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RESUMO

Determinou-se a razdo 6tima de espermatozoides por ovocitos da piabanha Brycon insignis, utilizando-se
dois machos e duas fémeas da espécie, submetidos ao procedimento de desova induzida. Os gametas
foram extrusados manualmente 200 horas-grau apos a aplicacdo do extrato bruto de hipdfise. Os ovdcitos
foram misturados e deste pool retiraram-se amostras com 2g de ovdcitos (701 ovoécitos/g). O sémen do
pool foi diluido em solugdo de NaCL 1,2% de tal forma que, ap6s a adi¢do de 1ml do sémen diluido aos
ovocitos, fossem obtidas as seguintes razdes espermatozdides por ovocitos em cada tratamento:
T1=86.662, T2=173.324, T3=259.986, T4=346.648 ¢ T5=433.310. A taxa de fertilizacdo do sémen ndo
diluido usado como controle foi de 65,3%. Apds ativagdo espermatica com NaHCO; 1% e fecundagéo, os
ovos foram transferidos para as incubadoras e nelas foram observadas as seguintes percentagens de
fertilizagdo em relagdo a do grupo-controle: T1=35,7%, T2=53,1%, T3=79,1%, T4=93,4% ¢ T5=87,8%.
A percentagem de fertilizagdo (em relagdo ao controle) aumentou de forma linear, segundo a equagao de
regressdo: Y=15,55+0,0002297X (P<0,01; R?=0,98), até a propor¢do de 314.481 espermatozdides por
ovocitos, apds o que a taxa de fertilizagdo se estabilizou no limite de 88%.
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ABSTRACT

The optimum spermatozoa:oocyte ratio of piabanha Brycon insignis was studied. Two males and two
females were induced to spawn, and the gametes were stripped after 200 hourgrades starting from the
application of carp pituitary gland. Oocytes from two females were mixed, and samples of 2g (701
oocytes/g) were collected from the obtained pool and placed into plastic cups. The semen from the two
males, after mixed to compose a pool, was diluted in NaCl solution (1.2%) so that, after the addition of
Iml of diluted sperm into the oocytes, the following spermatozoa:oocyte ratios (tri-replicated) were
obtained: T1=86,662, T2=173,324, T3=259,986, T4=346,648 and T5=433,310. After the activation
using 1% NaHCOj; and fertilization, the eggs were transferred to incubators, and observed the
percentages of fertilization relative to the control. T1=35.7%, T2=53.1%, T3=79.1%, T4=93.4% and
75=87.8%. Undiluted semen was used as “control”, which showed 65% of fertilization. The percentage
of fertilization (relative to the control) increased linearly according to the regression Y= 15.55 +
0.0002297X (P<0.01; R*=0.98), until the proportion of 314,481 spermatozoa per oocyte, and, from this
point, the fertilization rate maintained at 88%.
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INTRODUCAO

A piabanha Brycon insignis ¢ uma espécie de
peixe encontrada apenas na bacia do rio Paraiba
do Sul (Nomura, 1984), cuja populagdo vem
reduzindo-se rapidamente, em fungdo de acdes
antropicas, ao ponto de ser considerada
oficialmente como em extingdo (Instrucdo...,
2004). Planos de recuperagdo da populagdo da
espécie tém sido implantados nos ultimos anos,
incluindo o desenvolvimento de estudos a
respeito da producdo de alevinos para
repovoamento (Andrade-Talmelli et al., 2001a,b;
Sousa, 2004).

O teste de fertilizagdo constitui o método que
melhor permite avaliar a qualidade seminal
(Ribeiro, 2001), sendo seu resultado expresso em
percentagem de ovos que atingem a fase de
fechamento do blastoporo. Embora os testes de
fertilizagdo tenham sido utilizados com
freqiiéncia em experimentos de criopreservagao
de sémen (Silveira et al., 1984, 1990; Kavamoto
et al., 1989; Coser et al., 1992; Silva, 2000),
poucos sdo os trabalhos no Brasil que
determinam a razdo oOtima de espermatozoides
por ovacitos.

Devido a dificuldade de obtencdo de ovocitos
considerados de boa qualidade (perfeitamente
esféricos, translucido e sem  espago
perivitelinico), a capacidade fecundante do
sémen criopreservado tem sido avaliada em
poucas espécies de peixes (Suquet et al., 1995).
Outra dificuldade encontrada na avaliagdo da
capacidade fecundante ¢ a coleta de quantidades
precisas de ovdcitos. Por exemplo, os mesmos
autores, ao coletarem 9 amostras consecutivas
com 800ul de ova, observaram alto coeficiente
de variagdo (66,5%) no numero de ovdcitos em
cada amostra.

Em truta Oncorhynchus mykiss, foi verificada
correlagdo positiva entre percentagem de
fertilizacdo e motilidade quando foram usadas
proporgdes menores que 200.000
espermatozdides por ovocito (Moccia e
Munkittrick, 1987). Essa propor¢do foi indicada
como a ideal para O. mykiss, sendo verificado
porcentual de fertilizagdo de 80,4% em trabalho
realizado por Silveira et al. (1988). Os resultados
podem ser contrastantes, considerando a mesma
espécie. Silveira et al. (1984) obtiveram, como
maior média, 78% de fertilizagdo ao utilizarem
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13 milhdes de espermatozdides por 6vulo de O.
mykiss.

Suquet et al. (1995) realizaram experimento com
a espécie marinha Scophthalmus maximus,
verificando os percentuais de fertilizagdo
utilizando diversas proporgoes
espermatozodides/ovacitos e ovocitos em estadios
diferentes de maturac¢do. Utilizando ovocitos
maduros (estadio 3), obtiveram percentagens de
fertilizagdo que variaram entre 58,4% a 93,9% na
propor¢ao de 6000 espermatozdides/ovocito. Em
propor¢des menores, o percentual de fertilizagdo
decresceu e o coeficiente de variagdo aumentou
nos tratamentos. Em ovocitos em estadio 4, a
variagdo na percentagem de fertilizagao foi muito
alta, independente da proporgao
espermatozdides/ovacito.

A razdo Otima de espermatozoides por ovocito
foi estudada em outras espécies como a
Thymallus thymallus (Lahnsteiner, 2000), Esox
lucius (Marcel, 1981), Coregonus lavarelus
(Lahnsteiner, 2000), Hippoglossus hipoglossus
(Suquet et al., 1995), Cyprinus carpio (Marcel,
1981) e S. maximus (Suquet et al., 1995), sendo
obtidos resultados que variaram de 6000 (T.
thymallus) a 1.600.000 (Scophthalmus maximus).

A obtencdo da quantidade de espermatozoides
para fertilizar uma determinada massa de
ovocitos ¢ importante na rotina de reproducdo
artificial, por permitir a otimizagdo do sémen,
reduzindo o nimero de reprodutores ¢ a area e
gastos demandados para manutencdo destes.
Além disso, seria evitada a utilizagdo de menos
sémen do que o necessdrio, o que poderia
implicar em menores porcentuais de fertilizagao.
O objetivo deste trabalho foi determinar a razdo
otima de espermatozoides por ovocitos de
piabanha Brycon insignis.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionados exemplares de piabanha
Brycon insignis de ambos os sexos, presentes na
estacdo experimental do Projeto Piabanha, em
Itaocara, RJ, e que se apresentaram no estadio de
matura¢do gonadal avancada, sendo escolhidas
as fémeas que apresentaram abddémen abaulado e
papila genital avermelhada, e os machos que
apresentaram saida de sémen mediante
massagem abdominal no sentido antero-
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posterior. Estes exemplares foram transportados
ao laboratdrio e submetidos ao procedimento de
hipofisagdo proposto por Woynarovich e
Horvath (1983). As fémeas receberam a dosagem
preparatoria de 0,5mg de extrato bruto de
hipéfise de carpa (EBHc) por quilograma de
peso vivo. Decorridas 12 horas, foram aplicadas
a dosagem final de 5,0mg EBHc/kg peso vivo,
nas fémeas, ¢ a dosagem unica de 0,5mg
EBHc/kg peso vivo, nos machos.

Apds 200 horas-grau, procedeu-se a extrusdo,
primeiramente dos machos, sendo coletados Sml
de sémen de cada macho em tubos de vacuo de
10ml, apds secagem da papila genital e das areas
adjacentes. Logo apds a coleta, seguiram-se a
adi¢@o de duas gotas de solucdo de NaHCO; 1%
a uma gota de sémen e a verificagio da
motilidade espermatica subjetiva. As duas
amostras apresentaram mais do que 90% de
motilidade. Posteriormente, as amostras seminais
foram misturadas para constituicdo de um pool,
cuja motilidade observada foi de 90%, a partir da
qual se retiraram trés aliquotas para
determinagdo da concentragdo espermatica.
Procedeu-se, entdo, a pré-diluicdo da amostra,
misturando-se 1ml do s€émen com 9ml de solugdo
nao ativadora, de NaCl 1,2% (pré-diluicdo = 10
vezes). Essa solugdo foi diluida novamente, nas
seguintes propor¢oes de volume de sémen pré-
diluido/volume de NaCl 1,2%: 1) 200ul/3800ul
(diluigdo total = 200 vezes); 2) 400ul/ 3600ul
(dilui¢ao total = 100 vezes); 3) 600ul/3400ul
(dilui¢ao total = 66,7 vezes); 4) 800ul/3200ul
(dilui¢ao total = 50 vezes); e 5) 1000ul/3000ul
(diluigao total = 40 vezes).

Realizou-se, entdo, a extrusdo das fémeas.
Ambas se mostraram preparadas
fisiologicamente para a desova, haja vista a
facilidade para a extrusdo dos ovocitos. A papila
genital e as regides adjacentes (abdomen e
nadadeira anal) foram secas, sendo a desova
coletada em bacias plasticas secas, uma para
cada fémea. A seguir misturaram-se as desovas
para constituicdo de um pool, do qual se
retiraram trés subamostras, com lg cada, que
foram acondicionadas em tubos de vacuo de
10ml, com formol, para contagem do nimero de
ovocitos, realizada apds duas horas.
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A partir da amostra composta inicial, foram
retiradas também amostras com 2,0g cada, e
estas colocadas em copos plasticos de 300ml
numerados de acordo com o tratamento utilizado.
Para estabelecimento dos tratamentos, em cada
copo plastico, foi utilizado Iml de uma das
diluigdes, sendo que cada tratamento teve trés
repetigdes. Ato imediato ao acréscimo do sémen
diluido, foram adicionados, a cada copo plastico,
2ml de NaHCO; 1% para ativagdo dos
espermatozoéides.

As diluigdes a partir do sémen a fresco foram
consideradas em concentragdes de 24,3x10°
espermatozdides/ml e adicionados 1ml de sémen
diluido nos 2g de ovdcitos (701 ovocitos/g), das
quais se obtiveram as seguintes proporcdes de
espermatozodides por ovdcitos, utilizadas em cada
tratamento: T1) 86.662; T2) 173.324; T3)
259.986; T4) 346.648; TS) 433.310.

Apds a mistura do sémen de cada tratamento
com o0s ovocitos, para a fecundagdo, os ovos
foram hidratados por 20min utilizando-se agua
destilada, ap6s o que foram transferidos para as
incubadoras. Cada repeticdo foi colocada em
uma incubadora, constituida por uma garrafa
transparente pet de 21 invertida, com tela para
evitar a saida dos ovos. A entrada da agua
ocorreu pela parte inferior da garrafa invertida,
ficando os ovos oxigenados e em suspensdo
durante seu desenvolvimento.

Os ovos permaneceram na incubadora na qual foi
acompanhado o desenvolvimento embrionario,
sendo que, nas primeiras 8 horas, foi realizada
amostragem a cada duas horas e, posteriormente,
a cada 30 minutos. Os primeiros ovocitos com
fechamento de blastoporo foram observados apos
8,5 horas de incubagdo. Decorridas mais de 1,5
horas, ou seja, 10 horas depois da colocagéo dos
ovos na incubadora, foi verificada a percentagem
de ovos fertilizados.

A seguir estimou-se a equagdo de regressdao que
melhor se ajustava aos dados, com as variagdes
das taxas de fertilizagdo (em relagdo ao controle)
em funcdo da quantidade de espermatozdides por
ovocitos, sendo sua significAncia testada
utilizando-se o aplicativo SAEG. Com base na
equacdo, foi verificada a propor¢ao ideal de
espermatozdides por ovocitos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias das taxas de fertilizacdo dos ovos de
piabanha, em funcdo das diferentes proporc¢des
de espermatozoides por ovocito utilizadas,
podem ser observadas na Tab. 1.

As taxas médias de fertilizagdo aumentaram
gradativamente até a propor¢do de 346.648
espermatozdides por ovocitos. Quando a
propor¢ao foi aumentada para 433.310, a
percentagem de ovdcitos fertilizados permaneceu
praticamente a mesma. A tendéncia de
estabilizagdo torna-se mais nitida se for

verificada a média de fertilizagdo do controle, em
que foi usado 1ml de sémen sem diluicdo. As
taxas médias de fertilizagdo na propor¢do de
433.310 espermatozdides por ovdcito foram
proximas das obtidas no tratamento-controle,
constituido de s€men néo diluido.

Obteve-se a equacdo de regressdo descontinua
Y= 15,55 + 0,0002297X (P<0,01; R* = 98.3),
com platd iniciando-se 314.481
espermatozodides/ovacitos (87,8% de
fertilizagdo), e foi possivel estimar as taxas de
fertilizacdo em fungdo das proporgdes de
espermatozodides por ovocitos (Fig. 1).

Tabela 1. Taxa de fertilizacdo (%) ajustada em relagdo ao controle (média observada = 65,3%) da
piabanha Brycon insignis (n=3) verificadas em diferentes proporgdes de espermatozoides (sptz) por

ovocito
Tratamento Proporgao Taxa de fertilizacdo (%) em relagdo ao controle
SPTZ / Ovécitos médias+desvio-padrio CV (%)

T1 86.662 35,74£18,1 50,7

T2 173.324 53,1436,3 68,4

T3 259.986 79,1421,5 27,2

T4 346.648 93,4+32,7 35,0

T5 433310 87,8+24,3 27,7
controle 17.389.444 100,0+26,7 26,7

T1= proporcdo de spty/ovocito de 86.662; T2= propor¢ado de 173.324; T3= propor¢do de 259.986; T4= propor¢do de
346.648; T5= proporcao de 433.310. CV= coeficiente de variagao.

100

Taxa de Fertilizag o (%) em relagéo ao Controle

] T

(314.481)

0 100.000 200.000 300.000

400.000 400.000 Eo0.000 7o0.000

Espermatozdides por ovicito

Figura 1. Equag@o de regressdo descontinua (linear response plateau) da taxa de fertilizagdo (ajustada em
relagdo ao controle) em fungdo da proporgdo de espermatozoéides por ovocito de piabanha.
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Inicialmente, a taxa de fertilizagio (Y), em
relagdo ao controle, aumentou de forma linear
com a proporcdo de espermatozéides por ovocito
(X) seguindo a equacao:

Y =15,55 +0,0002297X, em que:
Y = taxa de fertilizacio e X = espermatozoides
por ovacito.

A taxa de fertilizagdo aumentou até atingir o
valor de 87,8%, ajustado em relagdo ao controle,
apoés o qual permaneceu constante neste platod
(taxa maxima de fertilizagdo). A minima
propor¢do necessaria para que esse platdo de
87,8% de fertilizagdo seja atingido ¢ de 314.481
espermatozodides/ovdcito, considerada a razdo
otima para que ocorra o maximo de fertilizagdo
dos ovos de piabanha.

Segundo Lahnsteiner (2000), a propor¢do ideal
de espermatozdides por ovdcito depende do
diametro dos ovdcitos. Espermatozoides de
peixes fertilizam os ovoécitos que entram por uma

abertura denominada microépila. Segundo Suquet
et al. (1995), quanto menor o didmetro do
ovocito, maior a probabilidade de os
espermatozodides alcangarem o aparato micropilar
e fecundéa-lo. Vazzoler (1996) descreve que a
quantidade de ovdcitos por grama tem inversa
correlagio com o tamanho desses gametas.
Assim, quanto menores 0s ovocitos, maior a
quantidade de ovdcitos por grama e menor o seu
didmetro. No presente trabalho, o indicador do
tamanho dos ovocitos foi a quantidade de
ovocitos por grama. Embora o didmetro do
ovocito da piabanha ndo tenha sido medido no
experimento de Sousa (2004), o autor verificou
que, em situagdes experimentais, o ovocito
mediu 1,3mm.

A razio ideal de aproximadamente 314x10°
espermatozdides por ovdcito obtida na piabanha,
considerando que 1g (~1ml) de ova apresentou
cerca de 700 ovocitos, ¢ compativel com a
tendéncia mostrada na Tab. 2, que demonstra que
ovocitos  maiores necessitam de  mais
espermatozodides para fecundagao.

Tabela 2. Razdo 6tima de espermatozoides (spt;) por ovocito de acordo com o tamanho dos ovécitos em
algumas espécies. Espécies de peixe com ovocitos maiores do que a da piabanha sdo citadas acima desta e

as com ovocitos menores, abaixo

Indicativo do tamanho do

Razao ideal

Espécie ovc')fitos (ovécito§/ml ou i 10 risiin Autor
diametro do ovocito)
Thymallus thymallus 40 ovoécitos/ml 1200 — 1600 Lahnsteiner (2000)
Esox lucius Diametro = 2mm 700 Marcel (1981)
Oncorhynchus mykiss Didmetro = 4mm ggg Sll\gillrla;rzt ?11 '9(7159)88)
Coregonus lavaretus 150 ovocitos/ml 300 — 500 Lahnsteiner (2000)
Hippoglossus hippoglossus Diametro = 3mm 1600 Suquet et al. (1995)
Brvcon insienis 701 ovocitos/g 314 Presente trabalho
4 & Diametro = 1,3mm Sousa (2004)
Cyprinus carpio 1500 ovécitos/g 13 Marcel (1981)
Scophthalmus maximus Didmetro = Imm 6 Suquet et al. (1995)

As espécies T. thymallus (Lahnsteiner, 2000), E.
lucius (Marcel, 1981), C. lavaretus (Lahnsteiner,
2000), H. hippoglossus (Suquet et al., 1995)
apresentam ovocitos maiores que a piabanha e,
provavelmente por isso, necessitam de mais
células espermaticas para fecundar ovdcitos. De
forma andloga, as menores razdes Otimas
espermatozodides/ovocito  verificadas no S
maximus (Suquet et al., 1995) e no C. carpio
(Marcel, 1981) podem ser explicadas pelo fato de
seus ovocitos serem menores que os encontrados
na piabanha. A mesma relagdo nio foi verificada
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na truta O. mykiss que, apesar de apresentar
ovocitos de maior didmetro, mostrou proporg¢do
otima espermatozoides/ovocito menor que a
piabanha. Segundo Suquet et al. (1995), a
distancia a ser percorrida pelo espermatozoide,
que depende da velocidade espermatica e tempo
de motilidade, influencia na capacidade
fecundante. Assim, ¢é possivel que os
espermatozdides de truta tenham movimento
mais rapido e duradouro, sendo necessaria menor
quantidade para fecundar um ovocito.
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Considerando-se que, em média, a concentragao
do sémen da piabanha ¢ de aproximadamente
25%10° espermatozéides/ml e que cada lg de
desova apresenta cerca de 700 ovocitos,
recomenda-se, na rotina de desova induzida da
piabanha, a utiliza¢do de, pelo menos, 0,9ml de
sémen para cada 100g de ovocitos.
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