O sémen foi
depositado sobre uma lamina e corado com o
corante Rosa Bengala. As ldminas observadas
em microscopio (1000 x). Analisados 100
espermatozoides de cada amostra e registrados
a porcentagem de espermatozoides normal e
anormal, considerando as anormalidades de
cabeca (isolada, hipercefalia e hipocefalia),
da peca intermedidria e da cauda (curta/
quebrada, enrolada e isolada). Recomendado
por (STREIT JUNIOR et al. 2004).

Para avaliagdo da concentragdo espermatica,
o sémen in natura foi diluido em solucédo de
formaldeido na proporcao de 1:1000 (sémen:
solucdo). A avaliagdo foi realizada em camara
de Neubauer em microscépio 6ptico. E a

concentracdo espermadtica estimada pela
férmula: (CBRA 1998).

CE = N x FC; em que:

CE é a concentragdo espermatica

(espermatozoides por mm’);

N é o numero de células contadas na cAmara
de Neubauer.

O fator de corregao (FC) é dado por:

FC = (q x fd)/d; em que:

g =5, e representa a razao entre o namero total
de quadriculos da cAmara de Neubauer (25) e o
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namero de quadriculos contados (5);

fd é o fator de diluicdo da aliquota de sémen
(=10%;

d é a profundidade entre a laminula e a cAmara
de Neubauer (= 0,1 mm).

O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado em esquema fatorial
2 x 4, onde foram testados duas variedades
de tildpias e quatro horarios de aplicacdo do
hCG com cinco repeticdes. Assim, os dados
obtidos das variaveis reprodutivas dos machos
foram previamente testados quanto as pré-
suposigdes e submetidos a analise de variancia
e as médias foram comparadas pelo teste SNK
a 5% de significancia, considerando um modelo
estatistico hierdrquico, em que os horarios
de aplicagdo de hormonios foram aninhados
as variedades estudadas. As andlises foram
realizadas utilizando o software “R” para
Windows na versao 2.13.2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos cinco peixes induzidos para cada
horario de inducdo hormonal, na variedade
UFLA, 100% espermiou no grupo 6 e 12 horas;
e 50% e 67% espermiaram no grupo 18 e 24
horas respectivamente. Ja para a linhagem
GIFT estes valores foram de 67% e 50% para os
grupos de inducao 6 e 12 e 17% e 100% para os
grupos 18 e 24 horas.

A indugdo hormonal aplicada as 18 horas,
independente da variedade, proporcionou o
menor nimero de animais que espermiaram
(Figura 1).

Os dados reprodutivos dos machos
encontram-se descritos na tabela 1, ndo houve

Figura 1. Percentagem (%) de tilapias induzidas
que espermiaram.
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diferenca significativa entre os horérios de
aplicagdo e para as variedades utilizadas. A
concentracdo espermadtica apresentou uma
media de 5,73 x 10° espermatozoide/mL para a
variedade UFLA e 4,71 x 10° espermatozoide/
mL para a variedade GIFT (Tabela 1). O
volume apresentou uma média de 0,9 mL para
a variedade GIFT enquanto para a UFLA foi
de 0,6 mL (Tabela 1).

A motilidade espermatica encontrada foi
de 96,5% com duragao de 4,33 minutos para a
variedade UFLA e 88,4% com duracao de 4,8
minutos para variedade GIFT.

A quantidade de células espermaticas
normais apresentou uma média de 86,35% para
a variedade UFLA e 86,46% para a variedade
GIFT (Tabela 1).

Identificando os tipos de patologia
apresentadas na figura 2 podemos observar
que as encontradas foram as de cabeca,
independente do horario de aplicacdo ou da
variedade de tilapia utilizada, embora nao
tenha havido diferenca estatistica entre os
grupos.

Os machos receberam apenas uma aplicagao
hormonal, sendo que o periodo para que
ocorra a extrusao é de 720 horas-grau. Para os
peixes induzidos as 18 horas, inicio da noite, o
processo de maturagdo gonadal induzido pelo
hormonio ocorreu no periodo noturno. Neste
periodo ocorre a produgdo da melatonina,
sintetizada pela pineal e que tem a capacidade
de inibir a liberagdo do hormonio luteinizante
(LH) (CHANG et al. 2009), que de acordo com
SchHurz et al. (2010) o LH é responsavel pelo
rompimento dos cistos e espermiacdo. Assim
é provavel que esta tendéncia a diminuicao
no numero de tilapias que espermiaram possa
estar relacionada com a inibicdo noturna
enddcrina.

A concentragdo espermatica em tilapias
encontrada por GENOTTE et al. (2012) foi de 1,69
x 10? e por PauLiNo et al. (2016) foi de 2,44 + 0,4
x 10° espermatozoide/mL

Esta ampla variagdo observada na
concentracdo espermdtica nos diferentes
trabalhos, pode estar relacionado com a fase
reprodutiva em que o macho se encontrava
durante o momento de aplicacdo hormonal. A
concentracao espermatica é maior durante os
meses mais quentes, indo a épocareprodutiva
das tilapias entre setembro a abril. Como o
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Tabela 1. Médias e desvio padrao das varidveis relacionadas a qualidade espermaética nas diferentes
variedades de tilapia e diferentes horarios de indugao.

HORARIO
Variaveis Variedade -
6h 12h 18h 24h MEDIA

UFLA 709+487 658+4,73 511+578 3,45+3,40 573+448
Concentracao
(X 105 sptz/ml) GIFT 617+129 746+1,15 - 2,59 +£2,01 4,71 +5,44

UFLA 060+£051 068+032 0,60+052 0,88+0,33 0,69 £ 0,40
Volume (ml)

GIFT 093+0,19 0,87+0,92 - 1,02 £ 0,58 0,90 £ 0,55

UFLA 99,0 £2,2 94,0£89 9833+29 95057  9650+5,80
Motilidade (%)

GIFT 98,7 +2,5 93,3+5,8 - 79,0+£33,2 88,46 + 21,45

UFLA 56+£205 289+151 467+231 428+1,69  4,33+2,00
Duragao (min.)

GIFT 648 +3,86 4,61+4,02 - 425+2,23  4,80+3,18

UFLA 88,0+282 864+220 8533+4,61 850+13,21 86,35+6,33
Células normais (%)

GIFT 89,0+£3,82  88,0+4,00 - 83,20+3,34 86,46+4,18

experimento foi realizado em junho até agosto,
pode ser que as gonadas destes animais ainda
ndo estivessem totalmente maturadas.

De acordo com PauLino et al. (2016) o peso
do animal e a temperatura pode influenciar
a quantidade de espermatozoides por mL
produzidos pela tildpia. Por outro lado,
GobpinHO et al. (2007) afirmam que a variagdo
na concentragdo espermdtica pode ocorrer
devido a alguns fatores, como condi¢des dos
individuos, método de coleta e estacido do ano,
de acordo com Borces et al. (2005) o tempo
de coleta é uma das varidveis principais na
producao de gametas de peixes.

PauLiNo et al. (2016) e MatavELLI et al. (2010)
descreveram valores de volume seminal de
0,3 mL para tilapia. O menor volume seminal
destes trabalhos pode indicar que o sémen
estava mais concentrado, enquanto que o
observado neste trabalho estava mais diluido,
contribuindo assim para a diferenga entre as
concentracdes observadas.

A inducado hormonal no macho aumenta
tanto o volume quanto a qualidade do
sémen (KAVAMOTO et al. 1996). Com o
aumento do volume ocorre a dilui¢do do

sémen, determinando assim uma menor
concentracdo espermatica o que estaria de
acordo com os resultados encontrados. Porém
SONMEZ et al. (2005) cita que o aumento das
concentragdes séricas de FSH e LH atuariam
aumentando a concentracdo espermatica, o
que ndo foi demonstrado.

A média dos valores encontrados por
BomBARDELLI et al. (2010) foram de 96% com
duracdo de motilidade de 46 segundos. A
duragao de motilidade encontrada por GENOTTE
et al. (2012) foi de 18 segundos, ja PauLINO et
al. (2016), verificaram duracdo de 2,55 minutos
para a tildpia. A motilidade apresentou alta em
relacdo aos outros estudos. Este parametro é
utilizado para avaliar a qualidade espermatica,
tendo relacdo direta com a motilidade
espermatica (BOMBARDELLI et al. 2006,
COWARD et al. 2002), e esta diferenga pode ser
devido a utilizacdo da indugdo hormonal neste
trabalho, tendo em vista que os demais autores
nao utilizaram este protocolo, tendo os animais
espermiado naturalmente.

As quantidades de células espermaticas
normais apresentadas nas variedades sdao bem
superiores aos relatados pela literatura, onde
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SOUZA U.N. et al.

Figura 2. Percentagem (%) de patologias espermaticas por variedade e tempo de inducdo nas diferentes
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Martaveur et al. (2010) relatam uma
média de 16% e BomBarDELLI et al. (2010)
verificaram 50% de células normais para a
espécie, porém nestes trabalhos ndo houve a
induc¢do hormonal. Estes valores estdo dentro
dos limites aceitaveis para a utilizagdo em
fertilizacdo artificial de peixes, que segundo
Murcas et al. (2007) a percentagem critica para
a utilizacdo na fertilizacao é abaixo de 50% de
espermatozoidesnormais, vistoque esta técnica
envolve uma alta taxa de espermatozoide:
ovécito em condigdes controladas.

Na figura 3 podemos observar a percentagem

Figura 3. Percentagem (%) de espermatozoides

anormais por variedade e tempo de inducao.
20
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de espermatozoides anormais presentes por
variedade e tempo de inducao.

Para a variedade UFLA foi encontrada uma
média de 15% enquanto para a variedade GIFT
foi de aproximadamente 14%.

As anormalidades espermaticas tém sido
citadas como possiveis causas de infertilidade
ou esterilidade em peixes (COLLODEL E
MORETTI, 2006).

Como os resultados encontrados para as
patologias foram baixos, é possivel afirmar que
esta influenciou nos altos indices de motilidade
espermatica. Isto porque em peixes observou-
se que percentagem de anomalias de sémen em
curimba (Prochilodus lineatus) acima de 30% ja
causava a diminui¢do da taxa de motilidade
(FELIZARDO et al. 2010). O maior ntimero de
patologias encontradas foram as de cabeca e
cauda, independente da variedade estudada
ou do horario de indu¢dao hormonal.

CONCLUSOES

Assim podemos concluir que a inducao
com hCG em diferentes horarios de aplicagao
nao apresentou qualquer influéncia sobre os
parametros de qualidade espermatica dos
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machos de tilapia. Porém, a indugao hormonal
pode ter melhorado a qualidade seminal dessa
espécie.
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