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RESUMO

A piracanjuba (Brycon orbignyanus Val enciennes, 1849) € umaespécie de peixe migratoria, aneacada de extingao.
O objetivo do presente estudo foi determinar a dose inseminante na fertilizacdo artificial de ovécitos de piracanjuba.
Paraisso, utilizou-se delineamento em blocos casualizados, com quatro tratamentos e trés repetices. Trés casais de
piracanjuba, selecionados dos tanques de reprodutores da Estagdo Ambiental de Itutinga (EAl — CEMIG), no periodo
de piracema 2006/2007, receberam aplicagédo de hormdnio extrato bruto de hipéfise de carpa (EBHC) paraobtencéo dos
gametas. Adotaram-se quatro tratamentos diferentes paraafertilizacéo de 0,1 gramade ovdcitos: 10uL, 20uL, 30uL e
40uL de sémen. As amostras foram ativadas com 5 mL de agua do préprio tanque e, em seguida, levadas paraincuba-
doras, dotadas de renovagado constante de agua, a temperatura de 28°C. Ap6s 8 e 16 horas, analisaram-se as taxas de
fertilizagdo (ovos viéveis) e de eclosdo dos ovos, respectivamente. Os resultados obtidos foram comparados pelo
teste de Tukey a5%. Asrelagdes sémen-ovicitos testadas ndo alteraram astaxas de fertilizagéo e eclosdo (P>0,05). O
ndmero de espermatozoides-ovacitos, variando de 10,4 x10° a41,6 x10°, foi eficiente para obtencéo de boas taxas de
fertilidade.

Palavr as-chave: Reproducéo, gametas, peixes, taxas de ecl 0so.

ABSTRACT

Insemination doseused intheartificial fertilization of piracanjuba
ovocyte (Brycon orbignyanus)

Piracanjuba (Brycon orbignyanus Valenciennes, 1849) isan migratory fish listed asan endangered species. Theaim
of thisstudy was to determine the insemination dose for in vitro fertilization of piracanjubaoocytes. The experiments
were arranged in a randomized block design with four treatments and three replications. Three piracanjuba couples
selected from the breeding tanks at the Itutinga Environmental Station (IES-CEMIG), Minas Gerais State, Brazil, inthe
spawning period of 2006-2007, were applied crude extract of carp pituitary hormone for the production of gametes.
Four different treatmentswere used for fertilization of 0.1 gram of oocytes: 10 uL, 20 uL, 30 uL and 40 pL of sperm. The
samples were activated with 5 mL of water from the tank and then taken to a hatchery with constant water flow and
temperature at 28 °C. After 8 and 16 hours, the rates of fertilization (viable eggs) and hatching eggs were analyzed,
respectively. Theresultswere compared by Tukey test at 5% probability level. Tested sperm/oocyteratiosdid not alter
therates of fertilization and hatching (P>0.05). The sperm/oocyte ratio ranging from 10.4 x10°to 41.6 x10° was efficient
to achieve good fertility rates.

K ey wor ds: Gametes, fish, hatching rates, reproduction.
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INTRODUCAO

A piracanjuba (Brycon orbignyanus) € uma espécie
reofilicaoriginariadabaciado Paran& Uruguai, principal-
mente dos rios Grande e Parana (Castagnolli, 1992). Apre-
senta rapido crescimento, podendo atingir até 80 centi-
metros de comprimento corporal e 10 quilogramas. E uma
espécie onivora, alimentando-se, eventualmente, de pei-
xes, frutos einsetos. O macho reproduz-se apartir de dois
anos de idade, com 20 cm de comprimento, enquanto a
fémeaofaz apartir doterceiro ano deidade, com 25 cmde
comprimento (Vaz et al., 2000). Apresentagrande interes-
se comercial, gragas aos bons indices zootécnicos e a
qualidade dacarne, contribuindo, assim, paraapescapre-
datéria da espécie e, consequentemente, para a reducéo
dos estoques naturais.

A construgdo de barragens hidroel étricastambém é ou-
tro fator que tem contribuido paraadiminuicéo dos exem-
plares dessa espécie, poiselainterrompe o ciclo natural de
reproducao dos peixesde piracema(Vaz et al ., 2000). Como
medidareparadora, apréticade peixamentostem sido ado-
tada pararecuperacdo de estoques pesqueiros que, no caso
da piracanjuba, tem sido €ficiente, visto que, até poucos
anos atras, a espécie ja ndo era mais encontrada no Alto
Rio Grande, sendo, agora capturada por pescadores dare-
gi&o em decorrénciada sua solturaem peixamentos.

O desenvolvimento de técnicas de reproducao
induzidatem colaborado com a prevencdo daextingdo da
piracanjuba, por meio da obtencdo de alevinos para pos-
terior recuperacdo da populacéo natural da espécie e sua
conservacdo em locais de risco para a sua sobrevivéncia
(Murgaset al., 2004).

O conhecimento da corretarelagdo espermatozoide-
ovQcito apresenta grande importancia para o desenvol-
vimento de programas de criopreservacdo de sémen ou
ovaocitos, destinados tanto para fins de conservacéo da
biodiversidade da espécie, quanto para 0 uUso em pro-
gramas de melhoramento genético em pisciculturas
(Denniston et al., 2000).

A razéo étimade espermatozoidespor ovécito foi estuda
da em outras espécies como a piabanha (Brycon Insignis)
(Shimodaet al., 2007), Rhamdia quelen (Bombardelli et al.,
2006) e curimbata (Prochiloduslineatus) (Souzaet al ., 2007).
A obtencdo da quantidade de espermatozoides parafertilizar
umadeterminadamassade ovécitosé€importantenarotinade
reproducdo artificial, por permitir aotimizacdo do semen, redu-
zindo o nimero de reprodutores e os gastos demandados
para manutencdo desses animais. Além disso, seriaevitadaa
utilizagdo de menor quantidade de sémen do que 0 necessi-
rio, o quepoderiaimplicar em menorespercentuaisdefertiliza-
¢ao (Shimoda et al., 2007). Diante disso, este trabalho teve
como objetivo determinar adose inseminante nafertilizacdo
artificia de ovécitos de piracanjuba (Brycon orbignyanus).

MATERIAL EMETODOS

O experimento foi realizado naEstacdo de Piscicultura
da CompanhiaEnergéticade Minas Gerais— CEMIG, em
Itutinga, durante o periodo de piracema nos meses de
dezembro de 2006 ajaneiro de 2007.

Foram selecionados trés casais de piracanjuba, com
peso de 1650+430 g e 1400+320 g paramachos e fémeas,
respectivamente. Os reprodutores apresentavam caracte-
risticas sexuals secundérias como: presenca de orificio
genital avermelhado e cavidade cel ométi ca abaulada (fé-
meas) e liberacdo de sémen sob compressdo na parede
celomética (machos).

Os animais selecionados foram individual mente pesa-
dos, marcados e separados por sexo em dois aquérios, do-
tados de aeracdo e com troca constante de &gua. Para a
inducdo de liberacdo de gametas, aplicou-se injecdo
intramuscular de extrato bruto de hipéfise de carpa (EBHC)
por kg de peso corporal. Nasfémeas, foi aplicadaumadose
préviade 0,5 mg/kg e, doze horasapdsaprimeira, foi aplica-
da uma segunda dose de 5 mg EBHC/Kkg. Para os machos,
foi ministradaumadose Unicade 1 mg/kg de EBHC, nahora
em que as fémeas receberam a segunda dose, conforme
protocolo utilizado napisciculturadaCEMIG.

Aproximadamente 196 horas apés a aplicacdo do
horménio, foi realizada a col etade gametas a seco (enxu-
gando as genitalias e regides adjacentes dos reprodu-
tores), mediante massagem na regido ventral do animal,
no sentido cranio-caudal. O sémen foi coletado em tubos
de ensaio esterilizados e a desova em bégueres limpos e
secos. Logo apos a coleta, foi verificada a auséncia de
contaminantes, como fezes, urina ou sangue, ho sémen.
Umaaliquotade sémen foi coletada para se estimar acon-
centrag@o espermética. Foram coletados dados dos ma-
chos utilizados na fertilizag&o, como peso corporal e
motilidade do sémen in natura.

Do material coletado de cadafémea, foram separadas
12 amostras de 0,1 g de ovdcitos cada, acondicionadas
em copos plasticosde 50 mL . Asamostrasforam fertiliza-
das com quatro volumes diferentes de sémen (10 uL, 20
ulL, 30 uL e40ulL), sendo realizadas trés repeticbes para
cada dose. Foi coletado 0,1 g de ovdcitos, para estimar
seu nimero nesse volume. Posteriormente a mistura do
sémen e ovocitos a seco, 0s gametas foram ativados com
5 mL de agua do préprio tanque onde estavam 0s
reprodutores, com umatemperaturade 28°C. Apésaferti-
lizagdo, os ovos foram distribuidos nas incubadoras de
PV C, com capacidade deum litro. A temperaturadaagua
dos tanques manteve-se constante, em média de 28°C.

As taxas de fertilizacdo foram avaliadas oito horas
apos a ativagéo dos gametas, em microscopio estereos-
cOpico binocular, por meio da férmula empregada por
Silva(2007):
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TF=[E/(E+])] x 100, emque
TF: taxadefertilizacao;

E: nimero deembridesviaveis;
I: nimero de ovosinviavels.

A taxade eclosdo daslarvasfoi avaliada 16 horas apos
a ativagdo dos gametas. Foram contadas todas as larvas
em microscopio estereoscopico binocular. A taxa de
eclosdo foi estimadautilizando aférmula:

TE=LA/TFx100,emque
TE: taxade ecl0s&o;

LA: nUmerodelarvas,

TF: taxadefertilizaco.

A avaliacdo da concentracdo espermética foi realizada
no laboratério deFisiologiae Farmacologiado DMV/UFLA,
com o auxilio de cAmarahematimétricatipo Neubauer. Uma
aliquota de 10 uL de sémen foi acrescentada a 990 uL de
solucdo deformol citrato (2,9 g decitrato de sodio, 4 mL de
solugdo comercia deformaldeido 35% e&guadestiladag.s.p.
100mL). Dessadiluicéo, foram retirados10 uL erediluidos
em 990 uL de solugédo deformol citrato, resultando em uma
diluicdo final de 1:10*. Umaaliquota de sémen diluido foi
colocadanacamarade Neubauer ao microscopio optico eo
valor obtido foi multiplicado pelo fator de correcdo 50.000,
encontrando-se, assim, a quantidade de células por mm®. A
transformacdo em espermatozoides/mL fai redlizadamultipli-
cando-se os valores encontrados por 10°.

O ndmero de espermatozoides-ovécitos foi estimado

pela equacéo
EO=ET/O,emque
EO: nimero de espermatozoides por ovocito;

ET: nimero total de espermatozoides paracadatratamento;
O nimero de ovécitosem 0,1 g, pelaequacdo

ET=E/1000x DT,emque

E: espermatozoides por mL (divide-se por 1000 para se
encontrar ovalor empL);

DT: dose do tratamento.

O experimento foi instalado segundo um delineamen-
to em blocos casualizados, com quatro tratamentos (do-
sesde 10 uL, 20 uL, 30 uL e 40 uL) etrésrepeticbes. O
modelo estatistico que descreve as observagdes é dado
por:

Yy = utt+b+tb +g, emaque

Y, €ovalor davariavel dependente nak-ésimarepeticao
doj-ésimo casal querecebeu ai-ésimadiluicdo, comk=1,
2,3
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u € uma constante inerente a cada observagao;
t eoefeitodai-ésimadiluicdo, comi =1, ...,4;

b, € o efeito do j-ésimo casal considerado como bloco,
comj=1,23;

th;, € o efeito da interagdo da i-ésima diluicdo com o j-
ésimo casal, considerado erro experimental;

Ei considerado erro amostral, considerado al eatério, nor-

malmente distribuido, com médiazero evarianciac?..

Todas as variaveis dos experimentos foram analisa-
dascom o auxilio do programa Statistical Analysis System
(SAS, 1999). Antes de todas as andlises, as variaveis fo-
ram investigadas quanto ahomogeneidade davarianciae
a normalidade dos residuos.

As médias dos volumes de sémen utilizados foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5%.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os dados e as caracteristicas seminais dos trés ma-
chos utilizados nafertilizagdo de ovdcitos de piracanjuba
estdo apresentados na Tabela 1. A concentracéo
espermatica médiaavaliada dos reprodutoresfoi de 10,4
x 10°espermatozoides/mL (variando de 7,3a13,6 x 10°).
Este resultado é superior ao encontrado por Mariaet al.
(2006) paraamesma espécie, que obtiveram umamédia
de concentragao espermética de 5,4 x 10° esperma-
tozoides/mL; Murgaset al. (2004) encontraram médiade
8,21 + 2,26 x 10°espermatozoides/mL . A médiaencontra-
da em 0,1 g de material colhido das fémeas foi de 100
ovacitos.

A taxa de fertilidade média ndo apresentou efeito
significativo (P>0,05) entre ostratamentos (Tabela2), su-
gerindo que o nimero de espermatozoides-ovocitos, va-
riando de 10,4 x10° a41,6 x10° (Tabela3), é€ficiente para
obtencdo de boas taxas de fertilidade e, ainda, que atas
taxas de fertilizagdo podem ser obtidas dentro um amplo
intervalo de doses inseminantes. Efeito semelhante foi
observado por Tvedt et al. (2001), que avaliando doses
de sémen nataxa de fertilizac&o de Atlantic halibu, ndo
evidenciaram efeito das doses inseminantes no intervalo
de9x 10°a5 x 10%espermatozoides-ovécitos.

Shimodaet al. (2007), avaliando amelhor proporc¢ao
espermatozoide-/ovécito para piabanha (Brycon
insignis), em experimento em que os tratamentos varia-
vam de 8,6 x 10* a43,3 x 10* espermatozoides-ovécitos,
observaram que as taxas médias de fertilizaggo aumenta-
ram gradativamente até a propor¢do de 34,6 x 10*
espermatozoides-ovoécitos. Quando a proporgéo foi au-
mentada para43,3 x 10, apercentagem de ovacitosferti-
lizados permaneceu praticamente a mesma, concluindo
haver umatendéncia a estabilizacéo.
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Tabela 1. Dados e caracteristicas seminais dos machos utilizados na fertilizag&o de ovécitos de piracanjuba

Animal Data de Fertil. Motil.(%) Peso (g) Conc.sptz/mL (x 10°)
1 07/12/06 100 1500 7,3
2 17/12/06 100 1300 13,6
3 11/01/07 100 1500 10,3
Fertil. Fertilidade; motil. Motilidade; conc. Concentragéo; sptz. Espermatozoides.
Tabela 2. Valores médios de percentagem de ovos viaveis (erro padréo) em funcdo dos tratamentos — fertilizagéo

o Blocos? o
Diluicdes M édias!

C1 c2 C3

10 38,98 b 87,00 a 48,84 a 58,27 a
20 45,03 ab 90,66 a 37,86 a 57,85a
30 50,34 ab 76,96 a 38,08 a 55,12 a
40 69,75 a 84,88 a 32,70 a 62,44 a
Médias? 51,02 B 84,87 A 39,37 B

1 Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna e maitscula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. C- casal.

Tabela 3. Numero médio de espermatozoides-ovécitos
encontrados em cada tratamento utilizado

Tratamentos (uL de sémen)  N° de sptz/ovdcito* (x10°)
10 10,4
20 20,8
30 31,2
40 41,6

1 sptz. Espermatozoides.

Bombardelli et al. (2006), trabalhando com cinco con-
centracOes diferentes de sémen de Rhamdia quelen, obti-
veram efeito entre ostratamentos (P<0,05), sugerindo um
comportamento linear positivo para taxa de fertilizag@o
até adose de 8,94 x 10* de espermatozoides-ovacitos. Es-
tes autores verificaram ainda um plateau, ou sgja, o au-
mento da concentracdo de espermatozoides acima desse
valor ndo apresentou efeito sobre esta taxa, permanecen-
do constante.

Souza et al. (2007) observaram que as relagdes de
espermatozoide-ovicito que proporcionaram as mel ho-
res taxas de fertilizac8o para o curimbata foram de 1 x
10°5alx 10%°. Rana& McAndrew (1989) verificaram que
doses inseminantes ideais para Turbot (Scopothalmus
maximus) foram aquel asacimade 9 x 10° espermatozoides-
ovécitos. Para carpa comum (Ciprinus carpio),
Chereguini et al. (1999) recomendam doses de 8,49 x 10°
a23,67 x 10°espermatozoides-ovOcitos.

Embora ndo se tendo encontrado diferenca (P>0,05)
entre os tratamentos, quando se calculou, a média geral
dos casais avaliados, pdde-se observar o efeito dos trata-
mentosno casal 1, no qual o volumede40 uL apresentou
maior eficiénciasignificativa (P<0,05) nataxadefertiliza-
¢80 em relacdo ao volume de 10 uL. Este fato pode ser
explicado pelainfluénciadaconcentragéo espermética (7,3
—Tabela2), quefoi amenor em relagdo asdemais, neces-
sitando assim de uma dose maior de sémen para se obter

maximaeficiéncia. Silva(2007) afirmaque aconcentracéo
espermati ca pode ser influenciada pel o periodo de repro-
ducé&o em que 0 macho espermeia.

Em curimba (Prochilodus lineatus), esse autor relata
que, ao final do ano reprodutivo, em janeiro, os machos
de curimba apresentaram 0 Sémen com maior concentra-
¢do de espermatozoides'mm?. Estes estudos ainda néo
foram realizados para a piracanjuba, mas sugere-se um
comportamento semel hante, quando haum periodo 6timo
para reproducéo.

A taxadefertilizac8o, obtida do restante dos gametas
do casal 3, foi de 45%, sendo neste experimento o casal
que apresentou as menores taxas de fertilidade e ecloséo,
em relacdo aosdemais (Tabela2 e 4). A andlise préviado
sémen in natura indicou que estava em 6timas condic¢des
(motilidade 100%) para ser utilizado na fertilizac&o dos
ovocitos. Este fato levaa pressupor que as taxas de ferti-
lizagdo e eclosdo obtidas podem ter sido influenciadas
pela qualidade da desova, visto que a extrusdo dos
ov@citos foi dificultada nesta fémea. A selecéo dos
reprodutores aptos a receber ainducéo hormonal € visu-
al, o que pode proporcionar a selecdo de fémeas que ja
passaram do seu periodo 6timo para receber a inducéo
hormonal.

Baldisserotto (2002) relataque as caracteristicas utili-
zadas para selecdo dos reprodutores aptos a reproducéo
sd0 genéricas, para a maioria dos teledsteos, e podem
promover a selecdo de reprodutores que ja passaram do
periodo 6timo para aindugdo de reproducdo, resultando
numamenor viabilidade dos ovos.

E provéavel que o tempo de motilidade esperméticain-
fluencie as taxas de fertilidade em piracanjuba (Brycon
orbignyanus), por ser bastante reduzido (de 36 a113 se-
gundos; Murgas et al., 2004, quando comparado ao de
outras espécies, como o Turbot (Scopothal mus maximus),
delal7 min; Chereguini et al., 1999). Neste experimento,
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Tabela 4. Valores médios de percentagem de eclosdo (erro padréo) em funcado dos tratamentos

1
Diluigdes Blocos M édias
c1 c3

10 50,37 87,02 3701 61,73
20 7594 82,51 32,12 6352
30 66,06 84,59 27,58 50,41
40 82,94 92,87 39,05 71,62
Meédias 71,08 B 86,97 A 34,16 C

1 Médias seguidas de mesma letra mailscula na linha e minGscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

C — casal.

todos os procedi mentos foram executados em menor tem-
po possivel, para evitar que 0 tempo gasto com amanipu-
lac&o dos gametas masculinos e femininos viesse ainflu-
enciar os resultados negativamente. Huergo (2004), em
estudo com triploidiaem Rhamdia quelen, no qual foram
testados dois controles de fertilizagdo, um antes e outro
apos ostratamentos, verificou diminuicdo de 74 para55%
nas taxas de fertilizac&o ao longo do tempo.

A taxa de eclosdo ndo apresentou diferenca (P>0,05)
entre os tratamentos estudados, mostrando que os volu-
mes de sémen utilizados séo eficientes na obtencéo de
larvas de piracanjuba (Tabela4).

O casal 2 foi 0 que apresentou as melhores taxas de
fertilizag&o e eclosdo (P<0,05). Essesresultados parecem
estar relacionados com aconcentrag&o espermética apre-
sentadapel o sémen utilizado nafertilizagdo, quefoi amaior
entre 0s animais utilizados neste experimento. Isto nos
levaasugerir que sémen com concentracdes mais eleva-
das de esperma proporcionam maior taxadefertilizacdo.

A capacidade de fertilizac8o dos peixes pode variar
entre espécimes, pois varios fatores podem interferir no
processo, entre eles, o tamanho e qualidade do ovécito, o
tempo de motilidade espermética e adistanciapercorrida
pelos espermatozoides. Cada reprodutor deve ter seus
gametas analisados para determinar seu potencial étimo
defertilizagdo (Suquet et al ., 1995).

CONCLUSAO

Paraque hajaum maior proveito de gametas narepro-
ducdo induzida de piracanjuba, é aconselhavel a utiliza-
¢d0 de 10,4 x 10° de espermatozoi des-ovacitos.
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