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RESUMO

Os estudos desenvolvidos na presente dissertacdo tiveram como objetivo
contribuir para o conhecimento de aspectos da biologia reprodutiva do camardo-rosa
Farfantepenaeus paulensis. O primeiro estudo objetivou caracterizar a ultraestrutura do
espermatozdide do camardo-rosa. Para esse estudo de caracterizacdo morfoldgica, os
espermatdéforos e espermatozoides foram analisados em microscopia eletrnica de
varredura e de transmissdo. O espermatozoide do camardo-rosa foi classificado como
uniestrelado, constituido por um corpo principal e um Unico espinho derivado do
acrossoma. O corpo principal do espermatozdide é formado por uma fina camada
citoplasmatica perinuclear, pelo pré-nacleo constituido de cromatina em estado fibrilar,
pelo capuz acrossémico e pela regido subacrossémica. O espinho é formado por
microfilamentos em toda sua extensdo. O comprimento total médio dos
espermatozéides é de 10,71um, com didmetro médio do corpo de 5,56um e espinho
com 5,15um de comprimento médio e 0,85um de didmetro. Os comprimentos do
espermatozéide e do espinho e as membranas lamelares citoplasmaticas pouco visiveis
sdo as caracteristicas ultraestruturais especificas do espermatozéide desta espécie. O
segundo estudo teve como objetivo avaliar o efeito da dieta na qualidade espermatica e
a composicdo bioquimica nos tecidos. Nesse experimento foram testados trés
tratamentos: alimento fresco, racdo e alimento fresco mais a racdo. A qualidade
espermatica foi avaliada por meio dos parametros: peso do espermatoforo, indice
espermatossomatico, nimero de espermatozdides, taxas de melanizacdo e de auséncia
de espermatoforo. Os tecidos utilizados para a analise bioquimica de proteina,
triglicerideos e glicose, foram hemolinfa, hepatopéncreas e musculo. Ao final do

experimento, a sobrevivéncia média final dos camarfes de cada tratamento foi



calculada. Apds os 40 dias de experimento, o peso do espermatéforo e o nimero de
espermatozdides ndo diferiram entre os tratamentos. No tratamento racdo a taxa de
melanizacao (42,85%) foi maior do que nos tratamentos alimento fresco (15,38%) e
alimento fresco mais racao (12,51%). Em camardes alimentados apenas com racéo foi
registrado o maior percentual de auséncia de espermatdforo (42,85%). No final do
periodo experimental, todos o0s animais do tratamento racdo apresentaram
espermatoforos. Entre os tratamentos, a concentracdo média de glicose na hemolinfa foi
a Unica que apresentou variacdo significativa, com maior média associada a ragdo
(31,19mg.dI™), identificada como estresse fisiolégico nos camardes. A sobrevivéncia
média final registrada no tratamento ragéo foi de 50%, contudo ndo houve diferenca em
relacdo aos demais tratamentos (86,66% para ambos). O estudo indica que para 0s
machos reprodutores de F. paulensis 0 uso de apenas racdo é prejudicial para o estado
fisiolégico e para a qualidade espermatica, principalmente em relacdo as taxas de
melanizacdo e auséncia de espermatoforo. Além disso, a inclusdo de itens frescos é
importante por evitar: estresse, baixas sobrevivéncias e elevadas taxas de melanizacao e

de auséncia de espermatéforo.

Palavras-chave: Farfantepenaeus paulensis, reproducdo, ultraestrutura,

espermatozoide, alimentacéo, qualidade espermatica.



ABSTRACT

The objective of the present work was to contribute for reproductive biology
knowledge aspects of pink shrimp Farfantepenaeus paulensis. First study intended to
recognize the spermatozoal ultrastructure. For this study of the morphologic
characterization of the spermatozoon, spermatophore and spermatozoa were analyzed
by transmission and scanning electron microscopy. Spermatozoon of pink shrimp is
characterized as unistellate by the presence of a main body and a spike derived from
acrosoma. Main body is formed by a thin cytoplasmic band, pro-nucleus from usual
chromatin pattern fibrilar, acrosomal cap and subacrosomal region. The spike contains
microfilaments since basis until tip. Cell mean length is 10.71um, with main body mean
diameter is 5.56um and spike mean length is 5.15um and mean diameter is 0.85um.
Spermatozoon measurement and small cytoplasmic membrane lamellae are specific
ultrastructures of pink shrimp spermatozoon. The second study had the objective to
evaluate the effect of different diets in sperm quality and tissues biochemical
composition in the male pink shrimp. In that experiment was used three treatment:
fresh food, commercial diet and mix of fresh food and commercial diet. Sperm quality
was evaluated by: spermatophore weight, spermatosomatic index, sperm count and
melanization and spermatophore ausence rates. Tissues used for biochemical analyses
of protein, triacylglycerides and glucose were haemolymph, hepatopancreas, and
muscle. Shrimp mean survival was registered at the end of the experiment.
Spermatophore weight and sperm count were not significantly different between
treatments. At the end of the experiment, shrimp fed only with commercial diet show
the highest melanization rate (42.85%), followed by treatments fresh food (15.38%) and

mix (12.51%). In the treatments commercial diet were observed the highest percentages



of males without spermatophore (42.85%). At the treatment fresh food all shrimps
showed spermatophore at the end of the experiment. Glucose concentration in the
haemolymph was the only that show significant variation between treatments and was
higher in the treatment commercial diet (31.19mg.dl™), in this was viewed physiologic
stress in the shrimps. Survival in the treatment commercial diet was 50%, however
show not significant different between treatments. This study showed that diet only with
commercial diet is prejudicial for the physiologic state and the sperm quality. The
inclusion of the fresh food is important for to avoid: stress, survival low and

spermatophore ausence and melanization rate high.

Keywords: Farfantepenaeus paulensis, reproduction, ultrastructure, spermatozoa,
feed, sperm quality.



INTRODUCAO GERAL

Os camardes sdo organismos bentbnicos habitantes de oceanos, estuarios e
aguas dulcicolas. Esses animais sdo caracterizados por apresentarem um corpo
comprimido lateralmente recoberto por uma carapaga sintetizada de quitina que lhe
confere uma estrutura rigida. Possuem duas regides distintas, a anterior denominada de
cefalotérax e a posterior referida como abddémen (Dall et al. 1990, Ruppert & Barnes
2005).

Os camardes pertencem a ordem Decapoda, a qual inclui crustaceos com cinco
pares de apéndices toracicos (pereiépodos) e cinco pares de apéndices abdominais
(pledpodos), sendo responsaveis pela locomocao e natacdo, respectivamente. Na ordem
Decapoda estdo incluidos também as lagostas, lagostins, caranguejos e siris (Ruppert &
Barnes 2005).

A ordem Decapoda foi dividida inicialmente nas subordens Natantia e
Reptantia, considerando principalmente aspectos morfol6gicos externos. Assim, a
primeira subordem compreende decapodos em forma de camardes, enquanto a segunda
é representada pelos decapodos de demais formas, como caranguejos, siris, lagostas e
lagostins. No entanto a classificacdo em Natantia e Reptantia foi considerada artificial
por considerar basicamente a forma externa dos decapodos (Dall et al. 1990).

Assim, atualmente a ordem Decapoda ¢ dividida nas subordens Pleocyemata e
Dendrobranchiata, considerando entre outros fatores aspectos reprodutivos. As fémeas
da subordem Pleocyemata retém ou incubam os ovos nas cerdas dos pledpodos. A
ecloséo ocorre no estagio de zoea. A subordem Pleocyemata compreende as infraordens
Astacidea, Thalassinidea, Palinura, Anomura, Stenopodidea, Brachyura e Caridea.

Enquanto na subordem Dendrobranchiata, os ovos sido demersais, ndo sendo



transportados nos pledpodos das fémeas e o nauplio € o primeiro estéagio larval (Dall et
al. 1990). Por sua vez, essa subordem inclui as superfamilias Sergestoidea e
Penaeoidea. A Superfamilia Penaeoidea abrange cinco familias, dentre elas, a Penaeidae
(Pérez-Farfante & Kensley 1997).

Os camarGes pertencentes a familia Penaeidae, comumente denominados
peneideos, constituem o grupo mais diverso e abundante em comunidades marinhas
tropicais e subtropicais (Dall et al. 1990). Esses animais estdo ainda entre os recursos
pesqueiros mais explorados tanto na pesca como na aquacultura. Barbieri-Janior & Neto
(2001), por exemplo, citam que cerca de 340 espécies de camarBes sdo pescadas
comercialmente no mundo todo, das quais 110 sdo peneideos. O que evidencia a
importancia ecologica e comercial dessa familia.

O sistema reprodutor de fémeas de camarbes peneideos &€ composto por
gbnadas bilobadas tubulares, que se encontram distribuidas dorso-lateralmente ao
intestino. Cada par de ovarios apresenta um oviduto localizado dorso-ventralmente na
porcdo cefalotorcica, e que desemboca em gonoporos na altura do terceiro par de
pereidpodos, por onde sdo liberados os ovocitos durante a desova (Bray & Lawrence
1992; Browdy 1992).

Em machos peneideos, o sistema reprodutor € constituido do testiculo e do
vaso deferente. O testiculo € composto por seis pares de I6bulos e esta localizado no
meio do cefalotdrax, entre o coracdo e o estdbmago. O vaso deferente inicia-se na porgao
posterior do testiculo e segue até a base do quinto par de pereiépodos. O vaso deferente
é dividido em quatro regides morfoldgicas distintas: proximal, média, distal e ampola

terminal (Dall et al. 1990, Bray & Lawrence 1992).



Nos testiculos sdo produzidas todas as células espermaticas (Medina 1994).
Fransozo (2008), por exemplo, encontrou em testiculos maduros de Xiphopenaeus
kroyeri (Heller 1862) espermatogénias (células arredondadas com pro-ndcleo grande e
central), espermatdcitos | (células arredondadas, menores do que as espermatogoénias,
dificil distinguir o pré-nucleo do citoplasma), espermatocitos Il (células arredondadas,
do mesmo tamanho dos espermatdcitos, com pro-nacleo central esférico e com a
cromatina compactada), espermatides (células pequenas com pro-nucleos basofilos e
grandes em relacdo ao citoplasma) e espermatozdides (células alongadas).

Ao longo da passagem dos espermatozdides pelas diferentes regides do vaso
deferente, as mesmas sdo compactadas e aglomeradas em uma matriz seminal (Malek &
Bawab 1974). Ao atingir a ampola terminal, a matriz seminal é envolta por diferentes
camadas formando os espermatoforos (Bauer 1991). Durante a cépula, o0s
espermatoforos sdo transferidos para a fémea (Browdy 1992) e tém, portanto, como
principal funcdo proteger os espermatozoides durante a transferéncia para as fémeas
(Subramoniam 1991).

As estruturas reprodutivas externas em peneideos, que representam 0s
caracteres sexuais secundarios, sdo o télico e o petasma. Nas fémeas o principal
caractere externo € o télico e nos machos o petasma. Essas estruturas apresentam
variacdo morfoldgica entre as espécies de peneideos (Dall et al. 1990).

O télico esta localizado na regido postero-ventral do cefalotérax, entre o quarto
e 0 quinto par de pereidpodos. Este Orgdo esta relacionado com a fixacdo e/ou
estocagem de espermatoforos (Bray & Lawrence 1992). Pérez-Farfante (1975),
classificou os peneideos em dois tdxons com relagdo ao télico. O primeiro abrange

animais de télico aberto, como Litopenaeus schmitti (Burkenroad 1936), Litopenaeus



vannamei (Boone 1931), Litopenaeus setiferus (Linnaeus 1767) e Litopenaeus
occidentalis (Streets 1871), que consiste numa estrutura de placas de esternitos
modificadas, formando depressdes abertas (Dall et al. 1990). No segundo, contudo, o
télico é formado por duas placas que se enrijecem apds a muda, denominado de télico
fechado e pertencem a esse grupo as espécies como Penaeus monodon (Fabricius 1798),
Farfantepenaeus subtilis (Pérez-Farfante 1967), Farfantepenaeus brasiliensis (Latreille
1817), Farfantepenaeus paulensis (Pérez-Farfante 1967), Trachypenaeus byrdi
(Burkenroad 1934), Xiphopenaeus riveti (Bouvier 1907) e Xiphopenaeus kroyeri (Heller
1862) (Dall et al. 1990). Nas espécies de télico fechado, as placas de esternitos sdo
modificadas formando uma depressdo, o receptaculo seminal (Misamore & Browdy
1996). Nas espécies de télico aberto, 0s receptaculos seminais estdo ausentes (Pérez-
Farfante & Kensley 1997).

O petasma, por sua vez, € a genitalia do macho resultante da modificacdo dos
endopoditos do primeiro par de pledpodos (Pérez-Farfante & Kensley 1997). Os
endopoditos sdo unidos por meio do encaixe de minUsculas estruturas em forma de
ganchos, conhecidas como “cincinnuli” (Bauer 1991). Conforme a flexibilidade dos
lobos laterais dos endopoditos € 0 seu grau de aproximacdo, o petasma pode ser de
quatro tipos morfoldgicos: aberto, no qual os lobos laterais sdo completamente flexiveis
e sdo parcial ou inteiramente expandidos lateralmente; semiaberto, em que os lobos
laterais sdo flexiveis e dobrados, formando um amplo espaco entre cada endopodito;
semifechado, os lobos sdo pouco flexiveis e marcadamente dobrados, formando um
espaco pequeno entre os endopoditos; e fechado, com lobos laterais formando estrutura
rigida, delimitando um espaco bastante reduzido entre os endopoditos (Pérez-Farfante &

Kensley 1997). A fungdo mais provavel do petasma esta relacionada com a inseminacéao



(Bauer 1991), pois essa estrutura esta envolvida na transferéncia dos espermatoforos
para o télico das fémeas (Pérez-Farfante & Kensley 1997).

Além das estruturas morfologicas reprodutivas secundarias, Dall et al. (1990)
apontam diferencas relacionadas aos caracteres sexuais secundarios em peneideos. Por
exemplo, a cOpula, em camarBes que apresentam télico aberto, ocorre com ambos 0s
sexos em periodo de intermuda e os espermatdforos sdo aderidos ao télico. Nos
camar@es de télico fechado, a copula ocorre com machos que estdo em intermuda e
fémeas recém mudadas, com a carapaca mole, que permite inserir 0 espermat6foro no
télico através do receptaculo seminal (Dall et al. 1990).

Os processos de maturacdo e de reproducdo dos camardes peneideos séo
estimulados, em parte, pelos hormonios secretados pelo complexo 6rgdo X — glandula
do seio. Esse complexo constitui um centro neuroenddcrino localizado em ambos 0s
pedunculos oculares e é formado pela glandula do seio e pelo érgdo X. A glandula do
seio € um oOrgdo neuro-hemal, isto &, um sistema de neurdnios especializados na
producdo, armazenamento e secre¢do de hormonios. Essa glandula armazena e secreta,
de forma controlada ainda os produtos de secre¢do do 6rgdo X. Esse, por sua vez,
constitui corpusculos celulares neurossecretores, que desembocam na glandula do seio
(Fingerman 1997).

O tipo de alimento oferecido aos camardes ¢ um fator importante para a
maturagdo sexual (Browdy 1992). Em machos, uma ferramenta para avaliar a eficacia
das dietas para promover a maturagdo e a reproducdo de camarbes é a qualidade
espermatica (Perez-Velazquez et al. 2002, Meunpol et al. 2005, Coman et al. 2007b).
Geralmente, a qualidade espermatica € avaliada considerando os parametros peso do

espermatoforo, nimero de espermatozoides, nimero de células normais e nimero de
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células anormais (Diaz et al. 2001, Perez-Velazquez et al. 2001, Ceballos-Vazquez et
al. 2003, 2004, Coman et al. 2007a).

A anélise bioquimica dos tecidos é outro método que auxilia na avaliacdo da
qualidade dos alimentos oferecidos (Sanchez et al. 2001, Racotta et al. 2003). As
proteinas e os triglicerideos estdo envolvidos em funcBes reprodutivas, como a sintese
dos gametas (Harrison 1990, Goimier et al. 2006), e energéticas, como composi¢do dos
tecidos de reserva (Palacios et al. 1999). Desta forma, as concentracBes desses
componentes bioquimicos tém sido utilizadas como indicadores nutricionais e
reprodutivos de camardes peneideos (Mercier et al. 2006). A concentracdo de glicose
presente nos tecidos, por sua vez, tem sido usada como parametro para indicar estresse
em crustaceos (Mercier et al. 2006).

A biologia reprodutiva de algumas espécies de peneideos ainda € pouco
conhecida (Rothlisberg 1998). Estudos morfologicos das estruturas reprodutivas, assim
como os bioquimicos e fisioldgicos, sdo importantes para o entendimento do ciclo
reprodutivo e dos mecanismos envolvidos no processo reprodutivo de crustaceos (Krol
et al. 1992).

Dentre as espécies de camardes peneideos encontradas no Brasil estd o F.
paulensis, popularmente denominado camardo-rosa. A distribuicdo do camardo-rosa da-
se desde as aguas costeiras de Ilhéus na Bahia até Mar del Plata na Argentina. O ciclo
de vida do F. paulensis é caracterizado por reproducdo e desova em aguas oceanicas em
profundidade entre 40 e 100m e crescimento em estuarios (D’Incao 1991). Assim, 0s
estudrios funcionam como bercarios para as poés-larvas de F. paulensis. Nesses

ambientes, essas poés-larvas encontram abrigo e alimentos em abundancia. Nesse
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contexto, os camardes crescem exponencialmente, atingindo em poucos meses 0
tamanho comercial (D’Incao 1991).

No estuario da Lagoa dos Patos, Rio Grande do Sul (RS), essa espécie € 0
principal recurso pesqueiro explorado (Almeida & D’Incao 1999, D’Incao et al. 2002).
Em face a pequena amplitude de maré, na regido estuarina da Lagoa dos Patos, vento e
intensidade das chuvas sdo os principais fatores responsaveis pelas variacGes de
salinidade, caracteristicas de um ambiente estuarino. Assim, ventos oriundos do
quadrante SE séo responsaveis pela entrada de agua salgada, em contrapartida ventos N-
NE e/ou elevadas taxas pluviométricas ocasionam vazantes de agua doce (Moller et al.
1996, Modller et al. 2001, Fernandes et al. 2004). Como consequéncia, a penetracdo dos
camarfes no estuario esta associada a entrada da &gua salgada e, por isso, as safras
anuais de F. paulensis apresentam grandes flutuac6es devido a variabilidade climatica
da regido. Este quadro, por fim, pode comprometer a lucratividade da atividade
camaroneira, impondo dificuldades principalmente aos pescadores artesanais
(Wasielesky 2000).

Os estudos sobre F. paulensis sdo estimulados ndo somente pelo
desenvolvimento crescente da carcinocultura mundial e brasileira (FAO 2009), mas
também pela importancia econémica e ecoldgica da espécie no estuario da Lagoa dos
Patos (D‘Incao 1991). Por isso, ao longo de mais de duas décadas vém sendo
desenvolvidas linhas de pesquisa com esta espéecie, sendo separadas em maturacao,
larvicultura e engorda. Dentro de cada uma dessas linhas destacam-se os diversos
estudos envolvidos na criagdo do camardo-rosa, como por exemplo, técnicas de cultivo
(Marchiori & Boff 1983), qualidade de agua (Boff & Marchiori 1984, Vinatea &

Andreatta 1997, Henning & Andreatta 1998, Tsuzuki et al. 2003, Wasielesky et al.
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2003), alimentacdo e nutricdo (Pontes & Andreatta 2003, Soares et al. 2004, 2005a,
2005b, Martins et al. 2006, Soares et al. 2006, Froes et al. 2007, Abe et al. 2008, Soares
et al. 2008), imunidade fisioldgica (Perazzolo & Barracco 1997, Perazzolo et al. 2002,
2005), sistemas alternativos de criacdo (Krummenauer et al. 2006, Malpartida &
Vinatea 2007) e mais recentemente cultivo em meio heterotréfico (Thompson et al.
2002, Ballester et al. 2003, Abreu et al. 2007, Ballester et al. 2007).

A maior parte dos estudos referentes ao processo reprodutivo do camardo-rosa
é relacionada as fémeas (Cavalli et al. 1997, Cavalli et al. 1998, Peixoto et al. 2003,
Peixoto et al. 2004a, 2004b, Nakayama et al. 2008a), e os estudos sobre a biologia
reprodutiva de machos do camardo-rosa F. paulensis sdo escassos (Costa 1992, Cavalli
et al. 1997, Peixoto et al. 2004b, Nakayama et al. 2008b).

Desta forma, a presente dissertacdo reune algumas informacbes sobre a
biologia reprodutiva de machos e € dividida em dois capitulos, no primeiro foi realizada
a caracterizacdo ultraestrutural do espermatozéide do camardo-rosa, e no segundo foi

avaliado o efeito da alimentacdo na qualidade espermatica de F. paulensis em cativeiro.
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MATERIAL E METODOS GERAIS
Captura de reprodutores e aclimatacdo

Os reprodutores (n=300) de Farfantepenaeus paulensis (Pérez-Farfante 1967)
foram coletados na costa de Santa Catarina (26°54’S e 48°34’W) e conduzidos em
caixas de transporte, por via rodoviaria, para a Estacdo Marinha de Aquicultura (EMA)
do Instituto de Oceanografia da Universidade Federal do Rio Grande (FURG), RS.

Durante sete dias os animais foram aclimatados em tanques circulares de
maturacdo de fundo de concreto (10m? de 4rea de fundo) preenchidos com 5000l de
4gua do mar filtrada (0,5m de profundidade) a uma densidade de 75 camardes por m?. A
agua dos tanques foi renovada diariamente em 90% e sua temperatura foi mantida em
27°C (£1,6). O fotoperiodo foi de 14 horas de luz por dia.

Neste periodo a alimentacdo foi composta de lula Illex argentinus (Castellanos
1960), siri Callinectes sapidus (Rathbun 1896), peixe Macrodon ancylodon (Bloch &
Schneider 1801) e racdo especial para maturacdo (Breed S Inve Aquaculture, Bélgica).
Os alimentos foram fornecidos de forma alternada quatro vezes ao dia (8:00, 12:00,

14:00 e 18:00 horas).
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CAPITULO 1 - MORFOLOGIA DO ESPERMATOFORO E
ULTRAESTRUTURA DO ESPERMATOZOIDE DO CAMARAO-ROSA

Farfantepenaeus paulensis (Pérez-Farfante 1967)

INTRODUCAO

Os espermatozoides de crustaceos decapodos sdo compactados e agrupados por
uma secre¢do adesiva, formando uma matriz seminal (Hinsch 1991). Essa matriz é
envolvida por material acelular, formando o espermatoforo, que no momento da cépula,
é transferido para a fémea (Bauer 1991).

Em crustaceos decépodos, os espermatozoides sdo estruturalmente diferentes
dos demais grupos zoogénicos. Esses espermatozéides sdo caracterizados pela auséncia
de flagelo. O espermatozdide, portanto, ndo possui motilidade, mesmo em contato com
a agua. A auséncia de motilidade é a principal caracteristica dos espermatozoides dos
crustaceos decapodos (Shigekawa & Clark 1986).

Os espermatozdides de decapodos sdo classificados como multi e uniestrelados
(Medina 1994). O espermatozdide multiestrelado € tipico de ndo carideos da subordem
Pleocyemata, tais como caranguejos, lagostins e lagostas, isto €, corresponde ao grupo
Reptantia. Essas células espermaticas sdo constituidas por varios apéndices, limitados
por uma membrana nuclear que se sobrepGe a membrana plasmatica. Esses apéndices
sdo continuos ao pré-nucleo, contendo cromatina e microtibulos (Guinot et al. 1994,
Cuartas & Sousa 2007). O espermatozoide uniestrelado, por sua vez, é tipico das
subordens Dendrobranchiata e Pleocyemata da infraordem Caridea, agrupando, portanto
os decapodos em forma de camarBes, que constituem o grupo Natantia. Esse

espermatozéide é constituido por um Unico apéndice alongado, denominado de espinho.
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O espinho é uma extensao da estrutura acrossémica, ndo sendo continuo ao pro-nucleo
(Lynn & Clark 1983, Clark & Griffin 1988).

Alguns estudos tém sido realizados descrevendo a ultraestrutura dos
espermatozéides uniestrelados de camardes (Lynn & Clark 1983, Medina et al. 1994b,
Kim et al. 2003, Medina et al. 2006). Dentre esses, 0s peneideos tém sido mais
estudados (Medina 1994, Medina et al. 1994b, Scelzo & Medina 2003, Fransozo 2008).
No entanto, nenhuma informacdo esta disponivel na literatura para o camardo-rosa
Farfantepenaeus paulensis.

A variedade morfoldgica dos espermatozoides de diferentes espécies pode ser
utilizada em estudos taxondmicos e filogenéticos (Felgenhauer & Abele 1991). A
ordem Decapoda é um taxon extenso e diverso, na qual as relacdes internas sdo ainda
controversas e sujeitas a investigacdo e revisdo (Scelzo & Medina 2004). Portanto, o
conhecimento da morfologia e dos componentes dos espermatozoides pode ser Util na
soma de informacdes para a estimacdo da filogenia em decapodos (Medina 1994, Kim
et al. 2003, Scelzo & Medina 2004).

O estudo da morfologia do espermatozdide, além de auxiliar na classificacdo
taxonémica, ajuda a melhor compreender o funcionamento, processos e estruturas
envolvidos na fecundacdo (Bauer 1991). Essas informacGes podem contribuir ainda, no
futuro, para melhorar a producdo em cativeiro (Costa 1992). Desta forma, o presente
estudo tem como objetivo caracterizar ultraestruturalmente o espermatozoide do
camardo-rosa F. paulensis, identificando tanto estruturas gerais tipicas de peneideos

como as especificas.
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MATERIAL E METODOS
Coleta e fixacédo de material bioldgico

Apols o periodo de aclimatacdo, camardes machos (n=45) com peso médio
(xdesvio padrdo) de 25,08g (£3,08) foram coletados aleatoriamente dos tanques de
maturacdo da Estacdo Marinha de Aquacultura (EMA). Os espermatéforos de ambos 0s
lados de cada animal foram extrusados manualmente pela compressdo da regido
lateroventral, posterior a insercdo do quinto par de pereiépodos (Petersen et al. 1996).

Os espermatdforos esquerdos foram seccionados transversalmente ao meio,
com o auxilio de um bisturi, e fixados em 2ml de solucdo composta por 1:1:1 de
glutaraldeido 6%, paraformaldeido 6% e cacodilato de sédio 0,1M. Os espermat6foros
direitos foram fixados inteiros e em frascos separados contendo a mesma solugédo
fixadora. Depois de fixados, todos os espermatdforos foram mantidos a 4°C por 24
horas, seguindo a adaptacdo das metodologias descritas por Hayat (1978), Robinson et
al. (1987) e Silveira (1989) e o protocolo para preparacdo do fixador disponivel no
Apéndice 1.

As amostras foram encaminhadas para o laboratério de Imunologia e
Microscopia Eletrénica do Centro de Pesquisa Agropecuaria de Clima Temperado da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (CPACT-EMBRAPA, Pelotas, RS) para

analise dos espermatozdides de camardo-rosa F. paulensis sob microscopia eletronica.

Preparo das amostras
No laboratorio, os espermatdforos foram retirados da solugéo fixadora primaria
e lavados em 1ml de solucdo tampédo de cacodilato de sodio 0,1M e sacarose 0,2M

durante 15 minutos por trés vezes. Os espermatdforos foram entdo pds-fixados em
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solucéo de tetroxido de 6smio (OsO,4) a 1% (1:1 solucdo de tetroxido de 6smio a 2% e
cacodilato de sodio 0,4M) durante trés horas a 4°C e posteriormente lavados em agua
bidestilada durante 15 minutos por duas vezes.

Para desidratacdo, os espermatoforos foram mantidos em solugdes crescentes
de etanol (30, 50, 70, 90, 95%) durante cinco minutos por duas vezes em cada solucéo,

até permanecer em etanol absoluto (100%) durante 10 minutos.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para a observacdo em MEV, os espermatoforos permaneceram em solucéo de
etanol 100% e foram colocados na camara do aparelho de ponto critico (Emitech K
850) com substituicdo do etanol por didxido de carbono (CO,) liquido. Em seguida, o
aparelho foi aquecido provocando a evaporacdo do CO, e secagem das amostras sem
modificar sua morfologia.

Os espermatoforos foram montados em suportes porta-amostra de cobre
(“stubs”) e banhados em prata liquida para permitir a conducdo dos elétrons. Apos a
secagem da prata em estufa a 26°C, as amostras foram levadas ao metalizador (Emitech
K 550) para cobertura com camada condutora superficial em ouro. Por fim, os “stubs”
com os espermatéforos foram observados em microscépio eletrébnico de varredura

(Zeiss DSM 940 A).

Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)
Para a observacdo em MET, apos a desidratacdo em etanol, os espermatéforos
foram imersos em acetona durante 10 minutos por trés vezes e corados em azul de

metileno 1% e bérax 1% (NayB407-10H,0). Subsequentemente, as amostras


http://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%B3dio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Boro
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
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permaneceram em solugdo 1:1 de resina epéxi (Epon 812%) e acetona, durante uma
hora, a temperatura ambiente sob agitacdo. Os espermatoforos, em seguida, foram
impregnados em resina durante mais uma hora sob agitacdo e, finalmente, foram
emblocados. Os blocos permaneceram em estufa durante cinco dias a 60°C, permitindo
a polimerizacéo da resina.

Os cortes semifinos (1000nm) foram realizados em ultramicrotomo (Leica
Ultracut UCT). Os cortes das regides dos espermatoforos foram selecionados com
auxilio de um microscopio estereoscépico (Olimpus BX 51) e foram montados em
porta-amostra de cobre, constituido de um disco com cerca de 3mm de didametro com
grades entrelacadas. Por fim, os cortes foram observados em microscopio eletrénico de

transmissédo (Zeiss EM 900).

Analise dos dados

As medidas morfométricas dos espermatozoides (média + desvio padrdo)
foram consideradas em micrometros (um) e obtidas a partir da MEV. A morfologia
externa dos espermatdforos e dos espermatozoéides foi analisada por meio da MEV e a

ultraestrutura dos espermatozoides por meio da MET.

RESULTADOS

O espermatoforo do camardo-rosa F. paulensis € distinguido em duas partes.
Uma composta por um corpo principal de forma alongada e a outra por um apéndice,

ambas cercadas por algumas camadas de material acelular (Fig. 1).
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Figura 1: Espermat6foro do camardo-rosa Farfantepenaeus paulensis. ap — apéndice; cp

— corpo principal; cr — camadas acelulares de revestimento. Ampliacéo de 9X.

Internamente, o corpo principal dos espermatéforos € constituido por uma
densa massa espermatica, como mostra a figura 2. Os espermatozdides estdo agrupados

em uma matriz seminal por uma secre¢do acelular homogénea de caracteristica adesiva

(Fig. 2).
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Figura 2: Massa espermatica (me) contida no espermatoforo de Farfantepenaeus
paulensis, mostrando 0s espermatozoides (ez) em meio a secrecdo adesiva (sa).
Ampliagéo de 1150X.

Ultraestruturalmente, os espermatozoides do camardo-rosa séo constituidos por
duas regiGes morfoldgicas diferentes, o corpo principal e o espinho. O corpo apresenta

forma esferoidal e o espinho é alongado (Fig. 3).
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Figura 3: Espermatozdides do camardo-rosa Farfantepenaeus paulensis. cp — corpo

principal; ep — espinho.

O espermatozéide de F. paulensis apresenta comprimento médio de
10,71+0,79um. Quanto ao corpo principal do espermatozoide, o didmetro médio total é
de 5,56+0,44um. O comprimento médio total do espinho é de 5,15+0,52um e o

didmetro médio total é de 0,85+0,24um (Tab. 1).

Tabela 1: Morfometria dos espermatozdides do camardo-rosa Farfantepenaeus

paulensis (médias * desvio padréo).

Comprimento (um) n Diametro (um) n
Espermatozdide 10,71+0,79 19 - -
Corpo - 5,56+0,44 36
Espinho 5,15+0,52 19 0,85+0,24 10
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O corpo principal é a porc¢do posterior do espermatozéide de F. paulensis. Esse

¢ constituido por citoplasma, pro-nicleo e a porcdo basal do complexo acrossémico

(Fig. 4).

Figura 4: EspermatozOide do camardo-rosa Farfantepenaeus paulensis. (A)

Constituicdo ultraestrutural; (B, C, D) pré-nlcleo e camada citoplasmatica. ca — capuz
acrossémico; rs — regido subacrossémica; pn — pré-nacleo; ct — citoplasma; cf —
cromatina fibrilar; gn — granulos pré-nucleares; ml — membranas lamelares; vp —
vesiculas pequenas; vg — vesiculas grandes.
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O citoplasma consiste de uma estreita camada na borda celular que circunda
posteriormente a regido pro-nuclear (Fig. 4A). A camada citoplasmatica em F.
paulensis é constituida de membranas lamelares e de duas populacdes de vesiculas,
pequenas e grandes (Fig. 4B, C, D). O pré-nucleo é centralizado e ocupa a maior parte
do espermatozdide. A regido pro-nuclear é constituida por cromatinas ndo condensadas
que formam uma rede de filamentos e granulos e caracterizada ainda pela auséncia da
carioteca (Fig. 4). A porcao basal do complexo acrossémico é constituida pelo capuz
acrossdmico e pela regido subacrossdémica. (Fig. 4A).

O complexo acrossémico é formado pela vesicula acrossdmica e pela regido
subacrossémica. A vesicula acrossdémica é constituida pelo capuz acrossdmico e pelo

espinho do espermatozoéide (Fig. 5).

Figura 5: EspermatozoOide de Farfantepenaeus paulensis, mostrando o complexo
acrossémico. va — vesicula acrossémica; ep — espinho; rs — regido subacrossémica; rp —

regido periférica do capuz acrossémico; rc — regido central do capuz acrossémico.
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O capuz acrossdmico € constituido de duas regides. Nas extremidades possuem
granulos densos em meio a um material menos denso que atribuem caracteristica
heterogénea a essa regido. O centro do capuz acrossémico coincide com a base do
espinho e é constituido de material homogéneo mais denso (Fig. 5, 6A).

O espinho do espermatozdide é projetado anteriormente pelo acrossoma (Fig.

6A). A partir das secdes longitudinal (Fig. 6A) e transversal (Fig. 6B) dos espinhos é

possivel verificar sua constituicdo de microfilamentos longitudinais.

Figura 6: Espinho do espermatozoide do camardo-rosa Farfantepenaeus paulensis, (A)
secdo longitudinal e (B) transversal. rs — regido subacrossémica; ep — espinho; st —
secdo transversal do espinho; rp — regido periférica do capuz acrossémico; rc — regiao

central do capuz acrossémico.

A regido subacrossdémica é limitada anteriormente pela vesicula acrossémica e
posteriormente pelo pré-nlcleo. Essa regido € constituida ultraestruturalmente por

material floculado denso (Fig. 5A e 6A).
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DISCUSSAO

Os espermatdforos sdo formados a partir da compactacdo dos espermatozéides
em uma matriz seminal, que é formada durante a passagem desses pelas regides
morfologicas do vaso deferente. A sintese final do espermat6foro ocorre, entdo, na
ampola terminal, local onde permanece até a copula e transferéncia para o télico da
fémea (Dall et al. 1990).

Malek & Bawab (1974) descreveram trés estagios sucessivos durante a
formacdo do espermatoéforo de Penaeus kerathurus (Forsskal 1775). Primeiro, os
espermatozoides sdo convertidos em uma massa compacta. Esse estagio comega no
vaso deferente proximal e é finalizado somente quando os espermatozoides atingem a
ampola terminal, onde a massa espermatica resultante é retida até a préxima etapa.
Durante o0 segundo estagio, as camadas que constituem os espermatoforos comecam a
ser depositadas pelas glandulas secretoras. No terceiro estagio, mais camadas sdo
adicionadas e o espermat6foro € modulado na forma final, enrijecendo.

A partir da MEV do espermatoforo de F. paulensis foi possivel identificar
diferentes camadas constituindo o espermat6foro. Como indica a descri¢do de Malek &
Bawab (1974) essas camadas sdo formadas por secrecdes das glandulas presentes ao
longo do vaso deferente do camardo e tém funcdo de proteger os espermatozoides
contidos nos espermatoforos.

A natureza da secrecdo produzida pelas glandulas do vaso deferente e que
constituem as camadas do espermatoforo é ainda desconhecida (Malek & Bawab 1974,
Subramoniam 1991). Em Anomura e Brachyura, as secre¢des ndo foram reconhecidas
como uma proteina e nem foram encontradas evidéncias de quitina. A presenca de

proteina foi também registrada em Carcinus maenas (Linnaeus 1758), sendo sugerido,
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contudo, que a secrecdo apresenta constituicdo quitino-proteica, como é observado no
exoesqueleto dos artropodes. Em Litopenaeus setiferus (Linnaeus 1767) foi identificada
uma camada quitinosa nos espermatoforos (Malek & Bawab 1974). Entretanto,
nenhuma destas conclusdes foi adequadamente comprovada (Malek & Bawab 1974), de
modo que a natureza dos componentes quimicos que formam os espermatdéforos dos
decapodos permanece desconhecida (Subramoniam 1991).

No presente estudo, foi observada uma secrecdo de caracteristica adesiva no
interior do espermatéforo de F. paulensis. Bauer & Cash (1991) também observaram
essa secrecdo no espermatoforo de Farfantepenaeus aztecus (lves 1891) e
Farfantepenaeus duorarum (Burkenroad 1939). Segundos os autores a secrecao adesiva
atua concentrando os espermatozoides em uma massa compacta, constituindo a massa
espermatica que € entao “encapsulada” no espermatoforo.

Os peneideos produzem espermatéforos de complexidades variadas conforme o
tipo de télico da espécie (Bauer & Min 1993). As fémeas de télico aberto geralmente
recebem espermatoforos com estruturas acessorias, como “asas”, enquanto em espécies
de télico fechado os machos produzem espermatoforos simples (Bauer 1991). Os
espermatoforos de F. paulensis, observados por MEV no presente estudo, apresentam
estrutura semelhante ao padrdo encontrado em espécies de peneideos de télico fechado.
Sdo estruturas simples, constituidas por um corpo principal e um apéndice.

Semelhante ao observado no presente estudo no espermatéforo de F. paulensis,
a diferenciacdo morfoldgica do espermatdforo em corpo principal e apéndice também
foi observada em F. aztecus e F. duorarum. Nessas espécies, o corpo principal é
constituido pela massa espermatica cercada por camadas de material acelular que

protegem os espermatozéides. O apéndice é formado apenas pelo material acelular
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secretado no canal do vaso deferente (Bauer & Cash 1991). A funcdo do apéndice é
desconhecida, mas algumas hipoteses séo sugeridas. Segundos essas 0 apéndice atuaria:
(1) como barreira impermeavel para proteger os espermatozoides durante a estocagem
no télico da fémea; (2) selante do télico, impedindo a substituicdo do espermatoforo ou
inseminacdo por outro macho; e/ou (3) envolvido com o posicionamento ou alojamento
do espermatoforo dentro do télico (Bauer 1991).

Quanto a ultraestrutura do espermatozoide, a partir da analise das micrografias
eletrobnicas do presente estudo foi possivel observar que o espermatozdide de F.
paulensis apresenta uma camada citoplasmatica perinuclear e cromatina filamentosa
localizada no centro do corpo principal, além de um espinho continuo ao acrossoma,
sendo classificado, portanto, como uniestrelado. Embora espermatozéides uniestrelados
apresentem padrGes morfoldgicos semelhantes, ha uma diversidade de ultraestruturas
dessas células espermaticas de espécie para espécie (Felgenhauer & Abele 1991). E uma
dessas diferencas esta relacionada a morfometria dos espermatozoéides, como € possivel

observar na tabela 2.
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Tabela 2: Morfometria de espermatozéides uniestrelados.

Espécies EZ CP EP Fonte

Pleocyemata
Caridea
Palaemonidae
Macrobrachium rosenbergii (De Man 1879) 12-15 10 4 Lynn & Clark 1983
Pandalidae
Pandalopsis japonica (Balss 1914) 52-55 24-26 40-44 Kim et al. 2003
Dendrobranchiata
Penaeoidea
Sicyoniidae
Sicyonia carinata (Briinnich 1768) 6,54 3,4 3,01 Clark & Griffin 1988,
Medina et al. 1994b

Penaeidae
Artemesia longinaris (Bate 1888) 6 3,4 2,5  Scelzo & Medina 2003
Litopenaeus vannamei (Boone 1931) - 3-4 - Alfaro et al. 2007
Litopenaeus stylirostris (Stimpson 1874) - 6,5 - Alfaro et al. 2007
Litopenaeus occidentalis (Streets 1871) - 4 3 Alfaro et al. 2003, 2007
Parapenaeus longirostris (Lucas 1846) 5,5 4,2 3 Medina 1994
Penaeopsis serrata (Bate 1881) 6,37 3,49 3,36 Medinaetal. 1994b
Trachypenaeus byrdi (Burkenroad 1934) - 6 3,5  Alfaro et al. 2003
Xiphopenaeus riveti (Bouvier 1907) - 11-12 4 Alfaro et al. 2003

Penaeus kerathurus (Forsskal 1775) 5 2,9 2,5 Medinaetal. 1994a
Marsupenaeus japonicus (Bate 1888) 7,9 4.7 4 Medina et al. 1994a

EZ:. comprimento do espermatozdide; CP: diametro do corpo principal; EP:
comprimento do espinho.

As espécies de carideos citadas na tabela 2 apresentam espermatozoides
maiores que as espécies de Dendrobranchiata. Trachypenaeus byrdi e X. riveti
apresentam espermatozdides com 0s maiores comprimentos dentre as especies de
Dendrobranchiata (cerca de 9,5 e 15-16, respectivamente). Entre essas espécies, 0
diametro do corpo principal varia amplamente (2,9 a 12) e os comprimentos dos
espinhos variam de 2,5 a 4um. Em T. byrdi e X. riveti o didametro do corpo é duas a trés
vezes maior do que o comprimento do espinho. Nas demais espécies os valores de
diametro do corpo e de comprimento do espinho sdo proximos. Desta forma, o
espermatozdide do camardo-rosa esta entre os maiores (10,71um), e o didmetro do

corpo e o comprimento do espinho apresentam valores proximos (5,56pm e 5,15um,
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respectivamente), sendo o espinho maior do que a maioria das espécies de
Dendrobranchiata estudadas.

O corpo principal dos espermatozdides uniestrelados €, em geral, constituido
por uma regido pro-nuclear central cercada posteriormente por uma camada
citoplasmatica (Felgenhauer & Abele 1991). O espermatozdide de F. paulensis
apresenta 0 mesmo padrao, sendo um espermatozoide tipicamente uniestrelado.

A camada citoplasmatica dos espermatozoOides de Dendrobranchiata é
constituida por um complexo de membranas. Esse complexo, por sua vez, é composto
por empilhamentos de varias camadas lamelares e por dois tipos de vesiculas (pequenas
e grandes) (Medina 1994, Medina 1994a, 1994b, Scelzo & Medina 2003, Medina et al.
2006).

Kang et al. (2008) propuseram que o complexo de membranas da camada
citoplasmatica dos espermatozoides de Fenneropenaeus chinensis (Osbeck 1765) €
derivado a partir da degeneracdo das organelas citoplasmaticas das espermatides, como
reticulo endoplasmatico, mitocondria, além de restos da carioteca e de material nuclear.
Esses mesmos autores descrevem que as mitocéndrias, por exemplo, sdo observadas no
inicio da espermiogénese, degenerando e, formando, subsequentemente, as vesiculas
mitocondriais.

Da mesma forma, outros estudos sugerem que as organelas estdo presentes nas
espermatides e durante a espermiogénese degeneram, permanecendo comumente no
espermatozéide maduro de decapodos como vesiculas derivadas de organelas
degeneradas (Medina 1994, Medina et al. 1994a, 1994b, Scelzo & Medina 2003). Em
Sicyonia ingentis (Burkenroad 1938) as mitocondrias também sdo observadas nas

espermatides, ndo sendo encontradas em espermatozoides maduros. Neste caso, as
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mitocondrias também sdo perdidas durante a degradacdo citoplasmatica na
espermiogénese e ocorrem no espermatozdide maduro apenas as vesiculas derivadas das
mesmas (Shigekawa & Clark 1986).

Para P. longirostris, nas espermatides iniciais sdo encontradas varias organelas
citoplasmaticas, como centriolos, complexo de Golgi, ribossomos e mitocondrias. Apds
a reducdo de volume no final da espermiogénese, o citoplasma é formado apenas por
restos dessas organelas (principalmente mitocdndrias) e acumulos de membranas
(Medina 1994).

As vesiculas grandes estdo localizadas mais internamente no citoplasma,
estando mais proximas ao pro-nucleo. Essas vesiculas sdo derivadas principalmente de
mitocondrias degeneradas (Medina et al. 1994a, 1994b, Scelzo & Medina 2003). As
vesiculas pequenas estdo localizadas na periferia da célula sob a membrana plasmatica.
Geralmente essas vesiculas periféricas derivam das demais organelas presentes nas
espermatides (Medina et al. 1994a, 1994b).

A camada citoplasmatica perinuclear dos espermatozéides do camardo-rosa F.
paulensis apresentam padrdo morfoldgico tipico de espermatozéides uniestrelado. O
citoplasma dos espermatozdides da espécie € constituido de vesiculas grandes e
pequenas e de membranas lamelares. As camadas lamelares do citoplasma de F.
paulensis sdo menos abundantes e, consequentemente, de dificil observacdo em relacéo
as demais espécies de Dendrobranchiata, como P. kerathurus e M. japonicus estudadas
por Medina et al. 1994b.

A regido pré-nuclear de espermatozoides uniestrelados ocupa quase todo o
corpo principal. O pré-nacleo é constituido por cromatina em estado descondensado,

assumindo forma fibrilar, que juntamente a densos granulos formam uma rede nuclear
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ndo limitada pelo envelope nuclear, carioteca (Felgenhauer & Abele 1991). O mesmo
padrdo foi verificado para F. paulensis.

Medina (1994) estudou a espermiogénese de P. longirostris, sugerindo a
seguinte sequéncia de alteracbes morfologicas do pré-nicleo no camardo: 1) nas
espermatides iniciais, o pré-nucleo é individualizado, ou seja, inteiramente separado do
citoplasma pela carioteca, e é formado por extensas areas de cromatina condensada; 2)
nas espermatides intermediarias, a cromatina comeca a descondensar, passando a
assumir aparéncia granular, e a carioteca € rompida; 3) nas espermatides finais a
cromatina torna-se altamente descondensada; 4) e nos espermatozoides, a cromatina
apresenta, entdo, o usual padrdo fibrilar e a carioteca ndo é mais observada.

Estas caracteristicas do pré-nicleo dos espermatozdides uniestrelados sdo
importantes durante a reacdo acrossomica (Pongtippatee et al. 2007). A reacdo
acrossdmica consiste de mudancas morfoldgicas do espermatozoide necessarias para a
penetracdo do mesmo no ovdcito (Gwo 2000). Em Dendrobranchiata, a reacdo
acrossdmica € iniciada com a despolimerizacdo do espinho a partir da ruptura da
vesicula acrossémica sobre a superficie do ovdcito. Em seguida, a regido
subacrossémica se torna maior e mais densa, forcando a exocitose do pro-nucleo
(Alfaro et al. 2003, 2007, Pongtippatee et al. 2007, Kruevaisayawan et al. 2008). A
cromatina fibrilar apresenta relativa elasticidade em relacdo a cromatina condensada.
Assim, o transporte do material genético flexivel do gameta masculino para o ovocito,
juntamente com a auséncia da carioteca, facilita a exocitose (Shigekawa & Clark 1986).

Os espermatozoOides sem carioteca e com cromatina fibrilar sdo tipicos de
carideos (Lynn & Clark 1983, Kim et al. 2003) e camarGes da subordem

Dendrobranchiata, como por exemplo, os pertencentes a Sicyoniidae (Shigekawa &
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Clark 1986, Clark & Griffin 1988, Medina et al. 1994b), Aristeidae (Desantis et al.
2006, Medina et al. 2006) e Penaeidae (Medina 1994, Medina et al. 1994a, 1994b,
Scelzo & Medina 2003, Pongtippatee et al. 2007). O pro-nucleo dos espermatozéides do
camardo-rosa F. paulensis apresenta 0 mesmo padrdo encontrado em camardes com
espermatozdides uniestrelados.

Anteriormente ao pré-nucleo, estd localizada a regido acrossomica. A
morfologia dessa regido é bastante variada entre os Dendrobranchiata. Em Sicyoniidae,
a regido acrossdmica compreende uma vesicula acrossébmica e uma regido
subacrossdémica. A vesicula acrossémica contém membranas formando bolsas, granulo
anterior, espinho e uma banda citoplasmatica. A regido subacrossémica inclui reticulado
cristalino, disco em forma de pires, regido granular e pétalas. O subacrossoma é
separado da vesicula acrossdmica pela membrana acrossémica, que juntamente com a
membrana plasmatica forma a membrana pentalaminar (Clark & Griffin 1988).

Em peneideos, a regido acrossdmica é denominada de complexo acrossémico.
Semelhante a sicionideos, o complexo acrossdbmico de peneideos consiste de uma
vesicula acrossdbmica e de uma regido subacrossdmica, contudo ambas séo
morfologicamente mais simplificadas (Medina 1994, Medina et al. 1994a, 1994b,
Scelzo & Medina 2003, Alfaro et al. 2007, Pongtippatee et al. 2007).

A vesicula acrossdmica é constituida por material heterogéneo, que a distingue
apenas em duas regides morfoldgicas o capuz acrossémico e o espinho (Medina 1994,
Medina et al. 1994a, 1994b, Scelzo & Medina 2003, Alfaro et al. 2007, Pongtippatee et
al. 2007). O capuz acrossémico do espermatozdide de F. paulensis € internamente
codncavo, incluindo duas regides morfoldgicas. A periferia do capuz apresenta material

heterogéneo formado por granulos eletronicamente mais densos em meio a uma matriz
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eletronicamente mais translicida. E o centro do capuz, que coincide com a base do
espinho, contém material homogéneo mais denso composto por microfilamentos. Esse
padrdo morfologico do capuz acrossdémico € observado em outras espécies de camardes
peneideos, como P. kerathurus e M. japonicus (Medina et al. 1994a), L. vannamei, L.
stylirostris e L. occidentalis (Alfaro et al. 2007) e Penaeus monodon (Fabricius 1798)
(Pongtippatee et al. 2007).

Em contrapartida, P. longirostris (Medina 1994), P. serrata (Medina et al.
1994b) e A. longinaris (Scelzo & Medina 2003) se diferenciam por apresentarem uma
protuberancia central no capuz acrossdmico. Os géneros Parapenaeus, Penaeopsis,
Artemesia e Metapenaeopsis sdo agrupados na tribo Parapeneini. A presenca da
protuberancia no capuz acrossdmico dos espermatozoides de camardes desses géneros é
atil para validar a classificacdo da tribo, confirmando esse como um taxon coerente
filogeneticamente (Scelzo & Medina 2003). Demonstrando assim a importancia da
realizacdo de estudos sobre a ultraestrutura dos espermatozoides das mais diversas
espécies para a filogenia de decapodos.

A partir da regido central do capuz acrossdmico de espermatozoides
uniestrelados geralmente € projetado anteriormente um Gnico apéndice pontiagudo, 0
espinho (Kleve et al. 1980, Scelzo & Medina 2003). Em Dendrobranchiata, essa
ultraestrutura é responsavel pela fixacdo dos espermatozoides aos ovdcitos durante a
desova (Clark et al. 1980, Medina 1994). O espinho € usualmente ereto, embora possa
apresentar curvatura, provavelmente por causa da compactacdo dos espermatozoides
que ocorre ao longo do vaso deferente e que precede a formacdo do espermatéforo na
ampola terminal (Medina 1994). Quando o espermatozoide apresenta o espinho curvo,

assim como quebrado ou encurtado, é classificado como anormal (Alfaro 1993). Nestas
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condicdes o0s espermatozoides de camardes sdo incapazes de se fixarem ao ovdcito
(Alfaro 1993, Wang et al. 1995).

Nos espermatozoides uniestrelados, o apéndice ndo & continuo com o pro-
nucleo (Kim et al. 2003). A ultraestrutura do espinho do espermatozdide varia de
espécie para espécie (Scelzo & Medina 2003). O espinho do espermatozoide de P.
kerathurus, por exemplo, contém material granular desde a ponta do espinho até a base
da vesicula acrossémica (Medina et al. 1994a). Em P. longirostris, o espinho também é
constituido por material granular, contudo a base € constituida por material homogéneo
mais denso, que se estende por todo capuz acrossémico, marcando claramente a
transicdo da ponta para a base do espinho (Medina 1994). Em A. longinaris e M.
japonicus, o espinho é constituido por microfilamentos longitudinais (Medina et al.
1994a, Scelzo & Medina 2003). A constituicdo por microfilamentos longitudinais do
espinho também € observado no espermatozoéide de F. paulensis.

A concavidade interna da vesicula acrossdmica forma um espaco simples
ultraestruturalmente, denominado de regido subacrossémica. Essa regido situada entre a
vesicula acrossémica e o pro-nucleo, separa 0 capuz acrossémico da cromatina. E
compreende um material floculado ou filamento eletronicamente translicido
preenchendo a reentrancia posterior da vesicula acrossdmica (Medina 1994, Medina et
al. 1994a, 1994b, Pongtippatee et al. 2007).

O espermatozéide de F. paulensis estd de acordo com o padrdo estrutural
conhecido em peneideos, apresentando as caracteristicas citadas anteriormente para
regido subacrossémica. No entanto, é observada uma clara diferenca entre a morfologia
da regido subacrossémica do espermatozoide de espécies com e sem protuberancia do

capuz acrossdmico. Nas espécies com protuberancia na porgdo central do capuz
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acrossdmico (ex. P. longirostris, P. serrata e A. longinaris), o material subacrossdémico
é fino no centro e estende-se lateralmente acompanhando a protuberancia, onde se
tornam mais espessos (Medina 1994, Medina et al. 1994b, Scelzo & Medina 2003). Nos
peneideos sem protuberancia (ex. P. kerathurus, M. japonicus, P. monodon, L.
vannamei, L. stylirostris e L. occidentalis), o material subacrossémico néo se estende
lateralmente (Medina et al. 1994a, Alfaro et al. 2007, Pongtippatee et al. 2007), o
mesmo padrdo observado para o espermatozoide de F. paulensis.

As ultraestruturas do acrossoma de espermatozéide de peneideos, tais como
capuz acrossdmico, espinho e regido subacrossdmica, estdo envolvidas na reacdo
acrossdmica (Alfaro et al. 2003, 2007, Pongtippatee et al. 2007) e, portanto, sdo
fundamentais para o éxito da fecundacdo (Leung-Trujillo & Lawrence 1987b). Para F.
paulensis, a reacdo acrossdmica do espermatozoide e a interagdo com 0 ovocito sdo
desconhecidas. Investigacbes desta natureza permitiram a identificacdo de
caracteristicas especificas, além de auxiliarem na elaboracdo de técnicas que visem o

melhoramento da reproducédo do camardo-rosa em cativeiro.
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CONCLUSOES

O espermatdéforo do camardo-rosa F. paulensis é constituido por camadas
acelulares, sendo diferenciado em corpo principal e apéndice. O espermatozoide do
camardo-rosa é do tipo uniestrelado, sendo constituido por um corpo principal e um
unico espinho derivado do acrossoma. Os comprimentos do espermatozéide (10,71pum)
e do espinho (5,15um) estdo entre os maiores dentre as espécies de Dendrobranchiata ja
estudadas. O corpo principal do espermatozoide é formado por uma fina camada
citoplasmatica perinuclear anteriormente, pelo prdé-nucleo caracteristicamente formado
por cromatina em estado fibrilar e pela porcdo basal da vesicula acrossdmica, composta
pelo capuz acrossémico e pela regido subacrossbmica. O espinho é formado por
microfilamentos longitudinais. O comprimento dos espermatozoides e do espinho e as
membranas lamelares citoplasmaticas pouco visiveis sdo as caracteristicas
ultraestruturais do espermatozéide de F. paulensis, que o diferencia dos

espermatozéides das demais espécies de camardes peneideos ja estudadas.
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CAPITULO 2 - EFEITO DA ALIMENTACAO NA QUALIDADE
ESPERMATICA E NA COMPOSICAO BIOQUIMICA DOS TECIDOS DE
REPRODUTORES DO CAMARAO-ROSA Farfantepenaeus paulensis (Pérez-

Farfante 1967)

INTRODUCAO

O éxito da reproducdo de peneideos em cativeiro é a producgdo de larvas e pos-
larvas de qualidade (Arcos et al. 2003b). A qualidade larval, por sua vez, depende da
condicéo dos reprodutores (Racotta et al. 2003).

Em sistemas de maturagéo, os esfor¢os para promover o sucesso reprodutivo de
peneideos tém enfocado basicamente os estagios de maturacdo e de desova de fémeas.
Os efeitos de diversos fatores no desempenho reprodutivo de fémeas tém sido testados.
Dentre os fatores investigados estdo inducdo hormonal (Vaca & Alfaro 2000,
Wongprasert et al. 2006), densidade de estocagem (Coman et al. 2007a), exposicdo a
amonia (Cavalli et al. 1998), exigéncias nutricionais (Cahu et al. 1995, Marsden et al.
1997, Naessens et al. 1997, Wouters et al. 2001b, Du et al. 2006, Coman et al. 2007b,
Huang et al. 2008), entre outros.

Pouca atencdo tem sido dada a qualidade reprodutiva dos machos, embora a
qualidade desses seja tdo importante para producdo larval quanto a das fémeas
(Meunpol et al. 2005). Os machos sdo suscetiveis a problemas de fertilidade que
comprometem a producéo larval (Alfaro 2001). A presenca de reprodutores com baixa
qualidade espermaética resulta em ovos de pouca qualidade, baixas taxas de fertilizagéo e

consequentemente baixa producdo larval (Meunpol et al. 2005).
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A reducdo do desempenho reprodutivo de camarfes machos tem varias razoes,
como a estocagem dos animais em cativeiro por um longo periodo de tempo e/ou dietas
de maturacao inapropriadas (Meunpol et al. 2005). O tipo de alimento oferecido aos
camardes € importante para a maturacdo sexual dos camardes e para a qualidade larval
(Diaz & Fenucci 2004). Camardes alimentados com dietas desbalanceadas ou
incompletas apresentam desempenho reprodutivo prejudicado ou mesmo cessam 0
processo de reproducdo (Bray & Lawrence 1992, Wouters et al. 2001a).

Alguns estudos indicam que a qualidade espermaética pode ser afetada pela
alimentacdo inadequada (Samuel et al. 1999). Dietas desbalanceadas favorecem o
aparecimento de melanizagdo no espermatd6foro que podem evoluir para deterioragdo do
trato reprodutivo, reduzindo o nimero de espermatozoides e/ou aumentando o0 nimero
de células anormais e mortas (Diaz et al. 2001).

Rotineiramente, 0 sucesso ha matura¢do em cativeiro tem sido alcangcado com
dietas a base de organismos marinhos congelados com ou sem o uso de dietas artificiais
(Browdy 1992, Harrison 1997, Browdy 1998, Peixoto et al. 2005). Os alimentos mais
comumente usados sdo moluscos (lula, ostra, mexilhdo), crustaceos (camarao,
caranguejo, siri e artemia), peixe (diversos) e poliquetas marinhos (Bray & Lawrence
1992, Rothlisberg 1998).

Os alimentos naturais sdo selecionados de acordo com sua disponibilidade e
preco local. Quanto maior a variedade oferecida, maiores séo as chances de alcangar as
exigéncias nutricionais dos camardes na fase de maturacdo (Wouters et al. 2002). Em
geral, estes alimentos apresentam elevadas concentracdes de &cidos graxos, como 0S

altamente insaturados (HUFAS, sigla em inglés). Os HUFAS estdo envolvidos no
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desenvolvimento dos sistemas reprodutivo e neural, na producdo de biomembranas e na
sintese de hormonios esterdides (Harrison 1990).

Entretanto, a utilizacdo de alguns alimentos naturais pode apresentar como
desvantagens, flutuacdo na disponibilidade, valor nutricional inconsistente, deterioracdo
da &gua e aumento do risco de transmissdo de bactérias patdgenas e viroses (Harrison
1990, 1997). Por isso, a utilizacdo de dietas artificiais (racdo) é indicada, mas a oferta
apenas de racdo para a fase de maturacdo pode nao apresentar resultados satisfatorios de
producdo quando comparados a oferta de alimentos frescos congelados (Wouters et al.
2002). As vantagens da dieta artificial sdo manejo facil, menor trabalho, pois nédo
necessita de preparo, e 0 menor risco de contaminacdo (Wouters et al. 2002).

Os parametros utilizados para avaliar a qualidade reprodutiva geralmente séo a
quantidade de ovos produzidos por fémea, taxa de fertilizacdo, taxa de ecloséo, taxa de
metamorfose de nauplio para protozoea, entre outros. Esses parametros podem ser
utilizados para testar diferentes alimentos oferecidos para os reprodutores (Cahu et al.
1995, Marsden et al. 1997, Du et al 2006, Coman et al. 2007b, Huang et al. 2008). Por
meio da andlise bioguimica dos tecidos também é possivel avaliar o efeito dos
diferentes alimentos fornecidos sobre a condi¢do nutricional e reprodutiva dos camardes
(Sanchez et al. 2001, Racotta et al. 2003). Ceballos-Vazquez et al. (2004) analisando a
composicdo bioguimica dos tecidos verificou o estado nutricional dos animais e a
associou a perda de qualidade espermatica.

A maioria dos estudos sobre a composicdo bioquimica dos tecidos de
reprodutores de camardes peneideos esta restrita as fémeas (Palacios et al. 2000, Arcos
et al. 2003a, Maggioni et al. 2004, Vazquez-Boucard et al. 2004). Poucos sdo 0s

estudos sobre a composi¢do bioquimica de machos (Ceballos-Vazquez et al. 2004). Para
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Farfantepenaeus paulensis, alguns estudos avaliaram a composicdo bioquimica dos
tecidos na espécie (Perazzolo et al. 2002, Hollmann et al. 2008, Nakayama et al.
2008a). No entanto, nenhum desses avaliou a composic¢ao bioguimica em reprodutores
machos da espécie.

De acordo com o exposto anteriormente, € possivel perceber a necessidade de
estudos sobre os efeitos dos alimentos oferecidos aos reprodutores machos de F.
paulensis sobre o desempenho reprodutivo, utilizando a qualidade espermatica e a
composicao bioquimica dos tecidos de reserva como ferramentas para avaliar o estado
nutricional dos camardes.

Desta forma, o presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito da
alimentacdo sobre a qualidade espermatica (peso do espermatdforo, indice
espermatossomatico, nimero de espermatozdides e taxas de melanizacdo e de auséncia
de espermatdforos) e a composicao bioquimica (proteina, triglicerideos e glicose) dos

tecidos (hemolinfa, hepatopancreas e musculo) de reprodutores de F. paulensis.

MATERIAL E METODOS

Desenho experimental

No experimento foram testados trés tratamentos: alimento fresco, no qual
foram ofertados alternadamente musculos de peixe Macrodon ancylodon (Bloch &
Schneider 1801), lula Illex argentinus (Castellanos 1960) e siri Callinectes sapidus
(Rathbun 1896); racdo, no qual foi ofertada a dieta comercial para maturacdo Breed S
(INVE- Bélgica); e alimento fresco mais ragéo, no qual foram ofertados alternadamente
alimentos frescos e ragdo. A frequéncia alimentar foi de duas vezes ao dia (9:00 e 17:00

horas) até saciedade aparente.
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Para o experimento 45 machos com peso médio (xdesvio padrdo) de 22,419
(x1,10) foram selecionados aleatoriamente dos tanques circulares de maturagdo apos o
periodo de aclimatacdo. N&o encontrada diferenca significativa entre os pesos médios
(p<0,05), os camardes foram distribuidos em tanques de 0,49m?, volume (til de 150
litros e aeracdo constante. Para cada tratamento foram utilizados cinco tanques com trés
animais por tanque, totalizando 15 animais por tratamento.

Durante o periodo experimental, de 40 dias, os parametros da agua foram
mantidos em temperatura média de 27°C (+1,67), com salinidade a 33 (£1,69) e
concentracdo média de oxigénio dissolvido de 6,66mg.I* (+0,06). O fotoperiodo foi de
14 horas luz e 10 horas de escuro. Os restos de alimento, exdvias e animais mortos
foram removidos dos tanques diariamente. Os animais mortos foram contabilizados para

calculo da sobrevivéncia final por tratamento.

Composicao proximal e qualidade espermatica

A andlise centesimal dos alimentos frescos testados, lula, peixe e siri, foi
realizada no Laboratério de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Pelotas, RS, seguindo o método descrito em AOAC (2000). A
composicdo da racdo foi obtida a partir das informacGes fornecidas pelo fabricante.
Proteina bruta (P), lipidios (L), cinzas (C) e extrativos ndo nitrogenados (ENN), que
consiste da quantidade de fibra mais a de carboidrato, foram determinados a partir do
peso seco dos alimentos. O ENN foi calculado pela férmula:

ENN=100-P-L-C
Sendo:

100= percentual total do peso seco;
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P= concentracao de proteina bruta;

L= concentracdo de lipidios;

C= concentracgéo de cinzas.

A qualidade espermatica foi avaliada considerando os parametros peso do
espermatoforo, indice espermatossomatico, numero de espermatozoides, melanizacao e
auséncia de espermatdforo. Esses dados foram coletados no inicio (dia zero) e no fim
(dia 40) do periodo experimental. Inicialmente todos os camar@es foram submetidos a
avaliacdo da qualidade espermatica. Ao final do periodo experimental, oito animais de
cada tratamento foram avaliados.

Os espermatdéforos de ambos os lados foram extrusados manualmente pela
compressdo da regido latero-ventral, posterior a insercdo do quinto par de pereiépodos
(Petersen et al. 1996) e pesados em balanca de precisdo de 0,001g (Sartorius MC1
Analytic AC210S). A escolha dos espermatdforos a serem analisados foi feita de forma
aleatoria.

Para o calculo do indice espermatossomatico (IES) foi utilizada a formula:

IES= (peso do espermatdforo em g/peso corporal em g) x 100.

A melanizacdo e a auséncia de espermatdéforos foram observadas por exame
visual do quinto par de pereidpodos. Posteriormente, foram obtidas as percentagens de
melanizacao e auséncia de espermatoforos.

Os espermatoforos foram macerados e homogeneizados em 2ml de solucéo
fisiologica para F. paulensis (solucdo salina; a composi¢do quimica da mesma esta
detalhada no Apéndice 2). Uma aliquota da solugdo resultante da maceracdo do
espermatoforo foi adicionada a um hematocitbmetro (cdmara de Neubauer). Com o

auxilio de um microscopio éptico foi contado o nimero de espermatozoides presentes
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em cinco das 25 quadriculas de um campo da camara de Neubauer, de acordo com o
método descrito por Leung-Trujillo & Lawrence (1987a). O nimero de espermatozoides
por espermatoforo (N°E) foi estimado por meio da seguinte formula:
N°E= A x Q x V x 10*

Sendo:

A= namero médio de células contadas;

Q= numero total de quadriculas da cdmara de Neubauer (25);

V= volume total da solucdo salina (2ml);

10*= fator de multiplicacdo da camara de Neubauer (transformacdo de mm?®

para ml).

Coleta de material biologico

As amostras de hepatopancreas e de musculo foram coletados de animais
crioanestesiados por dissecacao. O hepatopancreas foi pesado em balanca de precisédo de
0,001g (Sartorius MC1 Analytic AC210S). A hemolinfa foi coletada com seringa de
1ml com agulha de 0,3mmx12,7mm (30G x ¥2”). Todo material bioldgico foi mantido a
-20°C até o processamento das analises bioguimicas.

Para o célculo do indice hepatossomatico (IHS) foi utilizada a seguinte
formula:

IHS= (peso do hepatopancreas em g/peso corporal em g) x 100.
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Andlises bioguimicas

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Determinacdes do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da FURG. Os tecidos utilizados para a analise bioguimica de
proteina, triglicerideos e glicose, foram hemolinfa, hepatopancreas e musculo.

Para determinacéo bioquimica foram utilizados Kits colorimétricos enzimaticos
comerciais (Doles reagentes Ltda., Goiania, GO). Método Biureto para quantificacdo de
proteina, 4-antipirilqguinonimina para triglicerideos e glicose oxidase para glicose.

Subamostras de 200mg de hepatopancreas e muasculo foram maceradas e
homogeneizadas em 2ml de solucdo salina. Subsequentemente, as amostras de
hepatopancreas e de musculo foram centrifugadas a 6600g durante 10 minutos a 5°C
(Sigma, Alemanha; modelo 3K30) para coleta do sobrenadante. Os tubos de eppendorfs
contendo hemolinfa foram centrifugados a 10000g durante 5 minutos a 4°C (Hettchi,
Alemanha; modelo Mickro 22 R) para coleta de sobrenadante.

Para a dosagem de glicose foram utilizados 200ul do sobrenadante das
amostras centrifugadas inicialmente e adicionados a 500ul de citrato de sédio. A
solucdo resultante foi mantida em repouso durante 5 minutos a 100°C e depois
centrifugada a 12800g durante 15 minutos (Sigma, Alemanha; modelo 3K30). Apos a
centrifugacdo foram coletados 20ul do sobrenadante resultando da centrifugacédo para a
leitura das absorbancias da glicose nos tecidos. As leituras das absorbancias foram feitas
em espectofotdmetro (Biotek, Vermont, EUA; modelo ELX800). Os comprimentos de
onda para leitura das absorbancias de proteina, triglicerideos e glicose foram de 550,

510 e 510nm, respectivamente.
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Analise dos dados

Para realizar as analises estatisticas, os valores de sobrevivéncia em
porcentagens foram transformados em raiz quadrada do arco seno. Antes das analises de
variancia, as premissas normalidade e homocedasticidade foram verificadas.

Analises de variancia (One-way ANOVA) foram usadas para identificar
diferencas significativas de valores médios dos parametros da qualidade espermatica
entre o inicio e o fim do experimento e entre tratamentos. Para os valores do peso do
hepatopancreas, dos indices espermatossomatico e hepatossomatico, da sobrevivéncia e
da bioguimica da hemolinfa, hepatopancreas e musculo estas andlises foram usadas
somente para comparacdo entre tratamentos. Quando diferencas significativas foram
encontradas, a ANOVA foi seguida pelo teste post-hoc de Tukey. Todas as anélises
estatisticas foram executadas ao nivel de significancia de p<0,05 no aplicativo

STATISTICA 7.0 (StatSoft Inc. 2004, Tulsa, Oklahoma, USA).

RESULTADOS

Os maiores niveis de proteina bruta foram registrados para peixe (95,74%) e
lula (86,23%), seguidos da racdo (aproximadamente 60%) e do siri (40,47%). Quanto ao
nivel de lipidio, a racdo apresentou o maior valor, com aproximadamente 11%, seguido
por siri (4,99%), lula (4,74%) e peixe (0,49%). O nivel de cinzas em siri foi alto
(39,30%), na racdo foram registrados aproximadamente 11% e na lula e no peixe 0s
niveis foram menores (5,53% e 4,66%, respectivamente). Siri e racdo apresentaram
valores elevados de ENN (cerca de 18% e 15,24%, respectivamente), enquanto 0S
demais ingredientes apresentaram valores mais baixos (3,5% do peso seco de lula e

0,84% do peso seco do peixe) (Tab. 3).
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Tabela 3: Composicao centesimal (%) dos alimentos (peso seco) oferecidos ao camaréo-

rosa Farfantepenaeus paulensis durante o periodo experimental.

Proteina Lipidios Cinza ENN
Racdo Aprox. 60 Aprox. 11 Aprox. 11 Aprox. 18
Lula 86,23 4,74 5,53 3,5
Peixe 95,74 0,49 4,66 0,84
Siri 40,47 4,99 39,30 15,24

Aprox.: aproximadamente; ENN: extrativos ndo nitrogenados.

A sobrevivéncia média final dos camarfes dos tratamentos alimento fresco e
alimento fresco mais racdo foi de 86,66+18,25% em ambos os tratamentos. O
tratamento racdo apresentou sobrevivéncia média de 50+28,86%. Néao houve diferenca
significativa entre os tratamentos (p= 0,64) (Tab. 4).

No inicio do experimento, os pesos dos camarbes ndo apresentaram diferenca
significativa entre os tratamentos (p= 0,16), sendo registrada média de 21,16+2,08g para
alimento fresco, 22,84+3,199g para ragdo e 23,24+3,78¢g para alimento fresco mais racéo.
Apos o periodo experimental, ndo houve diferenca no peso dos camardes em relacdo ao
inicio do experimento (p= 0,63). Os camar@es terminaram o experimento pesando em
média 21,18+2,97g no tratamento alimento fresco, 22,82+3,65g no tratamento racéo e
22,76+3,75¢g no alimento fresco mais ragdo, ndo havendo diferenca significativa entre os
tratamentos (p= 0,46) (Tab. 4).

O peso médio do espermatoforo, no dia zero, foi de 22mg (x3) para o
tratamento alimento fresco; de 24mg (+6) para racdo; e de 27mg (x8) para alimento
fresco mais racdo. No dia 40, em todos os tratamentos houve perda significativa (p= 0)
de peso em relagé@o ao inicio, sendo registrado 16+3mg para alimento fresco, 15+1mg
para racdo e 18+5mg para alimento fresco mais ragdo. N&o houve diferenca estatistica

(p= 0,60) entre os tratamentos apds o periodo experimental (Tab. 4).
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Tabela 4: Sobrevivéncia, qualidade espermatica e peso do hepatopancreas dos machos
do camardo-rosa Farfantepenaeus paulensis alimentados com alimento fresco, racéo e

alimento fresco mais racdo (médias * desvio padrao).

R Alimento Alimento fresco
PARAMETROS Racdo .
Fresco mais ragéo
Sobrevivéncia (%)
Inicial - - -
Final 86,66+18,25° 50+28,86° 86,66+18,25°
Peso do camarao (g)
Inicial 21,16+2,08% 22,84+3,19° 23,24+3,78°
Final 21,18+2,97% 22,82+3,65% 22,76+3,75°
Peso do espermat6foro (mg)
Inicial 22+3% 24+6° 27+8?
Final 16+3° 15+1° 18+5°
NUmero de espermatozéides (x10°)
Inicial 6,00+4,91° 3,37+2,59° 5,85+4,29%
Final 4,89+1,80° 4,26+3,17° 3,40%2,22°
Melanizacdo (%)
Inicial 0 0 0
Final 15,38 42,85 12,51
Auséncia de espermatdforos (%)
Inicial 0 0 0
Final 0 42,85 37,50
Peso do hepatopancreas (mg)
Inicial - - -
Final 367+135" 596+98" 445+156"

Letras sobrescritas diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05).

No tratamento alimento fresco, no inicio do experimento, foi estimada uma
média de 6x10°+4,91x10° espermatozéides.espermatéforo™; no final, esse nimero foi
de 4,89x10°+1,80x10° espermatozéides.espermatéforo’. No tratamento racéo,
3,37x10%+2,59x10° espermatozdides foram estimadas por espermatéforo no inicio do
experimento; e 4,26x10°+3,17x10° espermatozoides.espermatéforo® no final. No

tratamento alimento fresco mais racédo, inicialmente cada espermatdéforo continha em
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média 5,85x10°+4,29x10° espermatozdides e ap6s os 40 dias foi estimado cerca de
3,40x10%+2,22x10° espermatozéides.espermatéforo™. O nimero de espermatozéides
ndo apresentou diferenca nem entre o inicio e o fim do experimento (p=0,76) nem entre
os tratamentos (p= 0,34) (Tab. 4).

A variacdo das percentagens de melanizacdo e de auséncia de espermatoforo
apresentada ao longo do experimento nos trés tratamentos € mostrada na tabela 4. No
inicio do experimento ndo foi observada melanizagdo nem auséncia de espermatoforo
nos animais.

Quanto a melanizacao, no final do experimento, em todos os tratamentos foram
registrados camardes com espermatoforos melanizados. Contudo, animais alimentados
apenas com racao apresentaram a maior taxa de melanizagdo, 42,85%. No tratamento
alimento fresco 15,38% dos camarfes apresentaram melanizacdo nos espermatoforos e
no tratamento alimento fresco mais racédo, 12,51%.

No final do periodo experimental, nos tratamentos racdo e alimento fresco mais
racao, foram registrados percentuais de auséncia de espermatoforo de 42,85% e 37,50%,
respectivamente. Engquanto que no tratamento alimento fresco, ao final do experimento,
todos os animais apresentaram espermatéforo.

O peso do hepatopéancreas foi significativamente (p= 0,01) maior nos camardes
alimentados com racdo (596+98mg) em relacdo aqueles alimentados apenas com
alimento fresco (367+£135mg). O valor médio do peso do hepatopéancreas dos machos
alimentados com alimento fresco mais ragdo (445+156mg) ndo apresentou diferenca
significativa em relacdo aos valores registrados nos tratamentos alimento fresco (p=

0,48) e racédo (p=0,11) (Tab. 4).
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Os valores médios dos indices espermatossomatico e hepatossomatico nédo
apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos (pies= 0,45; pis= 0,07),
embora tenham apresentado tendéncia de variagdo com padr@es inversos. A média do
indice espermatossomatico, no dia 40, foi menor no tratamento racdo (0,064+0,00038)
em relacdo aos tratamentos alimento fresco (0,079+0,015) e alimento fresco mais ragédo
(0,078+0,018). A média do indice hepatossomatico foi maior (2,25+0,80) no tratamento
racdo em relacdo aos tratamentos alimento fresco (1,90+0,94) e alimento fresco mais

racao (1,92+0,50) (Fig. 7).
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Figura 7: Indices espermatossomatico (I) e hepatossomatico (1) dos camardes-rosa
Farfantepenaeus paulensis alimentados com alimento fresco (A), racdo (R) e alimento
fresco mais racdo (AR). As barras verticais indicam o desvio padrdo da média e letras
diferentes indicam diferenca estatistica significativa.

No tratamento racdo, a concentracdo de proteina na hemolinfa ndo diferiu entre
os tratamentos (p= 0,65) e os valores médios foram de 53,21+14,02mg.dl™* para
alimento fresco, 53,09+12,29mg.dl™ para racdo e 46,49+16,83mg.dl™ para alimento
fresco mais racdo. Os triglicerideos na hemolinfa também ndo diferiram
significativamente entre tratamentos (p= 0,04), sendo os valores médios de

21,46+11,44mg.dI™* no tratamento alimento fresco, 34,43+8,79mg.dlI* no tratamento
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racdo e 26,13+23,60mg.dl™* no tratamento alimento fresco mais racdo. A concentragdo
de glicose na hemolinfa foi significativamente maior no tratamento racgéo
(31,19+14,40mg.dl™) do que nos alimento fresco (12,24+5,18mg.dlI; p= 0,01) e

alimento fresco mais racdo (10,97+3,76mg.dl™; p= 0,01) (Tab. 5).

Tabela 5: Composicao bioquimica da hemolinfa, hepatopancreas e masculo dos machos
do camaréo-rosa Farfantepenaeus paulensis alimentados com alimento fresco, racéo e

alimento fresco mais racdo (médias * desvio padrao).

Alimento 5 Alimento fresco
Ragdo o
Fresco mais rago
Hemolinfa
Proteina (mg.dI ™) 53,21+14,02° 53,09+12,29% 46,49+16,83"
Triglicerideos (mg.dI™) 21,46+11,44° 34,43+8,79° 26,13+23,60°
Glicose (mg.dl™) 12,2445,18° 31,19+14,40° 10,97+3,76°
Hepatopéancreas
Proteina (mg.g™) 49,02+31,25° 109,44+45,86° 92,62+112,54°
Triglicerideos (mg.g™) 20,82+19,89% 46,03+19,15° 40,08+37,13%
Glicose (mg.g™) 2,26+1,51°% 4,68+1,52° 4,19+2,43*°
Musculo
Proteina (mg.g™) 53,57+7,03% 68,20+35,33% 60,02+22,77%
Triglicerideos (mg.g™) 1,66+1,21° 1,37+1,08° 1,25+0,58°
Glicose (mg.g-1) 0,74+0,38% 1,03+0,36° 0,51+0,41%

Letras sobrescritas diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05).

No hepatopancreas, a concentracdo média de proteina ndo apresentou diferenca
significativa (p= 0,18) entre os tratamentos alimento fresco (49,02+31,25mg.g™"), racédo
(109,44+45,86mg.g™) e alimento fresco mais racéo (92,62+112,54mg.g™*). O mesmo foi

para os triglicerideos no hepatopancreas (p= 0,17), sendo as concentracfes médias de
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20,82+19,89mg.g™* no tratamentos alimento fresco, 46,03+19,15mg.g™* no tratamento
racdo e 40,08+37,13mg.g™* no tratamento alimento fresco mais racéo (Tab. 5).

A concentracdo de glicose no hepatopancreas nos camarfes alimentados
apenas com racdo (4,68+1,52mg.g™) foi significativamente maior (p= 0,02) do que
naqueles alimentados com alimento fresco (2,26mg.g™*+1,51). No tratamento alimento
fresco mais racdo (4,19+2,43mg.g™%), o valor médio do nivel de glicose ndo apresentou
diferenca significativa em relagédo aos demais tratamentos (Palimento fresco= 0,05; Pracao=
0,62) (Tab. 5).

No mausculo, nenhum dos componentes bioguimicos analisados apresentou
diferenca significativa entre os tratamentos (Pproteina= 0,79; Priglicerideos= 0,71; Pglicose=
0,05). A concentracdo média de proteina foi de 53,57+7,03mg.g” no tratamento
alimento fresco, 68,20+35,33mg.g" no tratamento racdo e 60,02+2277mg.g™" no
tratamento alimento fresco mais racdo. Os triglicerideos foram préximos nos trés
tratamentos (1,66+1,21mg.g™ para alimento fresco; 1,37+1,08mg.g™ para racdo; e
1,25+0,58mg.g™ para alimento fresco mais racdo). Os valores médios de glicose foram
0,74+0,38mg.g™" para o tratamento alimento fresco, 1,03+0,36mg.g” para ragdo e

0,51+0,41mg.g* para alimento fresco mais rago. (Tab. 5).
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DISCUSSAO

A formulagdo de dietas balanceadas é fundamental para o sucesso da
reproducdo (Racotta et al. 2003). Uma dieta equilibrada de maturacdo deve conter os
componentes essenciais nas devidas proporc¢des (Meunpol et al. 2005).

Estudos com alimentagdo e nutricdo para F. paulensis tém sido realizados,
contudo, para pos-larvas e juvenis do camardo (Thompson et al. 2002, Ballester et al.
2003, Pontes & Andreta 2003, Martins et al. 2006, Abreu et al. 2007, Frées et al. 2007,
Abe et al. 2008). Em relacdo aos reprodutores de F. paulensis, a alimentacdo é
composta por alimentos frescos e racdo, e essa diversidade de alimento tem
possibilitado a desova da espécie em cativeiro (Peixoto et al. 2005).

Dos compostos organicos presentes nas dietas de camardes peneideos, 0s
lipidios e as proteinas sdo abordados com maior frequéncia e relacionados ao processo
de maturacdo das génadas (Samuel et al. 1999, Wouters et al. 2002, Perez-Velazquez et
al. 2003, Meunpol et al. 2005, Goimier et al. 2006, Coman et al. 2007b). Estes
componentes sdo 0s mais abundantes nos alimentos, sendo aproveitados na biossintese e
mobilizados intensamente na fase de maturagdo (Harrison 1990).

No caso dos machos, um dos papéis da proteina esta relacionado a composicao
do espinho do espermatozdide (Goimier et al. 2006). Como o espermatozéide do
camardo ndo possui motilidade, a fixacdo do gameta masculino ao ovdcito é feita pelo
espinho, ocorrendo em seguida a liberagcdo do material genético masculino na
fecundacdo (Dall et al. 1990). A auséncia do espinho caracteriza uma anomalia
morfologica do espermatozdide comprometendo a qualidade espermatica (Goimier et

al. 2006).
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Goimier et al. (2006) propuseram uma percentagem minima de proteina na
alimentacdo de Litopenaeus setiferus (Linnaeus 1767) para as diferentes fases de vida,
sendo 40% de proteina para pos-larvas, 30% para juvenis e 45% para machos adultos. E
consideraram ainda as porcentagens de proteina, para os adultos, suficientes para um
satisfatorio desempenho na qualidade espermatica.

Dentre os itens alimentares utilizados no presente estudo, siri foi 0 Unico a
apresentar nivel de proteina inferior ao proposto pelos autores acima citados (40,47%).
Os demais itens apresentaram concentracdes de proteina superiores a 45%, com
destaque para lula e peixe que contiveram 86,23% e 95,74% de proteina do total do
peso seco, respectivamente.

Quanto aos lipidios, o grupo mais importante para 0s processos de maturacao e
reproducdo de camardes é dos acidos graxos, pois esse grupo de lipidios estd presente
em elevadas concentracdes nas gbnadas maduras e no vitelo (Harrison 1990). Os acidos
graxos podem ser saturados e insaturados (Lehninger 1986). Os insaturados sdo
subdivididos ainda em poliinsaturados e altamente insaturados, PUFAS e HUFAS
(siglas em inglés), respectivamente, e sdo fundamentais para o desenvolvimento do
sistema reprodutivo de camarbes (Bray & Lawrence 1992, Browdy 1992, Harrison
1997, Wouters et al. 2001a).

Em reprodutores de Litopenaeus vannamei (Boone 1931), a exigéncia de
lipidios totais é por volta de 9%. Para Litopenaeus stylirostris (Stimpson 1874), por sua
vez, o desempenho reprodutivo satisfatorio tem sido obtido utilizando dietas com 11%
de lipidios totais (Wouters et al. 2001a). Dos ingredientes utilizados no presente estudo,

a racdo foi o item que apresentou valor proximo aos indicados anteriormente para
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camarfes peneideos (9-11% de lipidios). Os demais itens apresentaram valores
inferiores de lipidios totais, 0,49% para peixe, 4,79% para lula e 4,99% para siri.

A diferenca de constituicdo protéica e lipidica entre os ingredientes utilizados
neste estudo reforca a necessidade de diversificacdo dos alimentos para a melhor
composicdo da dieta praticada em laboratorio, visando a suplementacdo ideal para a
maturacdo das gOnadas. Essa diversificacdo de alimentos frescos fornecidos
alternadamente com a dieta seca, explica 0 sucesso da maturacdo de peneideos em
cativeiro até os dias atuais. Embora a utilizacdo da racdo seja preconizada, a realizacao
de maturacdo das gbnadas em cativeiro oferecendo apenas racdo, em geral, ndo é bem
sucedida (Wouters et al. 2001a).

Em Fenneropenaeus indicus (Edwards 1837), o desempenho reprodutivo de
camardes alimentados apenas com racéo é pior em relacdo aqueles alimentados apenas
com mexilhdo (Cahu et al. 1995). Em Fenneropenaeus chinensis (Osbeck 1765) ndo ha
diferenca de desempenho reprodutivo entre camardes alimentados apenas com ragédo e
camar@es alimentados apenas com moluscos (Xu et al. 1994). Em Penaeus monodon
(Fabricius 1798), em contrapartida, uma dieta formulada totalmente com racao
apresenta desempenho reprodutivo melhor do que uma dieta formulada com mexilhédo e
figado de bezerro (Marsden et al. 1997).

A oferta de uma dieta balanceada é importante para a reproducao de camardes
(Bray & Lawrence 1992, Browdy 1992, Wouters et al. 2001a). Uma dieta adequada
permite 0 acumulo de reservas energéticas (Harrison 1990), as quais garantirdo a
producdo de gametas de qualidade, (Harrison 1990, Goimier et al. 2006) e,
consequentemente, de pds-larvas também de boa qualidade (Harrison 1997, Racotta et

al. 2003).
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Os estudos sobre a qualidade espermatica de reprodutores de F. paulensis sdo
escassos (Costa 1992, Cavalli et al. 1997, Peixoto et al. 2004b, Nakayama et al. 2008b).
Mas alguns padrdes foram observados, como por exemplo, na classe de peso de 20-27g,
geralmente o peso de espermatéforo varia de 7 a 18mg e a quantidade de
espermatozdides estd entre 1,2-3,7 milhdes por espermatoforo. Essa mesma classe de
peso é a indicada para a reproducao em cativeiro (Cavalli et al. 1997).

No presente estudo, os espermatoforos foram inicialmente mais pesados, com
24+2mg em média, e no final apresentaram pesos médios (16£1mg) semelhantes aos
obtidos nos estudos supracitados. O numero médio de espermatozoides inicial
(5,07x10°+1,47x10°) e final (4,18x10°+0,74x10°), por sua vez, foi maior.

Esses parametros podem variar de acordo com a espécie, origem, idade, peso
e/ou estagio de maturacdo do camardo (Alfaro 1993, Diaz et al. 2001). No presente
estudo a espécie utilizada e a classe de peso (22,41+1,10g) foram as mesmas utilizadas
por Cavalli et al. (1997), por isso as diferencas dos valores de peso do espermat6foro e
de numero de espermatozdides entre os estudos podem ser atribuidas a diferentes
idades, estagios de maturacdo gonadal dos animais e lote de captura de cada
experimento. A variacdo é aparentemente mais ampla do que nos trabalhos anteriores,
mas ainda com proximidade do padrdo para caracterizacdo da espécie.

Outro atributo da qualidade espermética, além da quantidade de
espermatozdides, € o processo de melanizagdo dos espermatdforos. Esse processo pode
ser resultante de: infeccdo bacteriana (Talbot et al. 1989, Alfaro et al. 1993),
temperaturas elevadas (Pascual et al. 1998, Pascual et al. 2003a, Perez-Velazquez et al.

2001, Sanchez et al. 2001), dieta desbalanceada (Goimier et al. 2006) ou simplesmente
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falta da transferéncia do espermatoforo para fémeas (Parnes et al. 2006), entre outros
fatores.

A melanizacéo pode evoluir para deterioracdo do espermatoforo, alcancando o
trato reprodutivo. A melanizacdo no espermatoforo estd relacionada a perda de
qualidade espermética geralmente, com reducdo progressiva do namero de
espermatozdides e pelo aumento das percentagens de células anormais e mortas (Diaz et
al. 2001). Talbot et al. (1989) denominaram este fenbmeno como Sindrome
Degenerativa do Trato Reprodutivo de Machos (MRTDS, sigla em inglés).

Alfaro et al. (1993), no entanto, demonstraram que a melanizacdo dos
espermatoforos e do trato reprodutivo pode ser resultado de duas sindromes distintas.
Segundo estes autores, a Melanizacdo do Sistema Reprodutivo do Macho (MRSM, sigla
em inglés) é a sindrome associada a infec¢Ges causadas por microorganismos como as
bactérias oportunistas, Vibrio alginolyticus (Miyamoto et al. 1961), Pseudomonas
putrefaciens (Derby & Hammer 1931) e outras. Enquanto, a MRTDS esta associada a
problemas endocrinos ocasionados pelo estresse induzido pelo cultivo (Pascual et al.
1998). A melanizacdo teria entdo duas possiveis causas, uma patolégica com agente
infectante e a outra resultante de processos fisioldgicos atribuidos a um quadro de
estresse.

Em crustaceos, a melanizacdo possui importante papel no sistema imunoldgico.
A melanina é uma molécula toxica produzida pelo sistema profenoloxidase (proPO)
(Alfaro et al. 1993). A proPO é uma pré-enzima inativa que ocorre na hemolinfa e é
ativada para fenoloxidase (PO) quando esta reage com lipopolissacarideos bacterianos,

uréia, ions calcio, calor, entre outros. A PO € responsavel pela sintese da melanina
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(Sarathi et al. 2007), que é depositada em locais proximos a invasdo de
microorganismos em caso de MRSM (Vargas-Albores & Yepiz-Plascencia 2000).

Séanchez et al. (2001) propuseram a seguinte sequéncia para explicar o
aparecimento da MRTDS em camardes machos: 1. Em condic¢des de cultivo, o estresse
nutricional é presente e juntamente a outros fatores (ex. temperatura) produz estresse
fisioldgico nos camardes; 2. Esse estresse reduz a capacidade imunoldgica pela reducgéo
de hemdcitos, alterando os mecanismos de regulacdo do proPO; 3. Essa alteracdo
produz um aumento na atividade do sistema de proPo, que aumenta a producdo de
melanina; 4. O aumento de melanina, por fim, produz degeneracao das células e por fim
a esterilizacdo dos machos.

A sequéncia sugerida por Sanchez et al. (2001) demonstra a importancia que
deve ser dada a presenca da melanizacdo, sobretudo se os animais sdo destinados a
producdo pds-larvas em cativeiro. Para a manutencao da qualidade dos reprodutores, 0s
cuidados devem ser tomados no inicio das atividades em sistemas de maturacao.
Durante a selecdo dos machos destinados a maturacdo, deve ser priorizada a escolha de
animais aparentemente saudaveis, sem necroses na carapaca e sem areas melanizadas no
trato reprodutivo (ampola terminal e espermatdforo), com presenca de todos os
apéndices e espermatdforos, entre outros.

No presente estudo, inicialmente nenhum dos animais apresentou melanizagédo
ou areas melanizadas. Mas no fim do periodo experimental em todos os tratamentos os
animais apresentaram espermatoforos melanizados, sendo o tratamento racdo com
maior taxa de melanizacdo (42,85%). Nos demais tratamentos em que itens frescos
foram incluidos, as taxas de melanizagcdo foram menores (15,38% para alimento fresco

e 12,51% para alimento fresco mais ragéo).
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A partir da melanizacdo de espermatoforos observada em todos os tratamentos
é possivel inferir que, ao final do experimento, houve desgaste dos camardes devido a
permanéncia em cativeiro. No entanto, o tipo de alimento oferecido aparentemente
também contribuiu para os resultados encontrados no presente estudo. A maior taxa de
melanizacao registrada no tratamento racdo, por exemplo, pode ser atribuida ao fator
alimentacdo, tendo em vista as menores taxas de melanizagéo registradas nos demais
tratamentos.

No entanto, a partir da sequéncia de eventos proposta por Sanchez et al. (2001)
para explicar a progressdo da melanizacdo, pode-se inferir que o processo de
degeneracdo dos espermatdforos do tratamento racdo estava no inicio. A utilizacdo de
dieta inapropriada foi suficiente para aumentar a quantidade de melanina produzida,
mas ndo para diminuir o nimero de espermatozoides contidos nos espermatéforos. Isto
porque, mesmo apresentando a maior taxa de melanizacdo, a quantidade de
espermatozéides dos espermatoforos ndo apresentou diferenca significativa em relacédo
aos demais tratamentos.

No presente trabalho, o tratamento ra¢do também apresentou a maior taxa de
auséncia de espermatéforo (42,8%). Nos demais tratamento os valores foram inferiores
ou ainda o espermatdéforo estava presente em todos os animais como no tratamento
alimento fresco.

Alguns autores atribuem a auséncia de espermat6foros ao processo natural de
degeneracdo (Alfaro & Lozano 1993). A degeneragdo dos espermatdforos esta
associada ao ciclo de muda (Heitzmann et al. 1993, Parnes et al. 2006). Parnes et al.
(2006), por exemplo, observaram que os espermatéforos sdo absorvidos pelo organismo

do animal cerca de 24h antes da muda, sendo formado outro logo ap6s o processo de
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muda ser completado. A renovacdo do espermatoforo pode ser feita a cada duas ou trés
semanas (Pascual et al. 1998). Entretanto, esse periodo pode ser reduzido por condic¢des
inapropriadas de cultivo, inclusive fatores nutricionais (Leung-Trujillo & Lawrence
1987b, Ceballos-Vazquez et al. 2004).

A melanizacdo do espermatoforo e a auséncia de espermatoforo registradas em
todos os tratamentos no presente estudo, provavelmente sdo resultantes do desgaste de
cativeiro. Contudo, problemas nutricionais possivelmente atuaram acelerando a
degeneracdo natural dos espermatoforos. Os resultados obtidos para o tratamento racédo
corroboram esta hipotese, uma vez que nesse a perda foi mais acentuada, tendo em vista
a melanizacdo e a auséncia de espermatoforos. Os resultados do peso do hepatopancreas
e dos indices espermatossomatico e hepatossomatico podem ainda explicar parte do
ocorrido no experimento quanto aos diferentes alimentos utilizados.

O hepatopancreas é uma glandula pertencente ao intestino médio de crustaceos
(Ruppert & Barnes 2005). Essa glandula desempenha importante funcdo na assimilacéo,
degradacéo e absorcdo dos nutrientes, representando o principal reservatério de energia
utilizada para o crescimento, maturacdo das gbnadas e metabolismo de crustaceos
decapodos (Papa 2007, Palacios et al. 2000).

Nesse processo, 0s metabdlitos, como glicose e triglicerideos, sdo
transportados do hepatopancreas para a gdnada por meio da hemolinfa (Pérez-Jar 2005).
Kulkarni & Nagabhushanam (1979) observaram uma diminui¢do significativa de
glicogénio e &cidos graxos no hepatopancreas durante a maturagdo do ovério e a
espermatogénese de Parapenaeopsis hardwickii (Miers 1878) e um aumento simultaneo
desses nutrientes no ovario e nos testiculos. Portanto, o peso do hepatopéancreas esta

relacionado ao estagio de desenvolvimento das gbnadas e ao gasto de energia,
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direcionado para o0 crescimento ou para a maturidade sexual (Papa 2007). Sureshkumar
& Kurup (1999), por exemplo, registraram correlacdo negativa entre o peso do
hepatopancreas e a maturidade gonadal em machos adultos de Macrobrachium
rosenbergii (De Man 1879).

No presente estudo, os hepatopancreas dos machos do tratamento racédo foram
em média significativamente mais pesados do que os do tratamento alimento fresco. Os
indices espermatossomatico e hepatossomatico apresentaram tendéncia de variagdo com
padrdes inversos. Essa variacdo sugere a transferéncia de nutrientes do hepatopancreas
para a formacéo do espermatéforo.

No tratamento racdo, como ja mencionado, as exigéncias nutricionais
aparentemente ndo foram atingidas, tendo em vista as maiores porcentagens de
melanizacdo e auséncia de espermatdforo observadas nesse tratamento. Por isso, no
tratamento racdo, o processo de reproducdo foi preterizado, havendo menor
transferéncia de nutrientes do hepatopancreas para a formacdo do espermatdforo em
relacdo aos demais tratamentos. Assim, o indice hepatossomatico e o peso da glandula
foram maiores a medida que o indice espermatossomatico foi menor.

Considerando os mesmos parametros de qualidade espermatica, melanizacdo e
auséncia de espermatdéforo, os camardes dos tratamentos alimento fresco e alimento
fresco mais racdo estavam aparentemente em melhores condi¢des nutricionais. Nesses
foi observado, entéo, padréo inverso em relacdo ao tratamento racdo. Assim, tendo em
vista as melhores condic¢des nutricionais dos camardes, a reproducdo foi mantida, sendo
registrados valores menores do peso do hepatopéancreas e indice hepatossomatico e

valores maiores do indice espermatossomatico.
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Os resultados das analises bioquimicas realizadas nos tecidos (hemolinfa,
hepatopancreas e musculo) também sdo Uteis para corroborar a hipotese de que no
tratamento racdo as exigéncias nutricionais ndo foram atingidas. As concentracdes de
proteina total em tecidos podem ser afetadas pela baixa disponibilidade energética,
como ocorre durante inani¢cdo, muda ou alimentacdo de baixa qualidade (Mercier et al.
2006), sendo importante, portanto, considerar o nivel de proteina na dieta (Cedefio et al.
2000, Pascual et al. 2003b). No entanto, nenhum padrdo foi observado no presente
estudo entre os niveis de proteina contidos nas dietas e as concentracdes nos tecidos dos
camardes

Os triglicerideos contém &cidos graxos como unidades fundamentais,
caracterizando-se como os lipidios mais simples e abundantes das células de plantas e
animais (Lehninger 1986). Em camardes, os triglicerideos desempenham funcdes
reprodutivas, participando, por exemplo, da sintese de celulas espermaticas nos
testiculos (Mourente & Rodriguez 1997). Além de desempenharem funcdo energética,
pois esses sdo 0 componente bioquimico mais importante para estocagem de energia por
meio do armazenamento de gordura alimentar (Palacios et al. 1999). Por isso, 0s
triglicerideos tém sido utilizados como indicadores nutricionais de camardes peneideos
(Mercier et al. 2006). No entanto, também foram iguais entre os tratamentos.

A glicose é o carboidrato mais abundante na hemolinfa em crustaceos
(Gutiérrez et al. 2007), representando a principal fonte energética para o funcionamento
de o6rgdos e musculos (Hall & van Ham 1998). Os niveis de glicose podem ser
influenciados por fatores como estdgio de muda, temperatura, manejo, condigdo

nutricional e outros (Hollmann et al. 2008).
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A concentracdo de glicose presente nos tecidos de reserva é parametro para
indicar estresse em crustaceos (Mercier et al. 2006). Os valores de glicose na hemolinfa
entre 13-20 mg.dl™ geralmente ocorrem em animais sem estresse (Racotta & Palacios
1998, Racotta et al. 2002, Pascual et al. 2003b). A hiperglicemia é a resposta
bioquimica tipica de muitos animais marinhos ao estresse (Hollmann et al. 2008). Essa
elevacdo na concentracdo de glicose € induzida pelo Horménio Hiperglicémico de
Crustaceos (CHH, sigla em inglés) (Gutiérrez et al. 2007). Esse hormonio é secretado
pelo complexo 6rgdo X — glandula do seio (Fingerman 1997) apds a exposicdo do
animal a eventos estressantes como, por exemplo, manipulacdo, emersdo, variacdo
brusca de salinidade, doencas, exposicao a poluentes e elevadas temperaturas (Lorenzon
et al. 2008).

O CHH ¢ responsavel pela mobilizacdo da glicose, a partir da hidrolise do
glicogénio armazenado nos musculos e no hepatopancreas. Quando os niveis de glicose
na hemolinfa estdo baixos, 0 CHH é secretado, promovendo a hidrolise do glicogénio e,
por conseguinte, elevando a concentracdo de glicose. Em contrapartida, quando os
niveis de glicose estdo elevados na hemolinfa, a liberacdo do CHH é inibida. Nessa
etapa, o processo de producdo da glicose € entdo paralisado (Hollmann et al. 2008).

No presente estudo, dentre os componentes bioguimicos dos tecidos, apenas as
concentracdes da glicose na hemolinfa e no hepatopancreas apresentaram diferenca
significativa entre os tratamentos. Na hemolinfa, a glicose foi maior no tratamento ragéo
(31,19+14,40mg.dI™) do que nos tratamentos alimento fresco (12,24+5,18mg.dl™") e
alimento fresco mais racdo (10,97+3,76mg.dl™). No hepatopancreas, a glicose foi
diferente apenas entre os tratamentos alimento fresco (2,26+1,51mg.dl™) e racdo

(4,68+1,52mg.dI™).
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A concentracdo média de glicose na hemolinfa dos camardes alimentados
apenas com racdo (31,19mg.dl™) caracterizou animais estressados e hiperglicémicos.
Esse estresse provavelmente foi causado pela deficiéncia nutricional. Isto porque nos
demais tratamentos nao foi verificada hiperglicemia.

Em suma, os camardes alimentados apenas com ragdo apresentaram
hiperglicemia, demonstrada pelas maiores concentracbes de glicose na hemolinfa;
hepatopancreas mais pesados; e maiores taxas de auséncia de espermatdforo e de
melanizacao.

Os parametros de qualidade de &gua podem ser responsaveis por problemas
fisiolégicos e/ou perda de qualidade reprodutiva (Cavalli et al. 1998, Pascual et al.
1998, Pascual et al. 2003a, Perez-Velazquez et al. 2001). No entanto, os parametros de
qualidade de agua para todos os tratamentos estavam dentro do considerado ideal para a
espécie (Marchiori & Boff 1983, Peixoto et al. 2005), com temperaturas entre 24,5°C a
29°C e salinidade de 33 a 35. Desse modo, a deficiéncia nutricional provavelmente foi o
principal fator para explicar os resultados do presente trabalho.

A racdo aparentemente ndo supriu as exigéncias nutricionais dos machos
reprodutores, gerando estresse fisiologico, verificado pela elevada concentracdo da
glicose na hemolinfa. A reconstituicdo das reservas energéticas como mecanismo de
manutencdo do metabolismo do animal foi priorizada, demonstrada pela maior
concentracdo de glicose no hepatopancreas e, consequente aumento do peso do mesmo.
Por fim, os processos de maturacdo e reproducdo foram em parte prejudicados, tendo
em vista as maiores taxas de melanizacdo e auséncia de espermatoforo. Diante desse

quadro de estresse, a sobrevivéncia foi menor nesse tratamento.
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CONCLUSOES

H& evidéncias de que a condi¢do de estresse observada nos camarfes do
tratamento racdo foi resultante do fator nutricional. A inclusdo de itens frescos e
diversificados em sistemas de maturacdo de F. paulensis, visando a maturacdo de
machos, é importante para evitar o estresse, baixas sobrevivéncias, altas taxas de
melanizacgdo e de auséncia de espermatoforo. Dietas misturando alimento fresco e ragédo
podem ser utilizadas sem causar prejuizos reprodutivos em machos. Conforme tem sido
observado em trabalhos anteriores com outras espécies de peneideos, 0 emprego
exclusivo de ragdo na manutencao de reprodutores machos de F. paulensis demonstrou
ineficiéncia do atendimento das exigéncias nutricionais desses animais em cativeiro.
N&o sendo indicado, portanto, o uso de apenas ragdo no sistema de maturacdo para

machos do camardo-rosa.
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos na presente dissertacdo foi possivel caracterizar
ultraestruturalmente o espermatozéide do camardo-rosa. O espermatozoide do camaréo-
rosa Farfantepenaeus paulensis (Pérez-Farfante 1967) é do tipo uniestrelado,
constituido por um corpo principal e um unico espinho derivado do acrossoma. As
medidas morfométricas do espermatozéide e as membranas lamelares citoplasmaticas
pouco Visiveis sdo as principais caracteristicas ultraestruturais que diferenciam o
espermatozéide de F. paulensis dos espermatozoides das demais espécies de camardes
peneideos ja estudadas.

Além disso, na presente dissertacdo foi avaliado o efeito de trés tipos de dietas
sobre a qualidade espermatica e da composicao bioquimica dos tecidos. Os resultados
obtidos indicam que as dietas formuladas apenas com racdo ndo atendem as exigéncias
nutricionais dos machos. Assim, a inclusdo de itens frescos é fundamental para o éxito
da maturacdo e producdo de espermatoforos e espermatozoides de boa qualidade.

De maneira geral, os resultados obtidos podem contribuir para futuros estudos
filogenéticos e para o desenvolvimento de estratégias reprodutivas a serem tomadas em
sistemas de maturacdo do camardo-rosa. No entanto, outros aspectos morfologicos do
trato reprodutivo e das células espermaticas, além de aspectos nutricionais e fatores que
afetam o desempenho reprodutivo dos machos de F. paulensis ainda devem ser
investigados.

Para melhor compreender a ultraestrutura dos espermatozoides encontrados nos
espermatoforos do camardo-rosa, a espermiogénese da espécie ainda deve ser estudada,
para verificar as modificacGes e 0s processos envolvidos na maturagdo das células.

Assim como, as alteracBes morfologicas que os espermatozoOides sofrem apds a
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transferéncia dos espermatoforos para o télico das fémeas, a reacdo acrossémica dos
espermatozdides e a interacdo espermatozoide-ovacito.

Quanto aos aspectos nutricionais, ainda precisam ser investigadas as exigéncias
de nutrientes especificos, como &cidos graxos altamente insaturados e poliinsaturados.
Outros fatores como temperatura, tempo de regeneracdo dos espermatoforos,
aclimatacdo e outros também devem ser investigados. Esses aspectos nutricionais e
fatores contribuirdo para o melhoramento do desempenho reprodutivo dos machos de F.

paulensis em cativeiro.
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APENDICE 1

PREPARACAO DO FIXADOR PARA MICROSCOPIA ELETRONICA
Metodologia de Robinson et al. (1987)

Para a obtencdo da solucéo fixadora de amostras bioldgicas para microscopia
eletronica é imprescindivel que o manejo de todas as solugfes aqui apresentadas seja
realizado com luva e em capela de exaustdo. Essa solugdo é composta por 1:1:1 de
glutaraldeido 6%, cacodilato de sodio 0,1M e paraformaldeido 6%. Para a sua
preparacdo devem ser preparadas separadamente 40ml de cada um dos componentes da
solucéo.

Para a preparacdo de 40ml de glutaraldeido a 6%, deve ser medido 9,6ml de
glutaraldeido a 25% em uma proveta, cujo volume deve ser completado com agua
destilada. Por sua vez, para preparar 40ml de cacodilato de sddio a 0,1M, 0,8561g deve
ser pesado e dissolvido em 40ml de &gua tridestilada em agitador magnético.

A preparacdo de 40ml de paraformaldeido a 6% é precedida pela preparacdo de
paraformaldeido a 40%. Para tanto, 40g de paraformaldeido em pé devem ser pesados,
sendo diluidos em 100ml de agua tridestilada morna durante dois a trés minutos sob
agitacdo. Em seguida, em capela, a solucdo é aquecida a 60°C ou até 80°C durante 15 a
20 minutos. Por fim, deve ser adicionada uma ou duas gostas de hidroxido de sddio
(NaOH) a 1N para o clareamento da solugdo. Uma vez, pronta a solugdo, 6ml de
paraformaldeido a 40% deve ser medida em uma proveta de 100ml, cujo volume deve
ser completado com agua tridestilada, obtendo entdo paraformaldeido a 6%.

Finalmente, os 40ml de glutaraldeido a 6%, 40ml de cacodilato de sodio a
0,1M e 40ml de paraformaldeido a 6% devem ser misturados. A solugdo fixadora deve

ser armazenada sob refrigeragéo (5°C).
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A solucdo salina para a especie deve ter pH de 7,4. A tabela abaixo lista o0s

componentes quimicos que compdem a solucdo e suas concentracdes a serem utilizadas

para a formulacdo da mesma:

COMPONENTES g.I"
Cloreto de sodio NaCl 7,7
Cloreto de magnésio MgCl, 1,65
Cloreto de célcio CaCl, 0,36
Cloreto de potassio KCI 0,24
Bicarbonato de sodio NaHCO; 0,07
Sulfato de sodio Na,SO, 1,30
Brometo de sddio NaBr 0,02




