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RESUMO - Este estudo foi realizado para avaliar o efeito da contamina¢do da dgua por cadmio sobre a taxa de fertilizagao
dos ovdcitos e de eclosdo dos ovos e a duragdo da motilidade espermatica em jundia (Rhamdia quelen). Foram realizados dois
ensaios: no ensaio 1, foi avaliado o efeito do cadmio sobre a fertilizagao artificial dos ovocitos e a eclosdo dos ovos e, no ensaio
2, o efeito do cadmio sobre a duragdo da motilidade espermatica. Em ambos os ensaios, adotou-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado com cinco niveis de cadmio na agua (0; 20; 50; 80 e 110 mg L-!), avaliados com quatro (ensaio 1)
ou trés repeticdes (ensaio 2). As taxas de fertilizacdo e eclosdo tiveram resposta linear, mantendo-se constantes até os niveis
de 28,6 ¢ 40,4 mg L, respectivamente. A partir desses niveis, ocorreu um efeito linear inversamente proporcional entre as
taxas de fertilizacdo e eclosdo e o aumento dos niveis de cadmio. O aumento do nivel de cadmio na agua teve efeito linear inverso
na duragdo da motilidade espermatica, proporcionando reducdo de 21,8s em dagua limpa para 10,6s em agua contaminada

contendo 110 mg'!. Niveis a partir de 20,0 e 28,6 mg L! influenciam espermatozoides e ovocitos de jundia, respectivamente.
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Sperm motility, oocyte fertilization and egg hatching on jundia catfish in
cadmium contaminated water

ABSTRACT - The objective of this work was to evaluate the effect of water contaminated by cadmium on the rates of
oocyte fertilization and egg hatching, and sperm motility duration on jundid catfish (Rhamdia quelen). Two trials were
performed: in trial 1, it was evaluated the effect of cadmium on the artificial fertilization of oocytes and egg hatching and
in trial 2, the effects of cadmium on the sperm motility duration were evaluated. In both trials, it was used a completely
randomized experimental design with five levels of cadmium in the water (0; 20; 50; 80 and 110 mg L'!) evaluated with four
(trial 1) or three replicates (trial 2). Fertilization and hatching rates showed linear response, remaining constant up to the
levels of 28.6 and 40.4 mg L-!, respectively. From these levels, a linear effect inversely proportional between the fertilization
and hatching rates and an increase in the levels of cadmium occurred. The increase on the level of cadium in the water had
an inverse linear effect of sperm motility duration providing a reduction from 21.8s in clean water to 10.6s in contaminated

water containing 110 mg L', Levels from 20.0 to 28.6 mg L-! influence sperm and oocytes of jundia catfish, respectively.
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Introducao

O jundia (Rhamdia quelen) é uma espécie de peixe
reofilica pertencente a ordem Siluriformes (Nakatani etal.,
2001) encontrado nas Américas Central e do Sul
(Silfvergrip, 1996; Baldisserotto, 2004). E uma espécie
nativa capaz de tolerar baixas temperaturas, apresentando
bom crescimento no inverno e verao, principalmente, no
sul do Brasil (Piaia & Baldisserotto, 2000), alto rendimento
de carcaca, carne de 6timo sabor (Barcelos et al., 2003) e
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boa aceitagdo no mercado consumidor (Marchioro &
Baldisserotto, 1999).

Apesar do processo reprodutivo do jundid estar
praticamente dominado (Huergo & Zaniboni Filho, 2006),
alguns estudos envolvendo praticas reprodutivas ainda
sdonecessarios (Bombardellietal.,2006), especialmente no
que diz respeito a qualidade dos gametas e suas interagdes
com o ambiente (Hilbig et al., 2008). A exemplo disso,
estudos apresentam influéncias dos metais pesados sobre
a reproducdo de peixes (Kime, 1995; Sumpter, 1997),
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especialmente na qualidade dos gametas (Kimeetal., 1996;
Lahnsteiner et al., 2004), na fertilizagdo dos ovocitos
(Rurangwa et al., 1998; Hilbig, 2008) e na qualidade das
larvas (Jezierskaetal., 2000; Sarnowski, 2004).

Nos peixes teledsteos com fertilizacdo externa, no
momento em que ocorre a desova, os gametas sdo langados
no ambiente para que ocorra a fertilizacdo. Nesse instante,
os gametas estdo expostos a varios contaminantes
presentes na agua, entre eles, os metais pesados mercurio,
zinco, chumbo, cobre ¢ cadmio (Kime & Nash, 1999).
Esses elementos-traco, em certos niveis, prejudicam a
motilidade dos espermatozoides e a fertilizagdo dos
ovocitos (Kime, 1995).

O objetivo neste trabalho foi avaliar os efeitos da
contamina¢do da agua por cadmio sobre as taxas de
fertilizagao dos ovocitos, a eclosdo dos ovos e a duragao da
motilidade espermatica de jundias (Rhamdia quelen).

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratorio de
Tecnologia da Reproducdo de Animais Aqudticos
Cultivaveis (LATRAAC) da Universidade Estadual do
Oeste do Parana (UNIOESTE), instalado no Centro de
Pesquisa em Aqiiicultura Ambiental (CPAA), Toledo/PR.

Quatro fémeas e trés machos de jundia (Rhamdia
quelen) provenientes da estagdo de pesquisa foram
macroscopicamente selecionados no tanque de cultivo
utilizando-se como critérios, nas fémeas, abdomen
arredondado, papila urogenital avermelhada, coloragdo e
tamanho dos ovdcitos uniformes e, nos machos, presenga
de sémen. Os ovocitos e 0 sémen foram coletados por meio
de leve pressdo abdominal no sentido céfalo-caudal.

Apos a selecdo, os reprodutores foram levados ao
laboratorio, pesados, medidos, marcados e separados por
sexo em tanques circulares de 1.500 L com renovagdo
constante daagua (750 L h™!). Machos e fémeas apresentavam
431,67+35,47 g;481,25+293,21¢g;e28,17+4,04 cm;
27,25 +5,17 cm, respectivamente.

Os peixes foram induzidos com aplicagdo de extrato
bruto de hipofise de carpa (EBHC). Machos e fémeas
receberam uma dose tnica de 3,0 mge 5,5 mg de EHC kg™!
de reprodutor, respectivamente. As aplicagdes foram
realizadas no musculo, préximo a nadadeira dorsal
(Bombardellietal.,2006). Apds 240 horas-grau ou unidades
térmicas acumuladas, realizaram-se as coletas dos gametas.
Para isso, os individuos foram contidos e secos com panos
e papel-toalha. Em seguida foirealizada massagem naregido
ventral em sentido céfalo-caudal. A coleta do sémen foi

realizada em tubo de ensaio graduado de 10 mL, para
mensuracdo do volume total coletado, e os ovocitos foram
coletados em placas de Petri.

A partir do sémen coletado dos reprodutores, preparou-se
um pool e realizaram-se as analises de concentragdo
espermatica ¢ do tempo de duracdo da motilidade
espermatica. A analise de concentragdo espermatica foi
realizada mediante contagem de células espermaticas em
camara hematimétrica de Neubauer, apds a fixagdo dos
espermatozoides em formol salino tamponado auma diluicao
de 1:1000 (sémen:fixador) conforme Hilbig et al. (2008).

Nos ensaios de fertilizagao, foram utilizados 40 mL de
ovoécitos provenientes do pool de todas as fémeas. Foi
utilizado um delineamento experimental inteiramente
casualizado,composto por cinco fatores em estudo e quatro
repeticdes (20 unidades experimentais). Os fatores foram
constituidos pelo emprego de 4gua contaminada por cadmio,
como soluc¢do ativadora dos gametas, nos niveis de 0; 20;
50;80;¢ 110mgde L"!. Considerou-se unidade experimental
uma incubadora (2,5L de volume util), contendo 2,0 mL de
ovocitos (2.710 ovocitos) fertilizados com 0,1 mL de sémen
(1,7174x10° espermatozoides.ovécito™!), com adaptagio
ao descrito por Bombardelli et al. (2006). O volume de
solugdo ativadora empregada para a fertilizagao dos ovocitos
foide 10 mL durante um minuto. Antes de iniciar o processo
de incubagio, os ovocitos foram lavados diversas vezes em
agua isenta do metal, com o intuito de retirar o cadmio
presente na agua utilizada no processo de fertilizacao
artificial. Apods a fertilizagdo, os ovos foram levados para as
incubadoras experimentais ligadas a um sistema de
recirculagdo de agua isenta de contaminantes contendo os
respectivos valores: pH = 6,80; oxigénio dissolvido =
4,26 mgL-!; alcalinidade=49,815 mg de CaCO, L™!; dureza=
43,96 mgde CaCO, L-!; améniatotal =0,126 mg L"!; nitrito=
0,0038 mg L-!; nitrato=0,29 mg L-!. A temperatura da d4gua
do sistema de incubagao foi de 27,5+ 1 °C e foi controlada
por meio de sistema de resisténcia elétrica e termostato e
mensurada de hora em hora.

Ap6s o fechamento do blastéporo (oito horas apods a
fertilizacdo) (Amorimetal.,2009), foram estimadas as taxas
de fertilizacdo por contagem em microscopio estereoscopico
(aumento de 20X) de trés amostras de aproximadamente
200 ovos de cada unidade experimental. A taxa de eclosdo
dos ovos foi mensurada 24 horas apds a fertilizacao, por
meio da estimativa do nimero total de larvas de cada
unidade experimental.

Também foi mensurado o efeito das mesmas solugdes
contaminadas por cadmio sobre o tempo de motilidade
espermatica, avaliado utilizando-se uma dilui¢do de 1:40
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(sémen:solucdo ativadora). Apds a ativacdo, 5 puL do
material foram analisados em microscopia de luz (objetiva
40X), registrando-se o tempo transcorrido até a perda do
movimento de 50% dos espermatozoides, conforme
relatos de Sanches et al. (2009). Para essa avalia¢ao, foi
utilizado delineamento experimental inteiramente
casualizado com trés repeti¢cdes para cada nivel de
contaminacao por cadmio.

Os resultados das taxas de fertilizacdo e eclosdo e do
tempo de motilidade espermatica foram submetidos a analise
deregressdoa 5% de significancia utilizando-se o software
o SAEG - Sistema de Analises Estatisticas ¢ Genéticas
(UFV,1997).

Resultados e Discussao

O sémen utilizado no experimento apresentou concen-
tragdo espermatica de 4,6525x1010 espermatozoides mL™!
e tempo de motilidade espermatica em agua limpa de
21,86+ 1,33s. Resultados similares foram encontrados por
Bombardelli et al. (2006), que observaram concentragdo
espermatica de 1,97x10'° mL"! em individuos da mesma
espécie, e por Hilbigetal. (2008), que registraram motilidade
em agua limpa de 27,2 segundos.
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Figura 1 - Taxas de fertilizacdo dos ovodcitos e de eclosdo de
ovos de jundia fertilizados artificialmente em agua
contaminada com cadmio.

Os niveis de cadmio na agua tiveram efeito linear
(P<0,05) sobre as taxas de fertilizacao (Figura 1), fato que
sugere auséncia de efeito entre os niveis de cadmio até a
concentragio de 28,65 mg L-!, mantendo-se a média de
79,66% dos ovocitos fertilizados. A partir dessa
concentracgdo, os resultados mostraram efeito (P<0,05) linear
inversamente proporcional aos niveis crescentes de cddmio.
Comportamento semelhante foi verificado por Hilbig et al.
(2008), que, testando diferentes niveis de chumbo,
observaram que a contaminacdo da agua de fertilizagdo
artificial e incubacdo dos ovos com niveis de chumbo
superiores a 0,25 mg L™! reduziu as taxas de fertilizagio de
ovocitos de Rhamdia quelen.

Astaxa de eclosdo tiveram comportamento semelhante
ao dataxa de fertilizag@o, no entanto, a dose de cadmio que
iniciou a redugio das taxas de eclosio foi de 40,42 mg L"!
(Figura 1). A causa dessa reducdo das taxas de fertilizagao
e de eclosao (Figura 1) pode ter sido as injurias causadas
pelo causadas pelo caddmio sobre as membranas dos gametas
e/ouovos embrionados (Brooks etal., 1997). Almeidaetal.
(2002) sugeriram que o cadmio pode ter esse efeito devido
ao seu alto potencial de oxirredugdo, decorrente da liberagao
de radicais livres de oxigénio.

Rurangwaetal. (1998) notaram efeito semelhante quanto
areducdo das taxas de fertilizag@o ¢ eclos@o em ovocitos de
Clarias gariepinus em agua contaminada por mercurio.
Observaram também efeito a partirde 0,1 pg L™! e morte total
dos embrides em concentragio de 10,0 mg L™!. Segundo
esses autores, pequenos niveis de mercurio na agua reduzem
as taxas de fertilizacdo por diminuirem a motilidade
espermatica. Isso foi confirmado com a aplicacdo de
diferentes doses inseminantes, com € sem mercurio, na
agua. Todavia, o aumento da relagdo espermatozoide:agua
mascara o efeito do mercurio sobre as taxas de fertilizagao,
indicando que as concentragdes aplicadas ndo foram
suficientes para proporcionar efeitos deletérios sobre os
ovocitos, mas sim sobre os espermatozoides. Assim,
pode-se afirmar que a relacdo de 1,717.400:1
(espermatozoides:ovocito) aplicada neste experimento ¢
influenciada em nivel a partir de 28,65 mg L! e,
possivelmente, a aplicacdo de doses inseminantes inferiores
ocasionara reducdo nas taxas de fertilizacdo em
concentracdes inferiores de cadmio na agua. Todavia,
estudos relacionados a possiveis interagdes entre as
variaveis ainda devem ser realizados para que se possa
elucidar estes efeitos no jundia cinza.

Os tempos de duragdo da motilidade espermatica
apresentaram efeito (P<0,05) linear inversamente
proporcional com os crescentes niveis de cadmio utilizados
naativagdo dos espermatozdides (Figura 2). Possivelmente
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Figura 2 - Tempo de duracdo da motilidade espermatica de
Rhamdia quelen em fungdo de diferentes niveis de
cadmio empregados na agua durante o processo de
ativacdo espermatica.

aredugdo do tempo de motilidade (Figura 2) colaborou para
a reducdo das taxas de fertilizacdo e eclosao (Figura 1).
Resultados semelhantes foram verificados por Hilbig et al.
(2008), os quais observaram redu¢do da motilidade de 27,2s
emaguadesprovida de chumbo para21,0s em agua contendo
o metal na concentragio de 0,75 mg L1,

Deacordo com Van Look & Kime (2003), em peixes os
gametas masculinos sdo mais suscetiveis aos poluentes,
uma que a ativagao ¢ rapida e seu movimento se inicia com
o contato com a dgua. Varios efeitos tém sido observados
em espermatozoides expostos aos metais pesados, como
alteragdes morfologicas e reducdo da motilidade espermatica
(Rurangwaetal., 2004), proporcionando reduc¢do das taxas
de fertilizagdo artificial dos ovocitos (Kime & Nash, 1999).

Abascal et al. (2007), em experimento realizado com
Dicentrarchus labrax, observaram inibi¢do da motilidade
espermatica em concentragdes de HgCl, de 100 mg L
Observaram, ainda, relacdo inversamente proporcional entre
a velocidade de deslocamento linear dos espermatozoides
e 0 aumento dos niveis de mercurio na solugdo ativadora.
Segundo esses autores, os espermatozoides expostos a
solucdes contendo mercurio apresentaram graves alteragoes
morfoldgicas flagelares, principalmente devido a perda da
membrana flagelar.

Van Look & Kime (2003) verificaram que a exposi¢ao
dos espermatozoides de peixes em solugdes crioprotetoras
por 24 horas contendo crescentes niveis de cloreto de
mercurio causou injuirias nos espermatozoides e essas
injurias afetaram a motilidade dos espermatozoides,
principalmente porque causaram diminui¢do do compri-
mento flagelar e aumento do tamanho da cabeca dos
espermatozoides. Os autores atribuiram essas alteragdes ao

fato de o mercurio causar o rompimento dos microtubos que
constituem os flagelos ¢ da membrana plasmatica que
envolve a cabeca dos espermatozoides, promovendo assim
um influxo de ions e solugdes no interior da célula
espermatica. Rurangwa et al. (1998) observaram que
espermatozoides expostos ao mercurio apresentam caudas
quebradas e em formas de espiral.

Assim como o chumbo e o mercurio, o cddmio também
pode causar reducdo da motilidade espermatica e das
velocidades dos espermatozoides de peixes. Esses efeitos
sobre os espermatozoides foram estudados por
Lahnsteiner etal. (2004), que observaram sensibilidade dos
espermatozoides das espécies Clarias gariepinus, Salmo
trutta fario e Lota lota a exposi¢do por cadmio. Nessas
espécies, houvereducio dataxa de motilidade espermatica,
enquanto na Salmo trutta fario ocorreu também reducao
da velocidade espermatica. Além disso, os autores
observaram que a alteracdo da motilidade espermatica
nestas espécies ocorreu em niveis de cddmio a partir de
25 mg L°!. Efeitos semelhantes nas caracteristicas
espermaticas dessas espécies foram evidenciados também
para o chumbo, zinco e mercurio.

Espermatozoides de peixes, quando expostos a solucdes
crioprotetoras contendo niveis crescentes de cloreto de
zinco e cadmio, sofreram reducao da motilidade espermatica
¢ alteragdes de movimento, ¢ os niveis limitantes para a
qualidade espermatica foram de 2.000 ppm de zinco e
100 ppmde cadmio (Kimeetal., 1996).

Apesar das dificuldades encontradas na mensuracdo
da motilidade espermatica, devido ao curto periodo de
movimenta¢ao (Billard & Cosson, 1992), os espermatozoides
de peixes sao 6timos indicadores para ensaios de toxicidade,
pois sdo altamente sensiveis a poluentes e sua utilizagdo ¢
vantajosa por ndo exigir sacrificio de animais para os testes
(Kimeetal., 1996).

Conclusdes

A contaminagdo da aguade fertilizagdo com cadmio em
niveis de até 28,65 mg L™! ndo reduz as taxas de fertilizagio
e eclosdo dos ovos. No entanto, concentragdes superiores
a20,0mgL"! provocam redugdo da motilidade espermatica
em jundia (Rhamdia quelen).
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