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Metodos de extrusdo manual e elétrica dos espermatéforos de reprodutores selvagens do
camardo-rosa Farfantepenaeus paulensis (Decapoda: Penaeidae)

Manual and electrical spermatophore extrusion methods of the pink shrimp Farfantepenaeus
paulensis (Decapoda: Penaeidae) wild broodstock
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RESUMO

O presente estudo comparou os métodos manual
e elétrico de extrusdo do espermatéforo do camardo-rosa
Farfantepenaeus paulensis com o objetivo de verificar se os
métodos de extrusdo exercem influéncia na quantidade de
células espermaticas e na regeneragéo de novos espermatéforos.
Os machos foram extrusados no inicio (dia zero) e no final do
experimento (dia 43) para verificacdo da eficiéncia dos métodos
no processo de regeneracdo. A extrusdo manual foi realizada
por meio de pressdo na regido do quinto par de pereiépodos e
0 método elétrico com uso de eletrodo para transmissdo de
impulso elétrico de 9 volts na mesma regido. Os dois métodos
foram considerados eficientes, ndo sendo encontradas
diferencas significativas entre estes (P>0,05) para o nimero
de células espermaticas. Entretanto, foi verificada, no final do
experimento, a perda de peso corporal, peso de espermatéforo
e menor indice espermatossomatico (IES) (P<0,05) nos animais
submetidos a extrusdo do espermatéforo por estimulo elétrico.
Os valores médios finais (+DP) do ndmero de espermatozdides
foram 1,46 (+0,84) e 3,25 milhdes (+2,12) para os tratamentos
com método elétrico e manual, respectivamente. Os resultados
indicam que ambos os métodos podem ser utilizados para a
coleta inicial de espermatéforos e testes de qualidade de
espermatozéide. Entretanto, para a reutilizacdo dos machos
ap6s a extrusdo inicial do espermatéforo, o método manual é
mais indicado pela manutencdo do numero de células
espermaticas, peso do espermaté6foro, peso corporal e indice
espermatossomatico apds a regeneracéo.

Palavras-chave: camardo-rosa, espermatéforo, extruséo,
inseminacdo artificial, macho.

ABSTRACT

The present study compared manual and electrical
methods to extrude the spermatophore of the pink shrimp

Farfantepenaeus paulensis aiming to analyze their influence
on the number of spermatic cells and spermatophore
regeneration. The males were extruded in the beginning (day
zero) and in the end (43 day) of the experiment to evaluate the
efficiency of these methods in the regeneration process. For the
extrusion, a gentle pressure was applied manually in the fifth
pair of pereiopods or electrically by a 9 volt pulse in the same
area. Both methods were efficient in removing the
spermatophore and no significant differences were found
(P>0.05) in the number of sperm cells. Nevertheless, significant
decreases (P<0.05) in the body weight, spermatophore weight
and spermatosomatic index (ESI) at the end of the experimental
period were observed by using the electrical stimulation. The
mean values (£SD) of the number of sperm cells were 1.46
(+0.84) and 3.25 (+2.12) millions for the electrical and manual
treatments, respectively. Results indicate that both methods may
be applied to collect initial samples of spermatophores as well
as for sperm quality testing. However, when previously
spermatophore-extruded males are to be used, the manual
method is indicated as the number of spermatic cells,
spermatophore weight, body weight, and ESI are maintained
after regeneration.

Key words: pink shrimp, spermatophore, extrusion, artificial
insemination, male.

INTRODUCAO

O camarao-rosa Farfantepenaeus paulensis
é uma espécie nativa do litoral brasileiro, encontrada
desde o sul da Bahia ao sul do Rio Grande do Sul
(DINCAO et al., 2002). Na Lagoa dos Patos (RS) a
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captura do camarao-rosa € a principal fonte de renda
para a populagdo de pescadores artesanais, 0s quais
também vém sendo beneficiados com a criagdo da
espécie em estruturas alternativas (cercados e gaiolas)
e viveiros nesta regido (WASIELESKY et al., 2002,
PEIXOTO et al., 2003; PRETO et al., 2005,
KRUMMENAUER etal., 2006).

Embora a produgdo em cativeiro de pos-
larvas de F. paulensis seja uma realidade,
freqlentemente ocorre diminuicdo na taxa de
fertilizacdo dos ovos, atribuidas a auséncia de copula
nos tanques de maturacgdo, resultando em perdas na
producdo (PEIXOTO etal., 2004a). Este problema, que
também ja foi observado para outras espécies de
peneideos (BEARD & WICKINS, 1980; LIN & TING,
1986; PEETERS & DITER, 1994), pode ser contornado
com a utilizacdo de inseminacdo artificial,
possibilitando resultados similares a cépula natural em
F. paulensis (PETERSEN etal., 1996; PEIXOTO etal.,
2004a). Em peneideos de télico fechado, como F.
paulensis, a inseminaco das fémeas deve ser feita logo
ap6s a muda, quando o exoesqueleto ainda esta mole,
bem como as placas que compdem o télico, facilitando
a implantacdo do espermatdforo obtido de machos no
periodo de intermuda no receptaculo seminal sem
causar nenhum dano a fémea (LIN & TING, 1986).
Entretanto, a qualidade dos espermatoforos deve ser
considerada por ser um fator decisivo para o sucesso
da inseminacao artificial, sendo também utilizada como
um dos critérios de selecdo de reprodutores por meio
da contagem do nimero de células espermaticas, do
percentual de células vivas e da morfologia dos
espermatozoides (LEUNG-TRUJILLO et al., 1985,
CEBALLOS-VAZQUEZ etal., 2003).

Para a obtencdo dos espermatdforos, sdo
utilizados dois métodos de extrusdo, um manual por meio
de uma leve pressdo na coxa do quinto par de
pereiopodos (PETERSEN et al., 1996), e outro elétrico
com a aplicagdo de um leve choque nesta mesma regido
(PRATOOMCHAT et al., 1993). O método manual tema
vantagem de ser aplicado mais diretamente no ponto de
extrusdo do espermat6foro, porém, depende da
habilidade do operador para diminuir o tempo de
manipulacéo do organismo durante este processo. Ja o
método elétrico € mais rapido e independe da experiéncia
do operador, mas pode causar estresse pela passagem
da corrente elétrica por todo o corpo do animal.
Entretanto, ambos os métodos de extrusdo do
espermat6foro podem causar injurias ao aparelho
reprodutor dos machos, levando a um processo de
melanizagdo que pode ocasionar a diminui¢do do nimero
de células espermaticas em novos espermatoforos
(PASCUAL etal., 1998; ALFARO, 1993).

O presente estudo avaliou os efeitos de dois
métodos de extrusdo de espermatdforo (manual e
elétrico) sobre a quantidade de espermatozoides e a
regeneracdo dos espermatoforos, visando um melhor
aproveitamento de reprodutores de F. paulensis para
inseminacdo artificial.

MATERIAL E METODOS

Manejo de machos reprodutores

Os camardes machos utilizados neste
experimento foram provenientes da pesca industrial do
litoral Santa Catarina, entre os municipios de Imbituba
e Floriandpolis, (28°10°51”S e 48°34’09”W). Estes
animais foram trazidos a Estacdo Marinha de
Aquacultura da Fundacdo Universidade Federal do Rio
Grande (EMA - FURG) e devidamente aclimatados em
um tanque de maturacdo (10.000L) por um periodo de
sete dias em densidade de 13 animais m2. Neste tanque
foi mantida uma temperatura média da agua de 24°C
(20,6), aeracdo constante e com fotoperiodo de 14 horas
de luminosidade. A alimentac&o foi oferecida, de forma
alternada, quatro vezes ao dia com alimento fresco (lula
Illex argentinus, siri Callinectes spp e musculo de
peixe Macrodon ancylodon) e racdo comercial de
maturacgdo (Breed S Inve®, Bélgica).

Experimento de extrusdo do espermatéforo

Apo6s a aclimatacdo, os camardes (n=30)
foram divididos aleatoriamente em dois grupos de 15
camardes cada, mantidos em tanques circulares de
1.000L com aeracgdo constante e manejo semelhante ao
descrito para o tanque de maturacdo. Cada um destes
grupos de camardes correspondeu a um dos
tratamentos com utilizagéo da técnica manual e elétrica
de extrusdo do espermatdforo. Foram realizadas duas
extrusdes por animal em cada grupo, sendo a primeira
no inicio do experimento (dia zero) e a segunda no final
do experimento (dia 43), ou seja, separadas por um
intervalo de 43 dias. No método manual, os
espermatdforos foram expelidos pela compressdo da
regido latero-ventral posterior & insercéo do quinto par
de pereiépodos em machos no periodo de intermuda
(LIN & TING, 1986). O estimulo elétrico foi produzido
por meio da colocacdo de dois eletrodos na mesma
regido, ligados a uma fonte de energia de 9V
(GOLDBERG & OSHIRO, 2000). Inicialmente, cada
camardo foi pesado e uma marcacao individual foi
realizada por meio de cortes nos urépodos, permitindo
a identificacdo individual dos animais.

Os espermatoforos extraidos, tanto no inicio
(dia zero) como no final (dia 43) do experimento, foram
pesados e 0s espermatozdides contados no microscopio
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oOptico com o auxilio de um hemacitémetro (camara de
Neubauer), de acordo com o método proposto por
LEUNG-TRUJILLO & LAWRENCE (1987h).

Para o calculo do indice espermatossomatico
(IES), foi utilizada a seguinte formula: IES = (peso do
espermatdforo/peso corporal) x 100

A sobrevivéncia dos animais foi observada
duas, 24, 48 e 72 horas apés a extrusdo dos
espermatdforos em ambos os métodos. Apds 72 horas,
também foi realizado um exame visual na regido de
insercdo do quinto par de pereidpodos para verificar a
ocorréncia de melanizacéo.

Os dados foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) fatorial de duas vias, seguido do
teste post-hoc de Tukey com 5% de significancia.

RESULTADOS

Os valores do nudmero de células
espermaticas, peso corporal, peso dos espermatéforos
e indice espermatossomatico sao apresentados na tabela
1. Em relacdo ao namero de células espermaticas,
independentemente do tipo de extrusdo e momento da
extrusdo (dia zero ou 43), ndo foram encontradas
diferengas significativas. Entretanto, foi observada uma
tendéncia de diminuigao no nimero de espermatozdides
produzidos em espermatdforos extraidos com estimulo
elétrico no final do experimento (dia 43).

O peso corporal apresentou uma redugéo
significativa entre o inicio e o fim do experimento,
quando o método elétrico foi utilizado, porém, nao foram
observadas diferencas significativas se forem
comparados separadamente 0s pesos iniciais e finais

dos camardes submetidos aos dois métodos de
extrusdo (Tabela 1). O peso inicial e final do
espermatéforo também sofreu uma reducédo
significativa em machos tratados com estimulo elétrico,
mas, nesse caso, os valores finais foram inferiores
significativamente em relacdo ao método de extrusdo
manual (Tabela 1). Os valores de IES acompanharam as
diferencas encontradas para peso do espermatéforo
entre os tratamentos.

Independentemente do tratamento utilizado,
nenhum animal apresentou melanizacdo na regido
interna ao aparelho reprodutor durante as 72 horas
iniciais do experimento. Em geral, esses danos
(melanizacgdo) sdo observados a partir de 24 horas,
devido ao manuseio. Somente ao final do experimento
um macho de cada tratamento apresentou melanizagdo
no aparelho reprodutor. Em relagdo as mortes, duas
horas apd6s a aplicacdo do método elétrico apenas um
individuo foi encontrado morto e, ap6s 24 horas, foi
registrada a morte de um macho de cada tratamento.
Nas amostras subseqiientes (48 e 72 horas), néo foi
encontrado nenhum outro animal morto. A
sobrevivéncia final foi de 93,3% e de 86,7% para 0s
métodos de extrusdo manual e elétrico, respectivamente.

DISCUSSAO

A utilizacdo do método de extrusdo manual
do espermatdforo implica pressdo mecéanica pontual
na regido do quinto par de pereiopodos, dependendo
muitas vezes da experiéncia do operador em extrair 0s
espermatdforos e minimizar possiveis danos causados
ao animal. Por outro lado, o estimulo elétrico aplicado

Tabela 1 - Valores médios (+DP) de peso corporal, peso do espermatéforo, nimero de células espermaticas e indice espermatossomatico
(IES) de machos de Farfantepenaeus paulensis submetidos aos métodos de extrusio manual e elétrica dos espermatéforos no
inicio (dia 0) e final (dia 43) do periodo experimental. Nimero amostral (n) encontra-se entre parénteses.

Dia da extrusao

Elétrico Manual

0
Peso corporal
poral (g) i
. 0
Peso espermatdforo (g)
43
, . - 0
Numero de células espermaticas 43
0
IES 43

25,28 £ 1,92 (n=15) 24,64 £ 2,44 (n=15)
22,21 + 1,45 * (n=13) 23,15 + 1,68 (n=14)

0,018 + 0,004 (n=15)
0,008 + 0,002 ** (n=13)

0,018 0,003 (n=15)
0,014 % 0,004 (n=14)

2,43+ 1,19 (n=15)
1,46 £ 0,84 (n=13)

3,57 + 2,45 (n=15)
3,25+ 2,12 (n=14)

0,071 £ 0,014 (n=15)
0,037 £0,011 ™ (n = 13)

0,072 +0,011 (n=15)
0,058 + 0,016 (n=14)

* Indica diferenga significativa (P<0,05) intra-tratamento.
** |ndica diferenga significativa (P<0,05) intra- e inter-tratamento.
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na mesma regido faz com que a corrente elétrica seja
distribuida por todo o corpo do animal,
independentemente de quem opera os eletrodos. A
redugdo do peso corporal dos animais submetidos a
extrusao elétrica observada nesse estudo pode estar
relacionada ao estresse fisiologico gerado por esta
técnica. Juntamente com as observagdes de redugdo
do peso do espermat6foro e a tendéncia de diminuicao
do nimero de células espermaticas nos espermatoforos,
parecem sugerir possiveis danos causados pelo
impulso elétrico ao aparelho reprodutor (testiculos,
vasos deferentes e ampolas terminais). Entretanto, a
voltagem utilizada no presente estudo esta de acordo
com as recomendacdes para uso de eletrochoque como
estimulo para a extrusao de espermat6foro em Penaeus
monodon (PRATOOMCHAT et al., 1993). Outros
trabalhos também relacionaram a diminuic&o do nimero
de células a outros fatores independentes do processo
de extrusdo, tais como nutricionais, degeneracdo do
trato reprodutivo e permanéncia dos reprodutores
selvagens em cativeiro (ALFARO, 1993;LEUNG-
TRUJILLO & LAWRENCE, 1987a).

O ndmero de espermatozoéides por unidade
de espermatoforo pode variar conforme a espécie, a
idade, o peso e 0 estagio de maturagdo do camardo
(DIAZ et al., 2001; ALFARO 1993). COSTA &
NASCIMENTO (1993), utilizando machos de F.
paulensis obtidos em fazendas de engorda,
encontraram valores de 5 mil a 37 milhfes de
espermatozdides por unidade de espermatéforo, em
camar@es com peso corporal variando entre 4g e 30g. A
variacdo encontrada por estes autores pode ser
atribuida especialmente as diferentes classes de peso
dos animais estudados. Em Litopenaeus stylirostris
(ALFARO, 1993) e Pleoticus muelleri (DIAZ et al.,
2001) com peso entre 20g-30g foram observadas,
respectivamente, médias de 1,6 milhdes e 4,7 milhdes
de células espermaticas por unidade de espermatéforo
indicando que diferencas entre o nimero de células
dependem também da espécie. Os valores médios do
presente estudo em relagdo ao ndmero de
espermatozdides (2,68 milhdes de células) e peso do
espermatdforo (0,01g) estdo de acordo com o trabalho
de PEIXOTO et al. (2004b) para F. paulensis criados
em cativeiro com classe de tamanho semelhante. Estes
autores sugeriram que diferencas significativas no peso
do espermatdforo entre diferentes classes de tamanho
ndo estdo necessariamente relacionadas com o nimero
de células espermaticas, mas com 0s componentes
estruturais do espermatdforo.

O tempo de regeneracdo do espermatdforo
pode variar conforme a espécie, com valores médios
de quatro, seis e sete dias, respectivamente para L.

vannamei, L. stylirostris e P. setiferus (LEUNG-
TRUJILLO & LAWRENCE, 1987b). GIANGIOBBE et
al. (1996) realizaram a extrusdo do espermatéforo
manual e eletricamente em F. paulensis e verificaram
que o tempo de regeneracdo foi em média de 11 dias
com uso de estimulo elétrico e nove dias com extrusao
manual. No entanto, este periodo parece sofrer variagao
conforme a temperatura da agua (PASCUAL etal., 1998).
Embora a analise do tempo de regeneragéo ndo tenha
sido a proposta deste estudo, considera-se que o
namero de dias definido para realizagdo da segunda
extrusdo do espermatéforo foi suficiente para sua
regeneracdo completa e comparagao entre os métodos
empregados.

Quanto ao processo de melanizagdo que
pode ocorrer em espermatdforos regenerados, apenas
um caso em cada tratamento foi observado e nenhum
apresentou coloracdo totalmente escura indicadora de
espermatéforo completamente melanizado e
comprometido (LEUNG-TRUJILLO & LAWRENCE,
1987b).

CONCLUSAO

Os resultados encontrados na extrusdo de
espermatdforos de F. paulensis por meio dos métodos
elétrico e manual indicaram que ambos podem ser
utilizados para a coleta inicial de espermatéforos para
inseminacdo artificial e teste de qualidade de
espermatozdide. No entanto, a analise estatistica permite
concluir que, para a reutilizagdo dos machos apos a
extrusdo inicial do espermatéforo, 0 método manual é
mais indicado pela manutencdo do nimero de células
espermaticas, peso do espermatoforo, peso corporal e
indice espermatossomatico apos a regeneracao.
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