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Resumo:

O presente trabalho objetivou determinar volume ideal de ovos de curimbata
(Prochilodus lineatus) para incubadora experimental. Foram utilizadas cinco
fémeas e cinco machos, ambos receberam duas doses de extrato de
hipéfise de carpa (dose inicial de 0,5 mg.kg™ e final de 5,0 mg.kg?). Do
sémen dos machos foi realizado um “pool” do qual foi analisado a
concentragéo e o indice de sobrevivéncia esperméatica, bem como a duragéo
da motilidade espermatica. Apos a extrusao das fémeas seus ovocitos foram
coletados separadamente e colhidas trés amostras de 0,1mL de ovdcitos
nao hidratados os quais foram contados para se estimar o numero total de
ovocitos utilizados em cada unidade experimental. ApGs determinar o
namero relativo de ovécitos e a concentragcdo espermatica do “pool” de
sémen, foram colhidas separadamente 4 amostras de 0,5, 2,0, 3,5, 5,0 e
6,5mL de ovécitos nao hidratados e sobre estes adicionadas a dose
inseminante de 200pL de sémen e 75 mL de solucdo ativadora para
realizacdo dos ensaios de fertilizacdo. Os ovocitos fertilizados foram
distribuidos em um delineamento experimental inteiramente casualisado,
composto por cinco tratamentos e quatro repeticdes, totalizando 20 unidades
experimentais. Foi considerada como uma unidade experimental uma
incubadora de volume util de 2,5L, contendo os respectivos volumes de
ovocitos fertilizados. Os tratamentos foram constituidos por 5 diferentes
volumes de ovadcitos 0,5, 2,0, 3,5, 5,0 e 6,5mL. Apos a fertilizacdo, a agua
das incubadoras foi mantida aquecida em 27,0+1,0°C. As taxas de
fertilizacdo foram mensuradas 8 horas apds o inicio da hidratacdo dos ovos,
e as taxas de eclosdo foram mensuradas 24 horas apoés a fertilizacdo. Os
melhores resultados tanto para taxa de fertilizacdo quanto para taxa de
eclosdo foram encontrados no tratamento com 2mL de ovos para cada
incubadora de 2,5 litros de volume til.

Introducao

Desde a década de 80 o curimbata tem sido adotado como um peixe
modelo para diversas pesquisas no pais devido a sua grande rusticidade ao
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manejo, por reproduzir-se com certa facilidade através da técnica de
reproducao artificial, a facil obtenc&o de matrizes e ter ampla distribuicéo.

Muitas pesquisas cientificas sobre a reproducdo de peixes tém se
utilizado de incubadoras experimentais de pequeno volume para obter os
resultados de fertilizacdo (Hilbig et al.,, 2008, Shimoda et al., 2007,
Bombardelli et al, 2006; Cruz-Casallas et al, 2005).

A mensuracdo da taxa de fertilizacdo é a analise de qualidade dos
gametas mais determinante para o conhecimento de sua potencialidade
(Kavamoto et al., 1987). Como a taxa de fertilizacdo esta fortemente
correlacionada com diversos problemas relacionados a qualidade dos
gametas pode-se considerar apenas a taxa de fertilizagdo como indicador da
performance subsequente de embrides e larvas (Springate et al, 1984).

Porem nenhum estudo tem sido realizado com o intuito de
obter informacGes que possam otimizar 0 uso destas estruturas. Neste
sentido o presente estudo objetivou avaliar o volume ideal de ovos de
curimbata (Prochilodus lineatus) para incubadora experimental.

Materiais e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Tecnologia da
Reproducdo dos Animais Aquaticos Cultivaveis - UNIOESTE, instalado no
Centro de Pesquisas em Aquicultura Ambiental - CPAA/IAP - Toledo, PR.

Os reprodutores provenientes do rio Parana estavam estocados em
um tanque escavado, revestido com concreto, fundo de terra e dimensao de
200m2, com renovacdo de agua somente para compensar a agua
evaporada e infiltrada. Os peixes foram alimentados com racao comercial
processada na forma extrusada com 32% de proteina bruta.

Apés a captura dos reprodutores com o auxilio de uma rede de
arrasto a selecao dos peixes foi realizada dentro do préprio tanque. Foram
selecionadas cinco fémeas que apresentavam abdémen arredondado, papila
urogenital avermelhada (Andrade-Talmelli et al, 2002) e coloracao e tamanho
dos ovécitos uniformes e cinco machos que liberavam esperma sob leve
pressdo da papila urogenital segundo Zaniboni e Weingartner (2007). Os
animais selecionados foram levados ao laboratério de reproducéo.

No laboratorio os reprodutores foram individualmente pesados,
marcados e separados por sexo em dois tanques, dotados de aeracdo e
constante renovacdo de agua. Apos este procedimento aplicou-se uma dose
de 0,5mg de extrato de hipofise de carpa (EHC).kg de reprodutor-1 para os
machos e fémeas, respectivamente. Doze horas ap0s a primeira aplicacao,
foi aplicada uma segunda dose de 5mg EHC.kg de reprodutor-1 para
machos e fémeas, respectivamente (intraperitoneal, abaixo da nadadeira
peitoral). Apos as aplicacBes, a temperatura foi mantida em 27,0+1,0°C e
monitorada freqientemente.

A coleta dos gametas masculinos foi realizada apdés um periodo de
160 horas-grau ou unidades térmicas acumuladas (UTA). Os reprodutores
foram contidos e secos com pano e papel toalha. Em seguida, foi aplicada
individualmente massagem na regido ventral do animal sempre no sentido
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encéfalo-caudal. A primeira gota de sémen foi desprezada para evitar
possivel contaminagdo e o restante foi coletado a partir de um tubo Falcon,
com graduacao de 0,1mL, para mensuracéo do volume de sémen liberado.

Entdo, logo ap6s a coleta foi realizada a mistura do sémen
proveniente de todos os reprodutores, dando origem a um “pool” de sémen.

Em seguida, deste “pool” de sémen, foi mensurado a concentracao
espermatica do sémen, de onde foi retirada uma amostra de 5uL de sémen e
diluida em 5mL de formol salina tamponado, resultando na diluicdo de
1:1000. Ap6s a diluicdo, uma camara hematimétrica de Neubauer foi
preenchida por capilaridade, e, em seguida, contaram-se 0sS
espermatozoides segundo Mataveli et al. (2007).

Também foi aferida a duracdo da motilidade espermatica do “pool”,
misturando se 5ul de sémen a 200uL de adgua. Concomitantemente a mistura
era iniciada a contagem do tempo através de um cronémetro e retirada uma
amostra de 5uL para ser observando sob microscopio 6ptico com objetiva de
40X. A estimativa da percentagem de células méveis seguiu a escala
arbitraria de 0 a 100%, quando 50% das células perdiam a motilidade era
parado o crondmetro e aferido o tempo de motilidade.

A avaliacdo do indice de sobrevivéncia espermatica foi realizada, a
partir método de coloragéo eosina-nigrosina (Murgas et al., 2003), utilizando-
se de 30uL de sémen e 90uL de cada corante, para a realizacdo da mistura
e, posteriormente, confeccdo do esfregaco. Apds o processamento das
laminas, o material foi analisado em microscopio de luz em objetiva de 40x,
sendo contados 400 espermatozéides, e células mortas apresentaram-se
rosadas, pela absorcdo dos corantes, e 0s vivos ndo-corados, por serem
impermedveis aos corantes.

Apos 160 UTA, as fémeas foram extrusadas de forma idéntica aos
machos e seus ovocitos coletados separadamente em placas de petri, onde
das oito fémeas extrusadas foi selecionado o material fecundante de apenas
uma delas segundo Kjorsvik e Lonning (1983) observando-se os parametros
de uniformidade do tamanho dos ovdcitos, uniformidade da coloracdo dos
ovocitos, e auséncia de ovécitos brancos (gorados) bem como a auséncia de
fluidos ovarianos, sangue, urina e fezes. Logo apés foram colhidas trés
amostras de 0,1mL de ovdcitos ndo hidratados dos ovocitos selecionados
que foram contados para se estimar o nimero total de ovacitos utilizados em
cada unidade experimental.

ApOs determinar o numero relativo de ovocitos e a concentracao
espermatica do “pool” de sémen, foram colhidas separadamente 4 amostras
de 0,5, 2,0, 3,5, 5,0 e 6,5mL de ovocitos ndo hidratados e sobre estes
adicionadas a dose inseminante de 200uL de sémen e 75 mL de solugéo
ativadora (dgua da incubadora) para realizacao dos ensaios de fertilizac&o.

Os ovocitos fertilizados foram distribuidos em um delineamento
experimental inteiramente casualisado, composto por cinco tratamentos e
quatro repeticOes, totalizando 20 unidades experimentais. Foi considerada
como uma unidade experimental uma incubadora de volume util de 2,5L,
contendo os respectivos volumes de ovécitos fertilizados. Os tratamentos
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foram constituidos por 5 diferentes volumes de ovdcitos 0,5, 2,0, 3,5, 5,0 e
6,5mL.

As fertilizacGes foram realizadas sequencialmente em copos plasticos
descartaveis de 250ml onde eram colocadas as amostradas de ovocitos e
sémen (200uL) até receberem 75ml da solucdo ativadora (dgua da
incubadora). Apos a adicdo da agua 0s copos eram movimentados em
sentido circular por 1 minuto para a melhor mistura do sémen, ovocitos e
agua e colocados na incubadora.

Assim, foram utilizadas 70mL de ovocitos ndo hidratados, os quais
foram misturados ao sémen, fertilizados e distribuidos em 20 incubadoras
experimentais confeccionadas em PVC, com formato conico e de volume (til
de 2,5L.

Apos a fertilizacdo, a agua das incubadoras foi mantida aquecida em
27,0£1,0°C a partir de resisténcia elétrica e termostato. As taxas de
fertilizacdo foram mensuradas 8 horas apds o inicio da hidratacdo dos ovos,
em microscopio estereoscépio (10X), utilizando-se aproximadamente 380
ovos de cada unidade experimental, amostra superior ao minimo (260 ovos)
recomendado por Zaniboni Filho (1992). As taxas de eclosdo foram
mensuradas 24 horas apos a fertilizacao.

Resultados e Discussdo
Os machos de curimbata apresentaram valores médios de peso

corporal, comprimento padrdo e producdo espermatica média de 1020,00 +
375,179, 35,20 £5,11cm e 2,12 £+ 1,31mL respectivamente.

Tabela 1 — Pardmetros qualitativos do “pool” de sém en.

Variavel Valores médios DP’
Concentracdo espermatica (SPZ.mL™) 2,28x10™ 1,81x10°
Motilidade espermatica (s) 25,60 0,38
Sobrevivéncia espermatica (%) 95,92 0,97

Desvio padrao

Os valores médios de peso corporal e comprimento padrao ficaram
acima dos valores descritos por Kavamoto et al. (1996a) que trabalhou com
180 exemplares machos de curimbata de 3 anos de idade com valores
médios de peso corporal e comprimento total de 465,61g e 34,1lcm
respectivamente.

A producdo espermatica média ficou acima dos valores encontrado
por Streit Jr. et al., (2004) 0,45mL, Kavamoto et al. (1997) 0,22 + 0,05mL e
Kavamoto et al. (1996) 1,12 + 0,52mL que trabalharam com a mesma
espécie. Diferencas na producdo espermatica sao rotineiramente
encontradas uma vez que 0s volumes acima descritos ndo podem ser
considerados como volume total de sémen liberado pelo macho, uma vez
que o0 método da extrusdo ndo garante a liberacao total do sémen presente
(Ferreira et al., 2001).

A concentragdo esperméatica do “pool” ficou acima dos valores
encontrado por Streit Jr. et al., (2004) 1,40x10'° SPZ.mL™, Kavamoto et al.
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(1989) 1,95x10*° SPZ.mL™ e Kavamoto et al. (1986a) 3,06x10'° SPZ.mL™ e
inferior ao valor encontrado por Kavamoto et al. (1997) 3,29x10'° SPZ.mIL™.

S&o muitos os fatores que influenciam a concentracdo espermatica,
dentre eles, a aplicagdo ou ndo de hormdnios indutores (Kavamoto et al.,
1989), tipo de hormodnio aplicado (Streit Jr. et al., 2004), numero de doses
hormonais (Kavamoto et al., 1996), intervalo de tempo entre as aplicacdes
de hormodnio (Castagnolli & Cyrino, 1980), periodo de coleta dos gametas
(Kavamoto et al., 1997), idade dos reprodutores (Kavamoto et al., 1996a)
entre outros.

A duracdo da motilidade espermatica diferiu dos outros autores como
Murgas et al. (2007) e (Streit Jr. et al., 2004) uma vez que foi utilizado um
protocolo diferentes dos demais autores para aferir este parametro. O valor
encontrado para a sobrevivéncia espermatica foi superior aos valores
encontrados por Kavamoto et al., (1996) 93,84 + 1,86 % e Kavamoto et al.
(1996a) 93,73 £ 1,95 %.

A fémea de curimbata selecionada apresentou valores de peso
corporal, comprimento padrao e numero total de ovacitos de 900g, 33,5cm e
113741 ovos respectivamente.

A fémea apresentou valor de peso corporal e comprimento padrao
inferior aos descritos por Antoniutti et al, (1995) que trabalhou com
exemplares de curimbata de 2 anos de idade com valores médios de peso
corporal e comprimento padrao de 957,789 e 40,97cm respectivamente.

Os resultados da taxa de fertilizacao estao expressos na figura 1.
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Figura 1: Taxas de fertilizacdo dos ovos de curimba  ta testando diferentes densidades
de ovos na incubadora.

Os resultados da taxa de ecloséo estéo expressos nas figuras 2.
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Figura 2: Taxas de eclosdo de ovos de curimbatates tando diferentes densidades de
ovos na incubadora.

Os melhores resultados tanto para taxa de fertilizagdo quanto para
taxa de eclosdo foram encontrados no tratamento com 2mL de ovos para
cada incubadora de 2,5 litros de volume util. Segundo Zaniboni e
Weingartner, (2007) a quantificacdo da desova bem como a sua separacao
nas corretas porcdes a serem estocadas em incubadoras distintas
aumentam significativamente a taxa de fertilizagao.

Segundo Godinho, (2007) a proporgcéo correta dos ovos a serem
acondicionados na incubadora artificial tem relacao direta com o diametro do
ovo apods a hidratacdo sendo assim quantidades inferiores ou superiores de
ovOcitos podem acarretar em quedas taxa de fertilizagdo uma vez que
poucos ovos ha incubadora podem acometer um fluxo excessivo de agua
sobre os mesmos causando um efeito deletérios devido a acdo mecénica da
agua sobre os ovos da mesma forma que o excesso de ovos pode acarretar
na baixa circulagdo dos mesmos dentro da incubadora podendo levar a falta
de oxigenacao dos ovos devido a deposicdo dos mesmos uns sob os outros.

Conclusodes

Incubadoras experimentais de pequeno volume podem ser usadas
para testes de fertilizagdo apresentando taxas de fertilizacdo superiores a
50%.

Os melhores resultados tanto para taxa de fertilizagdo quanto para
taxa de eclosdo para incubadoras experimentais com 2,5L de volume util
foram encontrados no tratamento com 2mL de ovos de curimbaté
(Prochilodus lineatus).
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