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RESUMO

As técnicas de reprodugdo artificial através da inducdo reprodutiva de peixes que
habitam &guas correntes (reofilicos), faz parte do cotidiano nas pisciculturas de Goids. Estas
técnicas devem ser aprimoradas para que se tenha melhor taxa de fertilizagdo
espermatozoides/ovocitos. O hibrido tambacu ¢ um dos peixes mais cultivados no Brasil,
oriundo do cruzamento da fémea do tambaqui (Colossoma macropomum) com macho de
pacu (Piaractus mesopotamicus), pois tolera melhor as baixas temperaturas, ¢ apresenta
crescimento mais rapido que o pacu e tambaqui. Para determinar a melhor concentracao
espermatica de fertilizacdo do hibrido tambacu (Colossoma macropomum x Piaractus
mesopotamicus), foi selecionado uma fémea de tambaqui com maturacdo gonadal
avancada, abdomem abaulado e papila genital avermelhada e um macho de pacu com saida
de sémem mediante leve massagem abdominal no sentido antero-posterior. A fémea e o
macho foram induzidos a reprodugdo com extrato de hipofise: fémea (1° dose 0,5mg/kg e
2° dose 5mg/kg), macho (dose tnica de 3mg/kg). A fémea liberou 654g de ovdcitos
contendo 1560 ovdcitos/g, com uma razdo de 170.040 ovocitos/kg, os ovocitos foram
distribuidos em 5 tratamentos com trés repeti¢cdes: T1=1g, T2=1,5g, T3=2g, T4=2,5g, e
T5=3g. O macho produziu 2ml de sémem com 10x10° espermatozoéides/ml com mais de
90% de motilidade. Para fertilizacdo utilizou-se 20ul de sémem fresco em cada repeti¢ao
(T1=128.205, T2=85.470, T3=64.102, T4=51.282, T5=42.735 espermatozoides/ovocitos).
Apo6s 11 horas de incubacao foram analisadas as taxas de fertilizagdo para cada tratamento.
A melhor relagdo espermatozoide/ovécito  foi  encontrado no  T4=51.282
espermatozoides/ovocitos. Para melhor taxa de fertilizagdo do hibrido tambacu ¢
recomendado 1 ml do sémem de pacu para cada 125g de ovocito do tambaqui

Palavras-chave: fertilizacdo, tambacu, espermatozoide, ovocitos.



ABSTRACT

The techniques of artificial reproduction by inducing reproductive fish that inhabit
running waters(reofilicos) is part of everyday life in the fish farms in Goias.These
techniques must be refine in order to provide a better fertilization rate of sperm/oocyte.The
hybrid tambacu is one of the most grown fish in Brazil, from the cross of tambaqui’s
female(Colossoma macropomum) and pacu’s male(Piaractus mesopotamicus), because it
stands better low temperatures, and it shows faster growth than pacu and tambaqui. In order
to determine a better sperm concentration of tambacu’s cross-bred fertilization (Colossoma
macropomum X Piaractus mesopotamicus), it was selected tambaqui’s female with
advanced gonadal maturation, domed abdomen and redish genital papilla and a pacu’s male
with semen output by light abdominal massage in the anterior-posterior sense. The female
and the male were prompted to reproduction with pituitary extract: female (1° dose 0,5
mg/kg and 2’ dose 5mg/kg), male (songle dose 3mg/kg) The female released 654g of
oocytes with 1560 oocytes/g, with a reason of 170.040 oocytes/kg, the oocytes were
distributed in 5 treatments with three repetition: T1=1g, T2=1,5g, T3=2g, T4=2,5g e
T5=3g. The male produced 2ml of semen with 10x10’sperm/ml with more than 90% of
motility. For fertilization were applied 2 ul of fresh semen in each repetition (T1=128.205,
T2=85.470, T3=64.102, T4=51.282, T5=42.735 sperm /oocyte). After 11 hours of
incubation were analyzed the fertilization rates for each treatment. Te best connection
sperm/oocyte was found in T4=51.282 sperm/oocyte. For a better fertilization rate of the
hybrid tambacu it is recommended Iml of pacu’s semen for each 125g of tambaqui’s
oocyte.

Key words: fertilization, tambacu, sperm, oocyte.
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1. INTRODUCAO

Atualmente o crescente interesse pela criagdo de organismos aquaticos torna
imperativo que os criadores aprimorem as técnicas necessarias para assegurar o €xito da
criacdo e reproducdo dos peixes, especialmente no Brasil, onde alguns peixes nobres
nativos sdo reofilicos, impedindo assim que esses se reproduzam em cativeiro sem a
inducdo técnica, com destaque para o tambaqui (Colossoma macropomum) € o pacu
(Piaractus mesopotamicus).

O tambaqui destaca na piscicultura pelo rapido crescimento, carne de grande
aceitacdo e habito alimentar diversificado, aceitando bem a racdo comercial, podendo ser
criado em sistemas extensivos e intensivos.

O pacu, assim como o tambaqui, apresenta as caracteristicas fundamentais para a
piscicultura, porém ao contrario do tambaqui tem maior resisténcia a temperaturas
inferiores a 24°C, apresentando ainda nessas condigdes bom apetite, caracteristica nao
observada no tambaqui.

O hibrido tambacu oriundo do cruzamento da fémea do tambaqui com macho de
pacu tolera melhor as baixas temperaturas, e apresenta crescimento mais rapido que o pacu.
No ano de 2007, a produ¢ao nacional de tambacu (10.854 t) superou a maioria da produ¢ao
das espécies cultivadas no Brasil, pintado (1.592,5 t), hibrido tambatinga (2.028 t) e o piau
(3.396,5 t); mas ainda ¢ menor do que as produgdes de pacu (12.397 t) e tambaqui
(30.598,5 t), IBAMA (2007).

As técnicas de reproducdo artificial através, da inducdo reprodutiva de peixes que
habitam 4guas correntes (reofilicos), faz parte do cotidiano das pisciculturas. Dos peixes
produzidos, grande parte deles sdo peixes nativos. Em Goids destaca-se o tambaqui
(Colossoma  macropomum), o pacu (Piaractus mesopotamicus), o pintado
(Pseudoplatystoma coruscans), o piau (Leporinus sp) e o hibrido tambacu (fémea do
tambaqui x macho do pacu).

As estacdes de piscicultura tém dificuldade em obter desova da totalidade dos
peixes migradores brasileiros. Considerando-se a revisdo apresentada por Zaniboni Filho e
Barbosa (1996), onde sdao apresentados dados provenientes de trabalhos de pesquisa do
setor produtivo, observa-se que das oito espécies brasileiras testadas, os valores positivos

de desova variaram entre 50 e 90% dos peixes selecionados.
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Para o piscicultor manter grande plantel de reprodutores, para garantir durante a
estacdo de reproducdo um aproveitamento de 50% ¢ oneroso, esses custos podem ser
minimizados a partir do momento que se tiver conhecimento da melhor razdo entre
espermatozoides/ovocito que assegure maior percentagem de fecundagdo, agregado ainda
as seguintes informagdes: quantidade média de sémem liberada em fun¢ao do peso apos
inducdo hormonal para cada espécie, nimero de espermatozoides por ml de sémem e pela
quantidade média de ovocitos liberados na reprodugao induzida por kg de fémea.

Desta forma busca-se nesse trabalho a determinag¢do da concentracdo espermatica
para melhor taxa de fertilizagdo do hibrido tambacu, assegurando assim aos piscicultores a
manutencao de um plantel equilibrado entre machos e fémeas, uma maior percentagem de

fertilizacao, além de facilitar seu manejo reprodutivo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracterizagao das espécies

O Tambaqui (Colossoma macropomum), € um peixe originario da bacia do Rio
Amazonas. Seu hébitat € caracterizado por aguas ricas em nutrientes com temperatura
média entre 25°C e 34°C, sendo capaz de resistir a baixas concentracdes de oxigénio
dissolvido na agua (até 1mg/l), segundo Val et al.(1995). A alimentacdo natural da larva
consiste em zooplancton (cladoceros e copépodos), na fase juvenil, alimentam-se de
invertebrados, passando a incorporar pequenas sementes na alimentagdo. Quando adultos,
possuem dentes molariformes que lhe permitem triturar frutos, castanhas, sementes e
caramujos, dentre outros alimentos que compdem sua dieta natural Waynarovich, (1986) ;
Zanuy E Carrillo, (1987).

O Pacu (Piaractus mesopotamicus), espécie ¢ encontrada nas bacias dos rios
Parand, Paraguai e Uruguai Godoy, (1975). Membro da familia Characidae e da subfamilia
Serrasalminae, antigamente conhecido pelo nome especifico de Colossoma mitrei Dias-
Koberstein et al., (2005). Recebe outras denominagdes comuns, como caranha, pacu-
caranha ou pacu-guacu Urbinati & Gongalves, (2005). De corpo ovalado e estreito como o
tambaqui, o pacu pode atingir um metro de comprimento e ter at¢ 20 kg. Com o dorso
cinza-escuro e o ventre amarelo-dourado, na fase juvenil apresenta pintas sobre o corpo e ¢
possuidor de dentes truncados e tricispides CEMIG/CETEC, (2000). Segundo Dias-
Koberstein et al. (2005), alimenta-se, basicamente, de folhas e de frutas de arvores, embora
seja uma espécie onivora, o que leva a crer que tenha habilidade especial na digestdo e na
absorcao de alimentos, ricos em carboidratos.

Quanto a reprodugdo o pacu apresenta desova total, realizando migracdo durante a
estacdo seca, para a maturagdo das gonadas, e desova na época chuvosa, principalmente em
novembro Urbinat & Gongalves, (2005). Caracteristica comum ao tambaqui.

Tambacu, hibrido produto do cruzamento entre a fémea do tambaqui e o macho de
pacu. Os genitores tambaqui e pacu t€ém o mesmo nimero de cromossomos (2n=54),
distribuidos por grupos semelhantes, o que permite o pareamento e a formacao de embrides

normais Saracura & Castagnolli, (1990).
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O cultivo do tambacu em viveiros, na densidade de 1 peixe/m” pode produzir até

2.212g, em 430 dias Melo & Pereira, (1994)

2.2 Biologia reprodutiva de peixes reofilicos

A maioria dos peixes tropicais desova vdarias vezes na vida, sendo este um processo
que ocorre em intervalos que se repetem. Entre as espécies, os ovocitos podem maturar
todos de uma unica vez e serem liberados em um periodo do ano, sendo, portanto,
produzidos em lote unico, ou os ovocitos podem maturar em lotes distintos, sendo
eliminados em intervalos durante a estagdo reprodutiva, ou ainda, sem sazonalidade. As
espécies pertencentes ao primeiro grupo, de acordo com Bagenal (1978), sdo denominadas
“desovadoras totais”, enquanto o segundo sao “desovadoras multiplas”.

Entre as espécies (tambaqui e pacu) de desova total presente nos rios tropicais
brasileiros, o inicio da estacdo de cheias ¢ o principal periodo de desova para peixes cujas
larvas se alimentam nas planicies de inundacdo. A estratégia de realizar migracdes entre os
locais de alimentacdo e desova ¢ bastante comum em peixes com desova total Ribeiro,
1983; Zaniboni-Filho, (1985). Esta estratégia de realizar migracdo permite que algumas
espécies de peixes maximizem o aproveitamento do ecossistema, buscando os melhores
locais para cada uma das etapas do ciclo de vida sendo regulada por ritmos enddgenos
mediados por fatores externos, tais como: variacdo de temperatura, mudancas ciclicas de
luz (fotoperiodo), pressdo da massa de agua, pH, entre outras variaveis, que determinam o
melhor periodo para a desova e proporcione grande sobrevivéncia da prole Waynarovich,
(1986) ; Zanuy E Carrillo, (1987).

O sistema reprodutor ¢ regido pelo eixo enddcrino composto principalmente pelo
hipotdlamo, hipofise e gonadas. A¢des de comando regulam a sintese e a liberagdo de
hormonios na corrente sangiiinea controlando, assim, o ciclo reprodutivo. Nesse processo, o
sistema nervoso central (SNC) recebe e traduz para o cérebro os sinais advindos do meio
ambiente que, por sua vez, sdo mediados pelos processos fisiologicos endégenos Redding E

Patifio, (1993); Apud Zanuy E Carrillo, (1993).

15



2.3 Células germinativas

2.3.1 Ovdcitos

Nos teledsteos como o tambaqui, a formacdo do ovocito (ovogénese) pode ser
subdividida em diferentes fases: crescimento do ovdcito incluindo a vitelogénese,
maturagdo final e ovulagao.

A fase vitelogénica caracteriza-se por estreita dependéncia de hormonios
gonadotropicos, rapido crescimento ovocitdrio e aumento extraordinariamente do seu
tamanho Wallace e Selman, (1981). No citoplasma, encontram-se nesta fase, acimulos de
alvéolos corticais, gotas lipidicas e globulos de vitelo. Estes globulos constituem-se
principalmente de proteinas, lipoproteinas, glicoproteinas, carboidratos, glicolipidios,
¢ésteres graxos e carotenodides. Pelas caracteristicas macroscopicas e microscopicas das
gonadas, verifica-se que os ovarios, apds a fase jovem, passam durante um ciclo
reprodutivo, por fases de desenvolvimento denominadas, repouso, maturagdo, maduro e
esgotado Narahara, (1995).

Observa-se nos ovocitos maduros a presenca da micropila, pequena abertura
localizada no pdlo animal da célula, através da qual o espermatozdide penetra no ovdcito
maduro Laale, (1980).

A qualidade do ovocito € extremamente importante na piscicultura e pode ser
definida como a capacidade do ovo em produzir larvas vidveis kjorsvik et al.,(1990) Ela
pode ser afetada pela idade materna, nutricao, tempo de duragdo do ciclo na formagao dos
ovos, processo de maturacao da ova, fator genético e fatores intrinsecos as propriedades do

oVvo.

2.3.2 Espermatozoide

Os espermatozoides dos peixes sao imoveis nos testiculos e no plasma seminal nas
espécies de dgua doce. A motilidade ¢ ativada quando o meio em que os espermatozoides
se encontram torna-se hiposmotico, como a dgua do ambiente externo Cosson, (2004). A
duracdo da motilidade dos espermatozdides dos peixes teledsteos de agua doce com
fertilizacao externa ¢ bastante reduzida - entre um e dois minutos Billard & Cosson, (1992).

Os principais tipos de espermatozdides dos peixes incluem os de fecundacdo

externa e os espermatozodides de fecundagdo interna, com ou sem acrossoma, uniflagelados
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ou biflagelados Jamieson & Leung, (1991). Os espermatozodides de peixes apresentam
pouca variagdo estrutural entre as espécies Jamieson, (1991), reflexo da evolugdo de mais
de 550 milhdes de anos Janvier, (1999). Assim como os espermatozodides de vertebrados, os
espermatozoides de peixes podem ser divididos morfologicamente em cabega, peca
intermedidria e cauda Nagahama, (1983). A cabeca dos espermatozdides de peixes €, na
maioria dos grupos, destituida de acrossoma, o que ¢ compensado pela presenca da
micrépila no corion do ovocito Cosson et al., (1999).

A cauda, ou flagelo, pode ainda ser subdivida em colo e pecas intermediaria,
principal e terminal, assim como ocorre para os espermatozoides de mamiferos domésticos.
O colo, ou peca de conexao, representa a inser¢do do corpo basal do flagelo a cabega. A
peca intermediaria consiste de uma bainha mitocondrial disposta em hélice responsavel
pela geragdo de energia necessaria a propulsdo motil do espermatozédide Hafez, (2004).

A quantidade de sémen (volume e numero de espermatozoides) produzido por
peixes varia de acordo com a espécie, o individuo e o método de coleta, entre outras
variaveis. O tratamento hormonal aplicado algumas horas antes da coleta ¢ comumente
utilizado para se aumentar o volume de s€émen coletado. Esse tratamento facilita a coleta
porque induz hidratagdo testicular que causa aumento do volume de sémen. Porém,
paralelamente, ocorre redugdo da concentracdo espermatica Viveiros et al., (2002). A
concentragdo espermatica (numero de espermatozoides/mL de sémen), parametro de
importancia em aqiiicultura, ¢ altamente variavel e depende da espécie e individuo.

A produgdo espermatica de peixes ¢ muito alta, devido ao grande numero de
divisdes espermatogdnicas. Os peixes produzem quantidade variavel de gametas (tabela 1).
Em algumas espécies, o macho produz 100 bilhdes de espermatozdides/ano/kg do peso
corporal ou mais de 1 x 10° espermatozoides/g de testiculo/dia, o que é 10 vezes maior do

que a producao relatada para mamiferos Billard, (1990a).
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Tabela 1. Concentracdo espermdtica de algumas espécies neotropicais de dagua

doce.(Adaptado Mojica, 2004)

Familia / Espécie Nome popular Concentracio Autor(es)
espermatica
(espermatozoides x
109/mL)
Familia Pimelodidae
Rhamdia quelen Jundia Cinza 19,7 BOMBARDELLI et.
al (2006)
Familia Characidae
Brycon insignis Piabanha + 243 E. SHIMODA et al (2007)
Brycon orbignyanus Piracanjuba 1 0+43-14+84 BEDORE (1999)
Salminus maxillosus Dourado 43-10,8 GODINHO & COSER
(1995)
Piaractus mesopotamicus Pacu-caranha 18,62 £3,31 MILIORINI et al 2002
28,07 £8,2 FOGLI DA SILVEIRA et
al. (1990)
7,1-11,1 GODINHO & COSER
(1995)
36,6 = 16,5 — 48,1+ 38,6 BEDORE (1999)
Familia Anostomidae
Leporinus elongatus Piapara 7,0-16,0 GODINHO & COSER (1995)
Leporinus obtusidens Piapara 6,625 — 52,250 MURGAS et al. (1999)
Familia Prochilodontidae
Prochilodus lineatus Curimbata 34,19 KAVAMOTO et al. (1986)
13,3-20,5 GODINHO & COSER (1995)
Prochilodus marggravii Curimata-pacu 19,2 - 26,6 GODINHO & COSER (1995)
Familia Pimelodidae
Pseudoplatystoma Surubim 8,0—16,0 GODINHO & COSER
coruscans (1995)
Rhamdia hilarii Bagre 55,8 FOGLI DA SILVEIRA et
al. (1985)
63,5 KAVAMOTO & FOGLI
DA SILVEIRA (1986)

2.4 Desenvolvimento gonadal

O desenvolvimento e maturagdo gonadal sdo influenciados diretamente pelos niveis

de hormoénios no sangue. No inicio do desenvolvimento gonadal ocorre aumento do nivel

de gonadotropina na hip6fise e no plasma, atuando sobre os ovarios para promover nos

ovocitos o inicio da vitelogénese Zohar, (1989). A elevagdao da gonadotropina estimula

também o aumento da concentracdo de testosterona e estrogénio Carolsfeld, (1989). Em

seguida os niveis hormonais no plasma diminuem, porém o processo de vitelogénese

continua. No final da vitelogénese, o nivel de gonadotropina volta a crescer na hipofise € no

plasma, assim como a testosterona e estrogénio do plasma.
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Depois de concluida a vitelogénese, a atividade ovariana se torna mais reduzida e
permanece em sintonia com as condi¢cdes ambientais, para que a liberagdo dos ovocitos
coincida com o periodo em que as proles terdo maiores chances de sobrevivéncia. Essa fase
¢ conhecida como “periodo de dorméncia” Weingartner e Zaniboni Filho, (2005).

Durante o “periodo de dorméncia”, quando as condi¢des ambientais sdo propicias,
tem inicio a etapa final de maturacdo gonadal. A fase final de maturacdo dos ovdcitos €
caracterizada pela migracao da vesicula germinal (nucleo) para a periferia celular e a sua
posterior desintegracdo, quando os ovocitos estdo prontos para serem eliminados do
envelope folicular Vazzoler, (1996). Se as condi¢des ambientais ndo forem propicias ou
ocorrer alguma alteragdo severa no meio inicia-se o processo de reabsor¢ao celular, seguido

do rearranjo gonadal.

2.5 Reprodugao induzida

2.5.1 Selecao dos reprodutores

Um dos processos mais importantes da reprodugdo induzida esta no critério de
escolha dos peixes. Para selegdo dos reprodutores sdao selecionados os peixes que
apresentavam maturacao gonadal descrita por Woynarovich & Hovart, 1983, nas fémeas de
tambaqui a maturac¢do ocorre entre 4-5 anos, nos machos de pacu ocorre entre 3-4 anos.

A captura dos reprodutores ¢ realizada com idade acima de 3 e 4 anos para machos
e fémeas, respectivamente, utilizando-se para a sele¢do, caracteristicas extragenitais
presentes no periodo de reprodugdo. A apresentacao de abdomen abaulado e macio na parte
posterior até a pélvis e papila genital proeminente e avermelhada sdo os critérios
empregados para as fémeas. Para os machos, o critério para maturidade sexual ¢ a emissao
de sémen, de coloragdo branca e aparéncia densa, que flui com facilidade e abundancia

apos leve pressao no abdomen Desarrollo, (1992).
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2.5.2 Hipofisagao

As fémeas sdo hipofisadas em duas etapas, primeira dose de 0,5 mg de extrato de
hipofise de carpa (EBHC)/kg de peixe. Decorridas 12 horas, ¢ aplicado a dosagem final de
Smg EBHC/kg para as fémeas e 3mg EBHC/kg de peixe para os machos (dose Unica). Lima
e Goulding, (1998).

Nas fémeas a dose preparatoria ou primeira dose, corresponde a 10% da dose
decisiva, responsavel por acelerar o desenvolvimento das gonadas até o estadgio da pré-
ovulacdo. A dose decisiva ou segunda dose ira desencadear o processo da ovulagdo. O
tempo entre a maturagdo final e a desova ¢é variavel de espécie para espécie, ¢ também em
funcdo da temperatura da agua. A fémea do tambaqui desova entre 200 e 300 horas/grau
Araujo-Lima & Gouding, (1998), varidvel de acordo com estagio de maturacdo da mesma.

Nos machos a grande fun¢@o do hormonio ¢ de aumentar o volume de s€émem expelido.

2.5.3 Fertilizacao

As células espermaticas masculinas permanecem imoéveis no testiculo dos peixes
devido a elevada concentragdo de potéssio, de forma que, imediatamente apos entrarem em
contato com a agua o potassio € diluido e as células sdo ativadas.

A motilidade do sémen varia entre as diferentes espécies de peixes, porém,
geralmente, ¢ inferior a um minuto Harvey e Carolsfeld, (1993). De modo semelhante, os
ovulos de diferentes espécies sao ativados pelo contato com a agua, iniciando o processo de
hidratagdo, o que leva ao fechamento da micrépila, impedindo assim a entrada do
espermatozoide. Considerando as caracteristicas fisioldogicas dos gametas, a fertilizacdo a
seco ¢ o melhor método, onde Ovulos e espermatozoides sdo retirados dos peixes, sem
contato com agua, misturando-os e somente depois se adiciona agua.

O procedimento de fertilizacdo a seco possibilita a vantagem de ampliar o tempo
para o manejo dos gametas, permitindo assim, a separagdo e a quantificacdo da desova nas
por¢oes a serem estocadas em distintas incubadoras, além de aumentar a taxa de
fertilizacdo. Apds a mistura dos 6vulos com o sémen, adiciona-se dgua para ativagdo dos
gametas, porém, a quantidade a ser adicionada precisa ser bem dimensionada. A inclusao
de muita agua causa a diluicdo dos espermatozoéides, e a diminuicao da possibilidade de que

encontrem a micropila para a fertilizagdo, da mesma forma que a quantidade insuficiente
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pode causar a obstru¢ao da micropila pelo muco do ovario ou pelo contato de outro 6vulo
Woynarovich e Horvach, (1983).

Contudo, de acordo com o didmetro dos 6vulos, fica claro que cada espermatozoide
tem pouca chance de alcancar a micropila que ¢ tnica em cada 6vulo, sendo necessario
grande numero de espermatozoides para ocorrer a fertilizacdo em cada évulo. O numero de
espermatozoides necessarios para fertilizar um 6vulo ¢é relativamente alto e depende da
espécie, variando até mesmo entre as espécies. Quando a fertilizagdo ¢ obtida usando-se
propor¢ao relativamente baixa de espermatozoides/ovo, juntamente com o fato da
fertilizacdo ocorrer durante curto periodo de motilidade, indica que a espécie tem alta
capacidade de fertilizacao.

Trabalhos realizados com dourado (Salminus brasiliensis) tém demonstrado que a
utilizagdo do procedimento convencional de fertilizagdo produz baixa taxa de fecundagao,
sendo recomendado maior volume da dgua de ativagdo — entre trés a cinco vezes o volume
de ovocitos — e decorridos 30 a 40 segundos do inicio da mistura deve ser adicionado um
volume aproximado de cinco vezes o volume inicial para garantir elevada taxa de
fecundacao Weingartner e Zaniboni Filho, (2005).

Os ovos da maioria dos teledsteos sdo fertilizados externamente. Depois de passar
através da micropila, o espermatozoide penetra na membrana plasmatica. Este processo

ocorre quando os espermatozoides sdo colocados diretamente em contato com 0s ovos.
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2.6 Dose minima inseminante

Consiste na determina¢io da melhor razdo entre espermatozéide.ovocitos ', que
assegure um melhor porcentual de fecundagdo. Sendo este percentual determinado pela
quantidade de ovo que chega a fase de fechamento do blastéporo em fung¢do do total de ovo

extrusado pela fémea (tabela 2).

Tabela 2. Quantidade de espermatozdide por ovocito para melhor taxa de
fecundacdo de algumas espécies ja estudadas.

Espécie Nome popular espermatozéide.ovocitos” Autor(es)

Brycon insignis Piabanha 314.481 Shimoda et al, 2007
Rhamdia quelen Jundia cinza 89.497 Bombardellli et al, 2006
Salminus brasiliensis Dourado 30. 722 Sanches et al,

O conhecimento do nimero de espermatozéides.ovocito’ ¢ de fundamental
importancia na rotina de reproducdo artificial de peixes. Tais conhecimentos além de
influenciarem as taxas de fertilizagdo Bombardelli et al., (2006a), revelam a possibilidade
de limitar o estoque de machos na piscicultura intensiva, propiciando uma exploragao mais
racional de reprodutores geneticamente selecionados e uma redugdo nos custos de produgao
Fogli da Silveira et al., (1988). O conhecimento da dose inseminante adequada também
apresenta importancia para o desenvolvimento de programas de criopreserva¢ao de sémen
e/ou ovocitos, destinados tanto para fins de conservacdo da biodiversidade genética de
espécies ou até mesmo em programas de melhoramento genético em fazendas de cultivo

Denniston et al., (2000).
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 Local e periodo

A pesquisa foi desenvolvida no laboratdio de Piscicultura da Estagdo Ambiental de
Firminopolis - TURVALE, municipio de Firminopolis - Goias apresentando no Sistema de
Posicionamento Global as seguintes coordenadas: 22k 571607mL x 8150840mS, altitude
de 598m.

Na regido o periodo das chuvas tem inicio no més de novembro prevalecendo até o
més de marco, fator responsavel pelo aumento da temperatura da dgua, condig¢do essencial
para o processo de reproducdo induzida de peixes reofilicos em cativeiro. No habitat natural
os peixes reofilicos de regides tropicais como o tambaqui e pacu desovam nesse mesmo
periodo apos a piracema, fatores como aumento do nivel dos rios, alagamento de encostas e
o aumento da temperatura, propiciam maior oportunidade de sobrevivéncia dos alevinos,

devido uma maior disponibilidade de alimento

3.2 Captura e sele¢ao dos reprodutores

Para captura dos peixes abaixou-se o nivel da agua do viveiro para 60 cm
facilitando o arraste da rede, o viveiro apresentava uma profundidade média de 140cm. Foi
utilizado uma rede de arrasto com malha de 70mm pois os peixes eram de grande porte,
quanto maior a distdncia entre um n6 e outro da rede maior a facilidade para o arrasto.
Redes de malha grande evita que peixes invasores de pequeno porte sejam capturados,
dificultando o manejo dos peixes reprodutores de interesse.

As fémeas selecionadas apresentavam caracteristicas morfoldgicas externas que
representava processo de maturagdo gonadal avangado, abdomem abaulado e papila genital
avermelhada. Os machos apresentavam saida de sémem mediante leve massagem
abdominal no sentido antero-posterior.

Apos a captura os reprodutores foram levados rapidamente ao laboratério em
tambores com agua, onde foram individualmente pesados, marcados com fios coloridos em
sua nadadeira dorsal e colocados em um tanque de alvenaria com aproximadamente 1000
litros, tendo circulagdo constante de 4gua a partir de uma torneira %, a temperatura de 26°C

+1.
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Foram hipofisadas 2 fémeas de tambaqui e 4 machos de pacu, dos quais, apenas um
de cada sexo foi selecionado para o experimento. A fémea foi selecionada pela cor dos
ovos, rapida hidratacio e homogeneidade dos mesmos, o macho de acordo com a
viscosidade do sémem (maior consisténcia) e motilidade dos espermatozdides. As fémeas
tinham idade entre 5-6 anos, os machos entre 4-5 anos. Os peixes encontravam-se em
viveiros de 1000m’ e eram alimentados com racdo comercial balanceada contendo 28% de

proteina bruta.

3.3 Instalacgoes

O laboratério da Turvale apresenta distribuicdo hidraulica com canos de 100 e
50mm fixados na parte interna das paredes, saida de dgua através de torneiras % , a dgua €
captada em um reservatorio de 7000m’ que chega devidamente filtrada ao laboratorio, o
grande volume de agua do reservatério garante pequena variacdo na temperatura da agua,
fator essencial para maior taxa de sobrevivéncia das larvas.

Para desenvolvimento da pesquisa foi construido de forma artesanal 15 mini-
incubadoras com garrafas per de 2,51. Estas tiveram seu fundo cortado, ficando uma
abertura com didmetro de aproximadamente 100mm, onde foi encaixado um cano PVC
com 20cm de altura, na lateral do cano foi feito um recorte retangular (6cm x 12cm) e o

mesmo tampado com uma tela de malha 100 um, para contengao dos ovos (figura 1).

\Y Figura 1: Mini incubadoras
| sobre o suporte com entrada de
agua pela parte inferior.

A oxigenacao dos ovos foi obtida através da troca constante de agua, que entrava na
mini-incubadora pelo bico da garrafa, que se encontrava voltada para baixo encaixado em

suporte proprio.
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Para distribui¢do da dgua nas quinze mini-incubadoras foi construido de PVC uma
estrutura com formato da letra “H” com uma entrada de 4gua e dezesseis saidas (uma a

mais do que o necessario).

3.4 Qualidade da dgua
Fatores como temperatura, oxigénio e pH foram monitorados antes e durante o

experimento, através de aparelhos eletronicos da marca Alfakit devidamente calibrados.

3.5 Hipofisagdo
A fémea selecionada para o experimento pesava 6kg recebendo na primeira dose
3mg e na segunda dose 30mg de hipofise de carpa (EBHC), o macho pesou 3 kg, recebeu

dose unica de 9mg no momento da segunda dose da fémea.

3.6 Coleta dos espermatozoides

Para extrusdo do sémem os machos foram anestesiados com solu¢ao de benzocaina:
lg de benzocaina/10 ml de alcool etilico/10 litros de agua. Apds a anestesia, toda a parte
ventral do animal foi lavada com agua destilada, principalmente na regido do poro genital e
da nadadeira anal, posteriormente a regido foi seca com papel absorvente para ndo
contaminar a amostra de sémem com urina, fezes ou agua. A presenca de qualquer uma
dessas substancias provocaria a ativagdo do espermatozoéide, situagdo nao desejada naquele
momento.

Logo em seguida o animal foi colocado em cima de uma mesa almofadada, evitando
que o mesmo se machuque e recebeu pressao abdominal no sentido anteroposterior para
coleta do sémem. A amostra seminal foi coletada em um tubo falcom com graduagdo de

0,5ml para imediata determinagdo da quantidade de s€émem.

3.7 Avaliacao qualitativa do sémem

3.7.1 Andlise macroscopica

Cor do sémem

Maior ou menor quantidade de fluido seminal tem influéncia direta na concentragao

de espermatozdides e consequentemente na cor do s€émem.
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Volume do sémem

Foi observado no proprio tubo falcom, no momento da coleta.

3.7.2 Andlise microscopica

- Motilidade espermatica

Para motilidade espermatica preparou-se uma lamina a partir do sémem fresco,
imediatamente apds a coleta: uma gota do sémem com uma gota de agua. A leitura foi feita
com microscopia optica (400x). A estimativa da percentagem de células mdveis seguiu a
escala arbitraria de 0 a 100%, segundo Salisbury e Vandemark (1964). Sendo observado no

presente estudo motilidade acima de 90%.

- Mortos e vivos

A determinagdo de espermatozdides mortos e vivos foi realizada através da
coloragdo com eosina citrato Kavamoto & Fogli da Silveira, (1986). Uma gota de sémem
fresco com uma gota do corante e fez-se o esfregago. Foram considerados vivos aqueles
com coloracdo branca e mortos aqueles que apresentavam coloragdo rosada (permeével ao

corante).

- Avaliagdo quantitativa de espermatozoide no sémem

A propor¢do de espermatozoide no sémem foi realizado a partir da diluicdo do
sémem 1:1000, em solucdo de formol salina tamponado numa concentracdo de 5%
Hancock, (1957). A contagem do nimero de espermatozoides foi realizada em camara

hematimétrica de Neubauer com aumento de 400 x, segundo Mylonas et al., (1997).

3.8 Coleta dos ovocitos

As fémeas foram anestesiadas com solugdo de benzocaina. Apos a anestesia, o peixe
teve a parte ventral do corpo lavada com agua destilada, principalmente na regido
urogenital e imediatamente seca com papel toalha.

Os ovacitos foram coletados em recipiente seco, limpo e de peso conhecido. Apos

pesagem foi retirada duas amostras de 1g para contagem dos ovdcitos.
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3.9 Delineamento experimental
Apos a extrusdo os ovos foram distribuidos em copos de 20ml seguindo um
delineamento experimental de cinco tratamentos com trés repeticdes, totalizando 15

amostras. Variando de acordo com o peso dos ovos em cada tratamento (tabela 3).

Tabela 3: tratamento x grama de ovo

Tratamento g de ovocitos
1 1
2 1,5
3 2
4 2,5
5 3

3.10 Fertilizacao e incubagao dos ovos

Em cada copo foi colocado 20ul do sémem fresco, sendo misturado com os ovos
com a propria ponteira da micropipeta. Logo em seguida estes foram hidratados por
aproximadamente 10min, e depois transferidos para as mini-incubadoras devidamente

preparadas e identificadas.

3.11 Desenvolvimento dos ovos

Durante o desenvolvimento embrionario nas incubadoras, foram feitas amostragens
iniciando-se duas horas apods a fecundagdo que ocorreu as 6h da manha. Entre as 12hs e as
18hs foram realizadas quatro amostragens, que possibilitou a observagdo das fases de
morula, blastula, gastrula e o fechamento do blastéporo. Apos 11 horas de desenvolvimento
embrionario, todos os ovos das incubadoras foram retirados e contados. A taxa de ovos em
fase de fechamento de blastoporo foi mensurada em microscopio estereoscopio (20x),
utilizando-se de aproximadamente 1000 ovos no tratamento um, até 3000 ovos no

tratamento cinco.
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3.12 Andlises estatisticas
Os resultados do experimento foram submetidos a analise de varidncia e teste de
comparacdo de médias (Tukey a 5%) conforme procedimentos GLM do programa

computacional SAS.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Espermatozoides

A coleta do s€émem foi realizada 9h apos a aplicacdo hormonal do extrato hipofise
de carpa, apresentando 2mL de volume total, esse volume ndo pode ser considerado o
volume total de sémem produzido pelo macho, uma vez que o método da extrusdo, por
pressdo no sentido antero-posterior, ndo garante a liberacdo total do sémem presente. O
valor encontrado foi superior ao encontrado em piau-acu (Leporimus macrocephalus) por
Ribeiro e Godinho,(2003). Ainda de acordo com Godinho,(2000) o volume do sémem
produzido pelos peixes ¢ muito variavel, dependendo do tamanho do individuo, época e
metodologia de coleta. Este mesmo autor relata que proporcionalmente os peixes de couro
produzem maiores quantidades de sémem quando comparados aos peixes de escama.

O macho apresentou s€émem de coloragdo branca e aparéncia viscosa, o sémem foi
coletado com relativa facilidade, evidenciando boa producdo seminal a partir da indugao
hormonal realizada.

Foi encontrada uma concentrago espermatica de 10 x 10° espermatozoéides/mL para
o sémem do pacu. Valores proximos ao encontrado por Maria et al.(2003) de 13,89 + 1,26 x
10° espermatozoides/mL para a mesma espécie e diferente dos valores encontrados tanto
por Silveira et al. (1990), com médias de concentragio de 28,07 + 82 x 10’
espermatozoides/mL quanto por Miliorini et al. (2002), cuja média foi de 18,62 + 3,31 x
10° espermatozoides/mL (Tabela 1).

A taxa de motilidade dos espermatozoides foi determinada através do campo visual
com microscopia Optica, aumento de 400x, observando mais de 90% de motilidade. Maria
et al. (2003) e Miliorini et al. (2002) para a mesma espécie encontraram respectivamente 95
+3,16% e 99,16 + 0,83% de motilidade.

Na avaliagcdo da propor¢do de espermatozoides mortos e vivos, a lamina preparada
apresentou os espermatozodides totalmente corados em rosa, variando apenas na tonalidade
da cor, como a cor rosada determina espermatozoides mortos € a cor branca os vivos,
sugere-se um erro técnico no momento da preparacdo da lamina, pois o resultado

apresentado para mortos e vivos sdo incompativeis com a taxa de motilidade acima de 90%
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visualizado no microscopio com aumento de 400x. Kavamoto & Fogli da Silveira et al.

(1986), em Rhamdia hilarii, verificaram média de 86,73% de células vivas.

4.2 Ovocitos

A extrusdo da fémea foi realizada apds o processo anestésico, garantindo assim
maior seguranga no manejo reprodutivo, além de evitar quedas e esfoliagdes
desnecessarias. Seus ovocitos ainda sem sofrer o processo de hidratagao foram pesados,

obtendo 654g de ovocitos( 1g +1mL), representando aproximadamente 10% do peso vivo

da fémea, 6 kg.

Figura 1: Processo de extrusdo da
fémea de tambaqui: (A) fémea
tambaqui com abdomem abaulado; (B)
fémea de tambaqui apds o processo
anestésico; (C) coleta dos ovdcitos
através da extrusdo.

Das duas amostras de 1 g coletada obteve-se uma média de 1560 ovocitos/g (figura
2). A fémea apresentou produg¢ao média de 170.040 ovocitos/kg de peixe vivo. Os ovdcitos

foram distribuidos de acordo com o delineamento experimental (Tabela 4).
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Figura 2: (A) Pesagem dos ovocitos; (B) Ovocitos distribuidos de acordo com o
delineamento experimental devidamente identificado.

Tabela 4: Tratamento: numero de ovocitos por grama.

Tratamento g de ovocitos n° ovocitos por tratamento
1 1 1.560
2 1,5 2.340
3 2 3.120
4 2,5 3.900
5 3 4.680

4.3 Fertilizacao
A taxa de hormoénio utilizada mostrou-se satisfatoria no que se refere ao processo

de desova: volume, fluidez e facilidade na extrusdo. Porém a taxa de fecundagcdo maxima
de 2,39% nao foi satisfatoria (Tabela 5). A percentagem de fertilizacdo em cada tratamento
demonstrado no grafico 1.

Tabela 5: Resultados da percentagem de fecundagao.

Tratamento  N° ovospor  N°sptzem 20uL  Sptz/ovocito N° ovos %
tratamento de sémem fecundados  fecundacao
1 1.560 200 x 10° 128.205 90 1,92
2 2.340 200 x 10° 85.470 108 1,54
3 3.120 200 x 10° 64.102 178 1,90
4 3.900 200 x 10° 51.282 280 2,39
5 4.680 200 x 10° 42.735 201 1,43
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A mistura dos gametas utilizando a propria ponteira da micropipeta pode contribuir
para a baixa fertilizagdo. Segundo Ponzi, (2003) a mistura dos produtos sexuais,
procedimento utilizado corriqueiramente nas estacdes de piscicultura, pode causar danos
aos ovos, pela abrasdo do contato direto dos mesmos com materiais mais rigidos, pela

fragilidade que apresentam.

N
3

:

(

= —s— fecundagéo

—_

o
(&

Porcentagem fecundagao

1 2 3 4 5

Tratamento

Grafico 1: Porcentagem de ovos fecundados de tambacu (Colossoma macropomum X
Piaractus mesopotamicus).

No presente trabalho apresentado apesar do baixo percentual de fertilizagcdo, obteve-
se uma razdo entre espermatozoide/ovocito de 51.282, considerada satisfatoria quando
comparada aos resultados apresentados por Bombardelli, (2006) e Shimoda et al (2007).
Bombardelli, (2006) trabalhando com jundid cinza (Rhamdia quelen) obteve fertilizagao
maxima teorica de 86,68% e a melhor relacao de espermatozoide/ovocito foi de 89.497.

Fogli da Silveira et al. (1988), estudando o efeito da concentragdo espermatica sobre
as taxas de fertilizagdo em truta (Salmo irideus), observaram que concentracdes superiores
a 2x10° espermatozoides.ovocito! maximizaram as taxas de fertilizagio (80,83% até
87,60%). Nesse caso se faz necessario um estudo econdmico, para avaliar a relagdo custo
beneficio, no ganho de aproximadamente 7% na taxa de fertilizacdo, em relagdo ao custo da

manutencao de um maior namero de reprodutores ao longo do ano.
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Outros autores verificaram ainda doses inseminantes ideais para outras espécies,
como 140x10° espermatozéide.ovocito”! para a tilapia (Oreochromis spp.) Rana &
McAndrew, (1989), 15x10° espermatozoide.ovocito para o bagre africano (Clarias
garienpinus) Rurangwa et al., (1998), acima de 9x10° espermatozéide.ovocito para turbot
(Scopothalmus — maximus) ~Chereguini et al., (1999), 8,49x10° a 23,67x10°
espermatozoides.ovocito™ para a carpa comum (Ciprinus carpio) (Linhart et al., 2003) e
314,428x10° espermatozdides.ovocito para a piabanha (Brycon insignis) (Shimoda et al.,
2004).

Segundo Lahnsteiner (2000), a proporcao ideal de espermatozodides por ovocito
depende do diametro dos ovdcitos. Espermatozoides de peixes fertilizam os ovdcitos
através da abertura denominada micrépila. Segundo Suquet et al. (1995), quanto menor o
didametro do ovdcito, maior a probabilidade de os espermatozdides alcangarem o aparato
micropilar e fecunda-lo. Vazzoler (1996) descreve que a quantidade de ovocitos por grama
tem inversa correlagdo com o tamanho desses gametas. Assim, quanto menor 0s ovocitos,
maior a quantidade de ovocitos por grama e menor o seu diametro. No presente trabalho, o
indicador do tamanho dos ovdcitos foi a quantidade de ovocitos por grama. Embora o
diametro do ovoécito do tambaqui ndo tenha sido medido, no trabalho de Vieira et al.

(1999), verificou valores entre 0,85mm e 1,25mm de didmetro (Tabela 6).
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Tabela 6. Razdo 6tima de espermatozoéides (sptz) por ovdcito de acordo com o tamanho dos
ovocitos em algumas espécies.

Indicativo do Razao ideal
tamanho do ovdcito sptz x
Espécie (ovocito/mL ou 10%/ovécito Autor
diametro do ovocito)
Thymallus thymallus 40 ovocitos/mL 1200-1600 Lahnsteiner (2000)
Esox lucius Diametro = 2mm 700 Marcel (1981)
Oncorhynchus mykiss Diametro = 4mm 200 Silveira et al. (1988)
300 Billard (1975)
Coregomus lavaretus 150 ovocitos/mL 300-500 Lahnsteiner (200)
Hippoglossus hippoglossus Diametro = 3mm 1600 Suquet et al. (1995)
701 ovocitos/g
Brycon insignis Diametro = 1,3mm 314 Sousa (2004)
Cyprimus carpio 1500 ovocitos/g 13 Marcel (1981)
Scophtalmus maximus Diametro =1 mm 6 Suquet et al. (1995)

A razdo de 51.282 espermatozoide/ovocito (Tabela 5) encontrado para fertilizagao
do hibrido tambacu (fémea tambaqui x macho pacu) ¢ proporcional aos dados mostrados na
tabela 6 em que ovdcitos menores como ¢ o caso do tambaqui, necessitam de menor
quantidade de espermatozdides para fecundagao.

As espécies T. thymallus (Lahnsteiner, 2000), E. lucius (Marcel, 1981), C. lavaretus
(Lahnsteiner, 2000), H. hippoglossus (Suquet et al., 1995) apresentam ovocitos maiores que
o tambaqui e, provavelmente por isso, necessitam de mais células espermaticas para
fecundar os ovdcitos.

Na andlise de variancia (Tabela 7) observa-se que o tratamento ¢ significativo a
95%, e a repeticao dos tratamentos ndo apresenta valor significativo. Quanto as médias do

tratamento confirma-se uma melhor fertilizagdo no tratamento quatro.
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Tabela 7 . Resumo da analise de variancia, coeficientes de variagdao ¢ médias por quadrados
minimos do nimero de ovos fecundados do tambaqui, Colossoma macropomum

Causas de Variagdo GL Pr>F
Tratamento (T) 4 0,0412
Repeti¢ao 2 0,2539
Residuo 8 -
Cv 37,9 -
Médias tratamentos
1g de ovdcitos 30°
1,5g de ovocitos 36%
2g de ovocitos 59
2,5g de ovocitos 93°
3g de ovocitos 67%

Pr > F: Pr <0,01 = significativo a 99 % de probabilidade; Pr >0,01 < 0,05 = significativo a
95 % de probabilidade. " Valores seguidos de mesma letra em mesma coluna ndo diferem entre si,

pelo Teste de Tukey a 5 % de probabilidade

4.4 Qualidade da 4gua
As varidveis fisico-quimicas da agua apresentaram pequenas variacdes durante o

experimento, porém mantiveram-se dentro dos padrdes aconselhaveis para as espécies: a

temperatura variou de 26 a 28,5 C, oxigénio dissolvido de 5,3 a 6,8 mg/L e o pH de 6,5 a
7,0.

5 CONCLUSAO

O trabalho demonstra a possibilidade de manter um plantel equilibrado de
reprodutores, auxiliando técnicos e piscicultores no processo € manejo reprodutivo.

Considerando que o pacu tenha uma média de 10 x 10’ espermatozoéides/ml e que o
tambaqui apresenta 1560 ovocitos/grama de desova, recomenda-se que seja utilizado Iml
do sémem de pacu para cada 125g de ovocito do tambaqui para fertilizacdo do hibrido
tambacu.

Existem varios trabalhos no que se refere a taxa de fertilizagao, mas sugere-se novas
pesquisas tanto para o hibrido tambacu, como para outros peixes, apresentando assim

melhor consisténcia nos resultados.
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7 ANEXOS

Anexo 1. Apresentacdo das quatro amostragens realizadas durante o periodo de

desenvolvimento do ovo, ocorridas das 12:20 h as 17:46 h.

Amostra N° 1 Amostra N° 2
Tratamento Repetices co](:;t,z(slos o l;)l‘l,g;dos Hordrio Tratamento Repeticdes co]oe‘t,g(sios e ::gasdos Hordrio
1.1 52 8 12:57 11 46 7 13:48
1(1g) 1.2 20 3 1(1g) 1.2 53 6
13 41 3 1.3 26 3
2.1 40 4 2.1 30 1
2(1,5) 22 58 7 2(1,5) 22 28 3
23 44 3 23 64 7
3.1 48 4 3.1 88 12
32g) 32 72 7 32g) 3.2 44 8
33 55 1 33 49 3
4.1 29 0 4.1 81 2
42,5) 42 80 9 4(2,5) 4.2 39 5
4.3 28 5 4.3 55 7
5.1 57 5 5.1 79 10
5(3g) 52 34 1 53g) 52 78 8
53 118 15 12:20 5.3 73 4 13:05
Amostra Amostra N° 4
N’ 3 Tratamento . ovos ovos .
Tratamento o ovos ovos N Repeticdes coletados fecundados Horario
Repeticdes coletados | fecundados Horério 1.1 24 17:46
11 44 6 16:20 10g) 12 16
1(1g) 12 18 1 1.3 12
13 25 1 2.1 32
2.1 21 1 2(1,5) 22 27
2(1,5) 22 14 0 23 3
23 57 0 31 "
3.1 95 6 3(29) 32 53
3(2g) 32 60 8 3 ”
33 35 1
41 69 7 4.1 63
42.5) 42 30 4 42,5) 4.2 121
43 30 2 4.3 55
5.1 25 2 5.1 71
5(3g) 52 59 7 53g) 52 36
5.3 20 1 15:22 5.3 41 17:05
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