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RESUMO - Objetivou-se com este trabalho determinar a melhor concentracdo espermatica para fertilizacdo dos ovocitos do
hibrido tambacu (C. macropomum x P. mesopotamicus). Para isso, foram selecionadas duas fémeas de tambaqui com
maturacdo avancada, abdémen abaulado e papila genital avermelhada e quatro machos de pacu com liberacdo de sémen
mediante leve massagem abdominal no sentido cranio-caudal. As fémeas e os machos foram induzidos a reproducdo com
extrato bruto de hipofise. As fémeas liberaram em média 654 + 182 g de ovdcitos, sendo que cem gramas continham 1560
ovdcitos, com uma razdo de 170.040 ovdcitos.kg™. Os ovécitos foram distribuidos em cinco tratamentos e trés repeticdes:
Cl=1g,C2=15g C3=2g, C4=25g e C5=3¢g. Os machos produziram em média 2 + 0,3 mL de sémen com 10x10°
espermatozdides.mL! e média de 90% de motilidade. Para fertilizacéo, utilizou-se 20 puL de sémen fresco em cada repeticdo. A
melhor relagdo espermatozoide/ovdcitos foi encontrada no tratamento C4. Para melhorar a taxa de fertilizagdo do hibrido
tambacu recomenda-se 1 mL de sémen de pacu para cada 125 g de ovécito do tambaqui.
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SPERM CONCENTRATION AND ARTIFICIAL FERTILIZATION OF TAMBACU
HYBRID OVOCYTES (Colossoma macropomum X Piaractus mesopotamicus)

ABSTRACT - Our objective was to determine the best concentration of sperm fertilizing hybrid tambacu (C. macropomum x
P. mesopotamicus), a female with advanced maturation, bulging abdomen and reddish genital papilla and a male pacu with the
release of semen through light massage being selected abdominal in cranial-caudal direction. The female and the male were
induced to play with pituitary extract: Female (1st dose of 0.5 mg.kg™ and 2nd dose 5 mg.kg™?) and male (single dose of
3 mg.kg?). A female released in 1560 containing 654 g of oocytes oocytes / g with a rate of 170 040 oocytes / kg, the oocytes
were divided into five treatments and three replications: C1=1¢g,C2=15¢,C3=2¢9, C4 =2.5g and C5 = 3 ¢g. The male
semen produced with 2 mL 10x10° sperm.mL™, more than 90% motility. Fertilizer was used 20 uL of fresh semen on each
repetition. The best ratio sperm / oocyte was found in C4 To better fertilization rate hybrid tambacu is recommended 1 mL of
semen pacu for every 125 g of oocyte tambaqui.
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INTRODUCAO
Entre as principais técnicas de reproducdo

rusticidade, carne saborosa, tolerancia a baixas
temperaturas e  reproducdo artificial ~ conhecida

artificial destaca-se, de modo geral, a inducdo reprodutiva
de peixes que habitam aguas correntes (reofilicos), grupo
onde se enquadram os peixes que realizam migracdo
reprodutiva (piracema). Entre os peixes nativos brasileiros
de interesse na piscicultura destaca-se 0 grupo
popularmente conhecido como peixes redondos: tambaqui
(Colossoma macropomum), pacu (Piaractus
mesopotamicus) e seu hibrido tambacu, que juntos
representam 40,3% da producdo nacional (IBGE, 2016). O
hibrido tambacu é oriundo do cruzamento da fémea do
tambaqui com macho de pacu, que apresenta
caracteristicas desejaveis aos peixes cultivados como:
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(VARANDAS et al., 2013).

A importancia do conhecimento que envolve a
reproducdo de peixes € ressaltada devido ao interesse na
reproducdo artificial em cativeiro de muitas espécies,
principalmente no que diz respeito as espécies de cultivo
destinadas ao consumo humano. O conhecimento da
reproducdo artificial possibilita a aquisi¢do de animais
oriundos de sistemas de producdo, evitando pesca
predatoria e consequentemente a exaustdo de populacdes
de peixes na natureza (MYLONAS et al., 2010).

Estratégias que visam otimizar o desempenho
reprodutivo na reproducgdo artificial sdo cruciais para o
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Concentracdo espermatica...

desenvolvimento da atividade piscicola e garantia da
manutencdo das espécies de peixes na natureza. Para tal,
devem-se utilizar gametas de qualidade, promovendo
maxima taxa de fertilizagdo e  subsequente
desenvolvimento normal do embrido (BOBE e LABBE,
2010; ROMAGOSA et al., 2010).

Assim, visando a otimizacdo do uso dos
reprodutores na fertilizacao artificial, estudos com espécies
nativas de peixes como o pacu [Piaractus mesopotamicus,
(SANCHES et al.,, 2011)]; o tambaqui [Colossoma
macropomum, (LEITE et al, 2013)]; o  jundia
[Rhamdia quelen, (BOMBARDELLI et al, 2006;
ADAMES et al., 2015), o dourado [Salminus brasiliensis,
(SANCHES et al., 2009)]; o cascudo-preto [Rhinelepis
aspera, (BAGGIO et al., 2007), a piabanha [Brycon
insignis, (SHIMODA et al., 2007) e a piracanjuba [Brycon
orbignyanus, (FELIZARDO et al., 2010)], tém sido
realizados afim de definir a proporcdo ideal de
espermatozoides e ovocitos, também denominada dose
inseminante, objetivando uma fertilidade adequada, pois
qguando esta é determinada de forma eficiente ha uma
melhora significativa da taxa de fertilizacdo (ARAUJO et
al., 2016).

Assim, é importante o uso da reproducao artificial
de forma eficiente, garantindo o fornecimento de alevinos
e mitigando os custos de producdo. Com base no exposto,
neste trabalho, objetivou-se quantificar as proporcoes
ideais de gametas masculinos (P. mesopotamicus) e
femininos (C. macropomum) para melhor fertilizacdo do
hibrido tambacu.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no laboratério de
Piscicultura da Estagdo Ambiental de Firmindpolis
(TURVALE), municipio de Firmindpolis (GO), sob
coordenadas geogréficas de 16°36°19.9”S e
50°16°02.6”W. Quatro machos de Pacu com idade entre
trés e cinco anos e peso médio de 4,2+ 1,3 kg e duas
fémeas de tambaqui entre quatro e seis anos e peso médio
de 6,4 + 2,1 kg foram utilizados. Os reprodutores estavam
alojados em um viveiro de 1000 m2, com densidade de
0,5 peixe/m? e fornecimento de ragdo comercial (contendo
28% de proteina bruta). Para indugdo hormonal, as fémeas
de tambaqui receberam uma dosagem de 0,5 mg de extrato
de hipofise de carpa (EBHC)/kg de reprodutor na primeira
aplicacdo e ap6s 12 h foi aplicada a dosagem final de 5 mg
EBHC/kg de reprodutor e concomitantemente a segunda
aplicacdo das fémeas os machos de Pacu receberam 3 mg
EBHC/kg de reprodutor (dose Unica).

A desova ocorreu com nove horas apds a segunda
aplicacdo hormonal com temperatura da &gua de 28°C
(252 h/grau). Durante o processo de extrusdo das fémeas,
o0s ovocitos foram coletados em um recipiente seco e limpo
de peso conhecido para posterior pesagem. O peso da
desova de cada fémea foi mensurado em balanca digital. A
partir do material coletado de ambas as fémeas, formou-se
um pool de ovécitos, do qual foram retiradas trés amostras
de 1 g e armazenadas em solucdo de formol (5%) para
posterior contagem.
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Os ovacitos foram distribuidos em 15 béqueres de
500 mL, sendo delineado experimentalmente em
interacOes casualizados, contendo cinco tratamentos e trés
repeticOes, totalizando 15 unidades experimentais,
variando de acordo com o0 peso dos ovos em cada
tratamento, sendo C1 = 1g de ovocitos, C2 = 1,59 de
ovocitos, C3 = 2 g de ovdcitos, C4 = 2,5 g de ovocitos e
C5 = 3g de ovocitos. Posteriormente foi realizada a
espermiacdo manual nos machos. As amostras foram
coletadas de quatro machos foram misturadas para a
formacdo de um pool de sémen do qual foi mensurada a
concentracdo espermaética. Para isto, 1 uL do pool foi
diluido em 4 mL de solucdo formol-citrato-1% (1:4000) e
analisado em camara hematimétrica de Neubauer.

Uma aliquota de 20 uL de sémen fresco foi
cuidadosamente misturada com as amostras de ovdcitos, e
posteriormente foram acrescentados 200 mL de agua do
tanque (~28 °C), onde permaneceram por cinco minutos
para a ativacdo dos espermatozoides e hidratacdo dos ovos.
O momento da adicdo da agua foi anotado e considerado o
inicio da fertilizacdo (tempo zero). Apds a hidratacdo, 0s
ovos foram transferidos para incubadoras de 2,5 L.

As taxas de fertilizacdo foram mensuradas 11 h
apo6s o inicio da hidratacdo dos ovos, em microscopio
estereoscopio (10 x), utilizando-se aproximadamente 1000
ovos em C1 e 3000 ovos no em C5, respeitando 0 minimo
(260 ovos) recomendado por Zaniboni Filho (1992). Os
dados das taxas de fertilizacdo foram submetidos a analise
de variancia e teste de comparacdo entre médias (teste de
Tukey, a 5% de probabilidade de erro). Foi estimada a
equacdo de regressdo que melhor se ajustasse aos dados da
variacdo nas taxas de fertilizacdo em funcéo da quantidade.
Todos o0s dados foram analisados seguindo 0s
procedimentos GLM do programa computacional SAS 9.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As variaveis fisico-quimicas da 4gua em que 0s
animais e ovos foram alojados apresentaram pequenas
variagBes durante o experimento, porém mantiveram-se
dentro dos padrfes aconselhdveis para as espécies (26 a
28,5°C para temperatura, oxigénio dissolvido de 5,3 a 6,8
mg.L e pH de 6,5a7,0).

A média de sémen produzida pelos machos foi de
2,0+ 0,6 mL. Esse volume ndo pode ser considerado o
volume total do sémen liberado pelo macho, uma vez que
0 meétodo da extrusdo ndo garante a liberacdo total do
sémen presente. O valor encontrado foi superior ao
encontrado em piau-acu (Leporinus macrocephalus) por
Ribeiro e Godinho (2003). De acordo com Godinho (2000)
0 volume do sémen produzido pelos peixes é muito
variavel, dependendo do tamanho do individuo, época e
metodologia de coleta. Este mesmo autor relata que peixes
de couro produzem maiores quantidades de sémen quando
comparados aos peixes de escama.

Os machos apresentaram sémen de coloracgdo
branca e aparéncia viscosa, sendo coletado com relativa
facilidade, evidenciando uma boa producdo seminal a
partir da inducdo hormonal. Foi encontrada uma
concentragdo espermatica de 10x10° espermatozdides.mL*
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para 0 sémem de pacu. Valores préximos ao encontrado
por Maria et al. (2003) de 13,89 + 1,26 x 10°
espermatozdides.mL para a mesma espécie e diferente
dos valores encontrados tanto por Silveira et al. (1990),
com médias de concentragio de 28,07 + 8,2 x 10°
espermatozdides.mL quanto por Miliorini et al. (2002),
cuja média foi de 18,62 + 3,31 x 10° espermatozdides.mL
!, Foi observada motilidade préxima a 90%, valor abaixo
do encontrado para essa mesma espécie por Maria et al.
(2003) e Miliorini et al. (2002) (95 + 3,16% e 99,16 +
0,83%, respectivamente).
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A cada amostra de 1 g coletada obteve-se a média
de 1560 ovocitos (+ 208 ovocitos). As fémeas
apresentaram producdo média de 170.040 ovocitos.kg™ de
peixe vivo. No que diz respeito a taxa de fecundacédo
maxima, o C4 (com proporcdo de proporgdo de 51.282
espermatozdides.g?  ovdcitos) apresentou maior
porcentagem de fecundacdo, mesmo ndo diferindo
estatisticamente de C2, C3 e C5. Por outro lado, o C1, com
maior proporcdo de espermatozoides por grama de
ovocito, apresentou a menor taxa de fertilizacdo (Tabela
1).

TABELA 1 - Taxa de fertilizacdo (%) de ovos de tambaqui fertilizados com diferentes propor¢des de espermatozoides (sptz)

por ovacito.
Tratamentos Proporcéo sptz.g™* ovdcito Taxa de fertilizacdo (%)
1,0 128.205 30+1,7b*
1,5 85.470 36+1,9ab
2,0 64.102 59+2,8ab
2,5 51.282 93+1,1a
3,0 42.735 67+1,5ab

*Meédias seguidas por letras minUsculas diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro.

O modelo de regressdo que melhor se ajustou aos dados de taxa de fertilizacdo foi o polinomial de segunda ordem,
representado pela equagio: Y = -15,143x? + 86,771x - 48,4 (P<0,05), em que Y = taxa de fertilizagiio e X = espermatozoides
por grama de ovacito, alcancando-se um grau de correcéo entre as variaveis de R? = 75%. A taxa de fertilizacdo aumentou de
forma linear até atingir a taxa maxima de 93% e diminuiu, finalizando na proporcéo de 42.735 espermatozoides.g™ ovocitos.
Esse ponto representa a proporgao maxima necessaria para que a melhor fertilidade seja atingida.
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FIGURA 1 - Taxas de fertilizacdo artificial de ovécitos de tambaqui (C. macropomum) fertilizados artificialmente com sémen
de pacu (P. mesopotamicus) em diferentes relagdes espermatozoides/ovacito.

Segundo Lahnsteiner (2000), a proporcao ideal de
espermatozoides por ovécito depende do didmetro dos
ovocitos. Espermatozoides de peixes fertilizam os ovocitos
que entram por uma abertura denominada micrépila.
Segundo Suquet et al. (1995), quanto menor o didmetro do
ovocito, maior a probabilidade de os espermatozoides
alcangarem a estrutura micropilar e fecundé-la. Vazzoler

(1996) descreve que a quantidade de ovoécitos por grama
tem inversa correlagdo com o tamanho desses gametas.
Assim, quanto menores os ovocitos, maior a quantidade de
ovacitos por grama e menor o seu didmetro.

A razdo de 51.282 espermatozoide/ovécito
encontrado para fertilizacdo do hibrido tambacu é
proporcional aos dados apresentados por Vieira et al.
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(1999) em que ovdcitos menores como é o caso do
tambaqui, necessitam de menor quantidade de
espermatozoides para fecundacdo. As espécies Thymallus
thymallus (LAHNSTEINER, 2000), Coregonus lavaretus
(LAHNSTEINER, 2000), Hippoglossus hippoglossus
(SUQUET et al., 1995) apresentam ovOcitos maiores que 0
tambaqui e, provavelmente por esse motivo, necessitam de
mais células espermaticas para fecundar ovdcitos.

A menor taxa de fertilizacdo encontrada no C1
pode ser explicada pelo aumento no ndmero de
espermatozoides na micropila, gerando poliespermia e/ou
competicdo entre os espermatozoides, conforme relatado
por Kwantong e Bart (2009). Esse efeito negativo do
excesso de espermatozoides ja foi relatado em estudo com
dourado (Salminus brasiliensis), espécie também
pertencente a familia Characidae, em que doses
inseminantes acima da ideal (~30.000
espermatozoides/ovécito) promoveram redugdo das taxas
de fertilizacdo, a ponto de proporcionar resultado nulo para
a dose de 6x10° espermatozoides/ovdcito (SANCHES et
al., 2009). Sanches et al. (2011) determinaram que a razao
ideal de espermatozoide/ovdcito foi de 105.481 e 210.963
para pacu (P. mesopotamicus). Em outro trabalho, Leite et
al. (2013) determinaram que a melhor relacdo
espermatozoides/ovoécitos foi de 100.000 para o tambaqui
(C. macropomum).
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