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RESUMO

O douradoSalminus brasiliensié um peixe nativo que tem despertado
interesse para aquicultura. A reproducéo induzidimréinada, mas as
baixas taxas de fertilizacdo dos ovos sdo constamesta forma,
objetivou-se desenvolver um protocolo para a festiio de ovdcitos de
dourado durante a sua reproducgdo. Foram testa@osrdes volumes de
agua na ativacdo dos gametas com distintas coacéatr de oxigénio
dissolvido, tempo de estocagem dos ovdcitos apéstasido e de
contato de diferentes solugcbes ativadoras. Tambsamf avaliadas
diferentes relacdes entre sémen (fresco e criopeet®), ovocitos e
solugdes ativadoras. O volume da agua de ativagdaemciou
significativamente os resultados, onde 10 g de imsdertilizados
utilizando 10 mL de agua resultou em uma taxa ddifacdo quatro
vezes inferior onde se utilizou 50 mL ou mais. Aderdntes
concentracdes de oxigénio dissolvido da agua #lagdd ndo afetaram
a fertilizacdo ja4 a concentracdo de espermatoz@idaseio fecundante
afetou, sendo os melhores resultados obtidos quamdacentracdo foi
de 7,10x1® espermatozoéides.rifi. que foi conseguida quando se
utilizou 0,05 mL de sémen, 100 mL de 4gua e 10 gsade ovicitos.
As taxas de fertilizacdo cairam quando os ovodiien estocados por
mais de 30 min e com o aumento do tempo de cod@dosolucdes
ativadoras por mais de 3 min para sémen fresco eniruto
criopreservado. A metodologia para congelament@sahgelamento
do sémen foi eficiente para manter a motilidademssgtica, no entanto,
as taxas de fertilizacdo obtidas com sémen crieprado foram
inferiores ao sémen fresco.



ABSTRACT

The douraddsalminus brasiliensiss a Brazilian fish that has attracted
interest for aquaculture. The induced spawning hbeady been
obtained, but the low fertilization rates of thegegvere evident. This
work aimed to develop a protocol for dourado ocgytertilization
during the induced spawning. Different water volsnweith different
dissolved oxygen concentrations were tested fogtmetes activation,
storage time of oocytes after extrusion and differeontact time
between activation solution and gametes duringninsation. Different
relation between sperm (fresh and cryopreservextytes and different
types of activating solutions were also evaluafBlde water volume
influenced the fertilization rates, where 10 grarheocytes fertilized by
adding 10 mL of water had fertilization rates sfgpaintly lower than
those where it was used 50 mL or more. Dissolvedgex
concentrations did not affect fertilization ratd$e concentration of
sperm in fertile solution affected the fertilizaticates and the best
results were obtained when the concentration was0 7x16
spermatozoa.m'i:, which was achieved using 0.05 mL of sperm, 100
mL of water and 10 g of oocytes. The fertilizatimte decreased when
the oocytes were stored for more than 30 minutes ektrusion and the
time of contact of the activating solutions werenhi@l when kept for
more than 3minutes to fresh sperm and 1 minuteryopeceserved
sperm. The protocol for freezing and thawing ofreperyopreserved
were efficient to maintain good sperm motility, texer, the
fertilization rates with cryopreserved sperm weignificantly lower
when compared to fresh semen.



SUMARIO

INTRODUGAO .....ooovieeieecteeeee ettt ate e 13
A piscicultura no sul do Brasil .............ccceeceiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 13
O dOUFAAO.......ceieeiieee e 14

Reproducéo e fertilizacdo em peixes migradoresaBdricanos........ 17
Criopreservagao de SEMEN........ccovcviiireeeeeee et e e sirrree e e e 18

CAPITULO | - Raz&o entre os volumes de agua deagdiv, de
sémen, de ovocitos e concentracdo de oxigénio do feeundante

na fertilizacdo de ovos de doura&aiminus brasiliensis.................. 20
RESUMO .. ..ottt eeemme sttt e e e st e e e aneee e e e ennaeaeens 21
ABSTRACT ..ttt ettt 22
INTRODUGAO ..ottt e+t e et a e e entaeeesannaeeea e 22
MATERIAIS E METODOS .......cooiieiieeieeeee e 23
Experimento | — Volume de agua de ativaGao.............ccevvvvveereernnnns 24
Experimento Il - Consumo de oxigénio dissolvido adte a
ativaGa0 dOS gAMELAS.......coiieie e 25
Experimento Ill - Diferentes concentracfes de axigélissolvido

da 4dgua de ativacao doS gametas.........cccccevvivvvieereeeesisiiiieeeeneans 25
Experimento IV - Proporcéo entre ovacitos, espeandities e agua

€ ALVAGED. ... ..ttt rrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaas 26
ANAliSe eStatiStCA . .......evii et 27
RESULTADOS ..ottt et e e taee et e e enneeens 28
Experimento | — Volume de agua de ativaGao.............cccvvvvveereernnnns 28
Experimento Il - Consumo de oxigénio dissolvido adtg a
AtivaGa0 dOS gAMELAS.......coi i i 28
Experimento Il — Efeito de diferentes concentracde oxigénio
dissolvido da agua de ativacao dos gametas............cccceeeeunnnennnnnnns 30
Experimento IV - Relagdo entre a quantidade de itagic
espermatozoides e o volume da agua de ativacao)RGA............. 31
DISCUSSAD......oiiiiiiieieieieieieie ittt 32
CONCLUSAD ...ttt 36
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 36

CAPITULO Il - Efeito do tempo de estocagem dos dwég
qualidade e tempo de manutencdo da 4gua de atidagdgametas
sobre a taxa de fertilizacdo de ovos de douraBalminus
BrasiliENSIS........oiiieee e 41
RESUMO ...ttt ettt e e e et e e e e neee e e s annaeaeans 42
ABSTRACT ..ttt 42



Lo INErOdUGED .o AB

2. MateriaisS € MELOUOS .......ueeiiiiiiiiiet e e e ettt e e et e s 45
2.1, REPIOUULOMES ... uuuuuiiuiiiiiiiiieiirierrrrrrrrrrreerrerneeeeeeeeaaeeaaaeeeaaeeeesens 45
2.2. Efeito do tempo de estocagem sobre a taxertiézbcéo........... 46
2.3. Efeito do tempo de manutencado da 4gua de cdtivae da
concentracdo de oxigénio dissolvido...........ccccvvvvvvvvninnnnevinninnnnn 40
2.4. Andlise dOS dados..........ccueiiiiiiiiiiiiiee e 47
3. RESURAOS ....coceiiiiiiiiice et DO
4, DISCUSSAOD ...evvveeeiiiiriieieeeessiinisimmmmme e ssirnnneeeeessssnnnnnneeesesen e 49,
5. CONCIUSDES ...ttt e ettt e et e e e 35
6. Referéncias bibliograficas...........ccceevveeciiiii e, 54
CAPITULO Il - Uso de sémen criopreservado na ligegcdo de
ovocitos de dourad®@alminus brasiliensSiS........ccccvevvveevvieireiiieeiienes 57
RESUMO ... 58
RESUMO .. e e 58
INTFOAUGEO ... e e e e e e e e e e e e s e s s e e e a e 59
MateriaisS € MELOUOS .......uuiiiiiiiiiiitie ettt a e 60
(O gT0] o] (15T oY= Lo Lo N 61
Teste de motilidade do sémen criopreservado.............ccccvvvvvvnnnnns 62
Diferentes solucgdes ativadoras na fertilizagdo déaitos................. 62
Diferentes volumes de sémen criopreservado nédifagfo.............. 63
Efeito da solucdo ativadora e da duracdo do tempoativacéo
sobre a taxa de fertilizagao...............oe oo 63
ANAlISE dOS dAUQS........uiiiiiiiiiiiiiii e 65
Resultados € diSCUSSA0.......cccceiiiiiiiiiieieeee e 65
Teste de motilidade do sémen criopreservado.............ccuvveeveeeeeee.. 65
Diferentes solucgdes ativadoras na fertilizagdo déaitos................. 66
Diferentes volumes de sémen criopreservado nalifagio de

[0 o T (0 1= PP PP PRP 67
Efeito da solucdo ativadora e da duracdo do tempoativacéo
sobre a taxa de fertilizacao....................o oo 69
CONCIUSAD. ....eeeiieeiiiiiie ettt 71
Referéncias bibliograficas...............co oo 71
CONCLUSOES GERAIS .......oouiietieeeecteee e emeeeee e 74
CONSIDERACOES FINAIS.......cooviieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 75

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS DA INTRODUCAO............. 77



13

INTRODUCAO

A piscicultura no sul do Brasil

O Sul do Brasil é o maior produtor de peixes deaagoce do
pais com 30,73% da producdo nacional (IBAMA, 200@8ntre os trés
estados do sul, o maior produtor é o Rio Grand8wacom 23,78 mil
toneladas anuais, seguido de Santa Catarina efPeosen22,92 e 17,79
mil toneladas, respectivamente.

Nesta regido, a producdo esteve e ainda estd basead
piscicultura de espécies exdticas, com destaquegsacarpas e tilapias
(ZANIBONI-FILHO et al., 2009). Entre os trés estadio sul, verifica-
se uma pequena diferenciacdo nas proporcoes dwaldistas espécies,
onde no RS predominam o cultivo das carpas, em t8&nzente as
proporcBes entre as carpas e tiljpias sdo semeshamtno PR
predominam as tilapias (SILVA, 2005). Esta distigho esta
diretamente relacionada as caracteristicas clingte cada estado, pois
guanto mais ao sul, menores sdo as temperaturaagreais, bem
como as temperaturas minimas durante o inverndawigecendo o
cultivo da tilapia.

De modo geral, nos ultimos anos tem-se verificadcemento na
producdo da tilapia no sul do Brasil, fato estagiehado ao aumento da
demanda deste peixe, e desta forma, possibilitaredloor remuneracéo
ao produtor. Contudo, comparado ao Nordeste, orale de 85% da
producdo de peixes de 4gua doce estd baseadativo dal tilapia, a
producéo desta espécie no sul do Brasil aindax& lggiando comparada
ao cultivo das carpas, onde o principal fator pata é a questéo
climatica. No ano de 2001, quando se observou warii® mais
rigoroso em Santa Catarina, foi registrada poritésnda EPAGRI
(Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo RigralSanta
Catarina), para a regido do alto vale do Itajai,rtalidade de
aproximadamente 57% dos peixes estocados em \svadrderra, sendo
a espécie predominante nestes cultivos a tilapia/&g 2005).

Entre os anos de 2000 e 2007 o crescimento na giodde
peixes de 4gua doce cultivados no Brasil foi dexapradamente 58%
(IBAMA, 2000; IBAMA, 2007). Chama atencao nesteipdo a queda
na participacdo da regido Sul, que no ano de 2afipava com mais
de 55% do total da producédo e em 2007 diminuiu 3Ap&sar de ter
sua producdo total aumentada neste periodo, osn&sneas regides
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Nordeste e Centro-Oeste foram ainda mais signimsit diminuindo a
participacdo do Sul no total da producéo brasilévaegidao Nordeste
teve impulso na producdo devido as 6timas condiclimgticas para o
cultivo da tildpia, e o Centro-Oeste foi impulsidoapelos grandes
investimentos no cultivo de espécies nativas, jpatcmente os peixes
redondos e o hibrido produzido pelo cruzamento gtasdes bagres
Pseudoplatystoma corruscar$. fasciatum

Analisando a evolug¢édo da producéo de peixes nad&wBrasil
onde se observa limitagBes climaticas para a efipade cultivo de
tilapia, associado a baixa aceitacdo das carpas patrcado
consumidor, o cultivo de espécies nativas adaptadesgidao e que
possam remunerar adequadamente o produtor podardaealternativa
para a manutencdo de boas taxas de crescimentoaparaducdo
dulceaquicola nesta regido. Para tal, o investimeatdesenvolvimento
de tecnologias que possibilite o cultivo destaséeisg € de suma
importancia. Uma realidade que ja € possivel deokservada na
expansao do cultivo de espécies nativas no Sulrdsil@ o cultivo do
jundia (Rhamdia sp.), que apresenta seu crescimento diretamente
relacionado ao bom desempenho em regifes maigFRSCALOSSI
et al. 2003; CARNEIRO, 2004).

O dourado

O dourado, Salminus brasiliensis® representante da familia
Characidae, ordem Characiformes e classe ActingpieAté 2007,
eram conhecidas trés espécies para o géBatminus S. affinis
Steindachner, 1880S. hilarii Valenciennes, 185@ S. brasiliensis
(CUVIER, 1816).S. affinisé nativo das bacias dos rios Magdalena na
Colbémbia, onde é conhecido como dorada ou rulda, o Pachitea no
Peru, onde é conhecido como sabalo mahdilarii € originario das
bacias do Alto Rio Parana, Sdo Francisco, TocastiAko Amazonas,
sendo conhecido como dourado ou mais comumenteatebal ambém
esta distribuido na Venezuela e Colédmbia, sendorgrazio na bacia do
rio Orinoco, comum a esses dois paises, onde éatltane dorada e
dorado, respectivamente. A terceira espécie, deroa S.
brasiliensis possui ampla distribuicio geogréafica, encontretabacias
dos rios Parana, Paraguai, Uruguai, Alto rio CheygalMamoré, ambos
na Bolivia, e nas bacias ligadas ao sistema laglmdmagoa dos Patos
(MORAIS FILHO e SCHUBART, 1955; FROESE e PAULY, &)0
Os autores também incluiam a bacia do Sdo Franccm area de
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distribuicdo deS. brasiliensis porém, uma revisdo feita por Lima e
Britski  (2007), considerou tratar-se de uma novapéeis.
Anteriormente, considerava-se que 0 género possainda outras
espécies, comd. cuvieri (VALENCIENNES, 1850),S. maxillosus
(VALENCIENNES, 1850) . orbignyanugVALENCIENNES, 1850),
porém uma revisdo feita por Géry e Lauzanne (1860¢luiu que essas
espécies eram sinonimias $ebrasiliensiCUVIER, 1816) (Figura 1).

Recentemente, uma revisdo feita por Lima e Bri{@d07)
descreveu outra espécie para o géneff, foanciscanusque apresenta
distribuicdo restrita a bacia do rio Sdo Francis&oteriormente, o
dourado do rio S&o Francisco era conhecido c@ndorasiliensis
Apesar da semelhanca entre as espé@esfranciscanusapresenta
menor numero de escamas em varias partes do cogpda comparado
com S. brasiliensigLIMA e BRITSKI, 2007). Segundo 0s autorés,
franciscanuspode ser distinguida de suas congéneres pela cagdu
dos seguintes caracteres: presenca de um dentéridaegterna do
dentario consideravelmente maior que os demaisesleatséncia de
uma faixa pos-orbital escura, contagens intermiedidate escamas (68-
82 escamas na linha lateral, 11-14 séries de esdaonaontais entre a
origem da nadadeira dorsal e a linha lateral esétfs de escamas
horizontais entre a linha lateral e a insercaoatiadeira pélvica) e um
prolongamento mediano da nadadeira caudal bem\dssieio.

Dentre as espécies do gén&obrasiliensi® a que possui maior
numero de trabalhos relacionados a producdo, seodsiderada a
espécie com grande potencial para a aquicultutam fpeixe de grande
porte, com caracteristicas organolépticas adequadalem disso, tem
caracteristicas indicadas para a pesca esportvalosum excelente
atrativo em estabelecimentos de pesque-pague. &egbastagnolli
(1997),S. brasiliensisbem como outras espécies carnivoras de grande
porte, devera ter sua producdo aumentada na mesipargio dos
acréscimos da demanda dos pesque-pagues. Condmemrgues.
franciscanuspode atingir 1,4 m de comprimento e pesar até 30kg
(SATO e GODINHO, 2003 — ainda cham&8lobrasiliensiy bem como
as demais semelhancas que apresenteScdirasiliensispossivelmente
seja uma espécie que também apresenta potenaad antivo, apesar
da falta de estudos.

Neste trabalho serd abordada a espéSie brasiliensis
anteriormente descrita conm®. maxillosus sendo atribuido o nome
comum “dourado” para fazer referéncia a esta esgEgjura 1).
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Figura 1 — Exemplar adulto de dourg@aiminus brasiliensis

De acordo com Vazzoler (1996, brasiliensi® uma espécie de
desova anual e total, que apresenta ovos semiglensdo apresenta
cuidado parental. E uma espécie que vive soligrizior parte do ano
e realiza migracdo ascendente no periodo repragujivando podem
ser encontrados em grandes cardumes (MORAIS FILHO
SCHUBART, 1955; ZANIBONI-FILHO e SCHULZ, 2003) bustdo
as cabeceiras dos rios onde encontram aguas csasl@ara realizar a
desova (BARBIERI et al., 2000). Na regido sudest8uhsil, o periodo
reprodutivo ocorre de novembro a janeiro, com pmp més de
dezembro, coincidindo com as cheias dos rios (BARBlet al., 2000).
No sul do Brasil, na regido do Alto Rio Uruguaiprekiste um periodo
de cheias bem definido, as maiores vazdes do dccedstatadas nos
meses de inverno, sem que haja reproducdo do douwad a elevagéo
dos valores de temperatura e horas de luz, iniciprazesso de
maturacdo gonadal e aparentemente, as pequenasdearide nivel do
rio possibilitam o estimulo necessario para inicer migracdo
ascendente, sendo assim, possivel ultrapassar st&colos naturais
(MACHADO, 2003). Nessa regido, a reproducdo acenteatre
novembro e fevereiro (ZANIBONI-FILHO e SCHULZ, 2003

Por se tratar de espécie migradora, o dourado e&epsoduz
espontaneamente em cativeiro (WEINGARTNER e ZANIBON
FILHO, 2005). No entanto, para peixes reofilicospaturacdo gonadal
pode ocorrer nestas condi¢cdes alcancando o esti&gigitelogénese
(ANDRADE e YASUI, 2003). Uma vez atingida a fase rdaturacéo
gonadal, a maturacéo final, ovulacdo e desova paéembtidas através
do uso das técnicas de inducdo hormonal em labimrdEANIBONI-
FILHO e WEINGARTNER, 2007).
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Reproducéo e fertilizagdo em peixes migradores Sammericanos

O desenvolvimento da técnica da indugdo hormomaléd da
técnica de hipofizacdo iniciou por volta do ano X33 com os
trabalhos realizados por Rodolpho Von lhering qumaou por base as
experiéncias realizadas em 1930 pelo argentinoaB#gonHoussay que
verificou o efeito da gonadotropina trabalhando gmixes da bacia do
Prata (SILVA, 2005). A técnica desenvolvida por Blpo Von
Ihering, que é considerado o pai da piscicultur@rasil, passou a ser
utilizada em laboratérios, principalmente no Notdesnde o DNOCS
atuava no fomento da producdo de alevinos paracaggtn em
reservatérios daquela regido (CASTAGNOLLI, 20043. década de 70,
com o intuito de impulsionar a piscicultura, alegnde tilapia foram
importados da Costa do Marfim. Por se tratar de esgEcie que se
reproduz naturalmente em cativeiro, a técnica @afizacdo ndo se
fazia necessaria e nos anos seguintes houve pMAIECOS NO
aprimoramento desta técnica no Brasil. No munda, tésnica passou a
ser conhecida quando os resultados dos trabalhd?odelpho Von
Ihering foram apresentados no V Congresso MundidFidiologia, na
Russia, em 1935. Seu uso se espalhou rapidamdotenpado, sendo
aprimorada em paises como a China e paises dcelesigeu (SILVA,
2005).

O uso da reproducao induzida de peixes voltou a@eamente
utilizado com maior intensidade na piscicultura ioaal durante a
década de 80, através de tecnologias trazidaspoicts estrangeiros,
principalmente os hdngaros, devido a um programacatgperacao
mantido com esse pais (ANDRADE e YASUI, 2003). Ngstriodo
houve muitos avancos na reproducdo de espéciegaxdto Brasil,
principalmente as carpas comum e chinesas. Pomndetido a este
periodo que muitos erros foram cometidos na tematale utilizar as
mesmas técnicas desenvolvidas para as espécigsaextd reproducao
das espécies autoctones (ZANIBONI-FILHO, 2000).

De certa forma, os protocolos convencionais de gadu
hormonal funcionam bem para estimular a ovulagdeseva da maioria
das espécies de peixes (WOYNAROVICH e HORVARTH, 398
BOMBARDELLI et al., 2006). Para as espécies migradpobservou-
se que pequenas modificagbes neste protocolo miopam melhorias
significativas nas taxas de fecundidade e ferthpa dos ovos
(ZANIBONI-FILHO e BARBOSA, 1996). Os processos eoddos e
fisiolégicos responsaveis pela formagdo e maturag@gbnadas nos
peixes seguem um padrdo similar (BILLARD et al981; ZOHAR e
MYLONAS, 2001), motivo pelo qual a técnica da hipa€do tende a
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funcionar para muitas espécies de peixes cultiv@@GsVIBARDELLI
et al., 2006). No entanto, devido a variacdo nasatégias e taticas
reprodutivas observada nos peixes de agua doce A@WAER, 1996)
durante a reproducdo induzida, a manipulacdo dosetga apds a
desova deve respeitar a biologia de cada espé@eafmancar taxas de
fertilizagédo elevadas (COWARD e PARRINGTON, 2003).

Segundo Coward e Parrington (2003) as taxas daizesgfio
obtidas durante o processo de reproducéo artificialpeixes tendem a
ser menores do que aquelas observadas na reprodagd@l dos
exemplares selvagens no meio ambiente, e atribaeniato a erros nos
procedimentos utilizados durante a fertilizacdoaibacdo. Detalhes a
respeito dos processos utilizados na fertilizacéificeal em peixes
devem ser observados para que se obtenha sucesspaimente em
relacdo ao volume, homogeneizacao e ativacdo dostga. A relacdo
entre 0os gametas (ovocitos:sémen), o volume de;&wlativadora,
qualidade de 4gua, método seco ou Umido de fagdiz, sdo fatores
que podem ser decisivos para O sSucessO na repoodiegdpeixes
(CHEREGUINI et al., 1999; CIERESZKO et al., 2008LAVI e
COSSON, 2006; SHIMODA et al., 2007; SANCHES et 2009).
Desta forma, desenvolver protocolos espécie/espaxifle fertilizacdo
pode ser um passo chave que possibilite a produedsiva das formas
jovens dos peixes e venha a viabilizar o cultivolaimga escala.

Criopreservacao de sémen de peixes

O uso da técnica de criopreservacdo na aquiculeranite
maximizar o uso dos machos de um plantel de reproekiatravés de
coletas sucessivas de sémen durante o periodautipm aumentando
a producédo de sémen por individuo. Essa possithdig@rmite diminuir
0 numero de reprodutores necessarios para a re@gode
consequentemente, diminui 0os custos de manutengamplahtel,
otimizando o processo reprodutivo (ZANIBONI-FILHO NUNER,
2004). Outra vantagem esta associada a variac§oalidade do sémen
ao longo do periodo reprodutivo, possibilitando @eecoletas para
armazenamento sejam feitas quando os machos eetdauge da
producdo de sémen e qualidade ideal (YAO et alQORO A
possibilidade de ter o sémen criopreservado digpbevita problemas
de falta de sincronismo na maturacdo gonadal emachos e fémeas,
muitas vezes observado em peixes de cativeiro.

Esta técnica também favorece a realizacdo de h@dbatle
melhoramento genético pela facilidade de manipolagd sémen,
auxiliando no desenvolvimento de novas linhagetéamAdisso, um dos
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fatores mais importante dessa técnica € a possiddi de armazenar
germoplasma, garantindo a manutencdo da variatdidgenética de
populagBes ameacadas de extincdo (CAROLSFELD, &0413).

Os trabalhos referentes a criopreservacdo de séimepeixes
foram iniciados na década de 1950 com a descodesaprimeiros
crioprotetores (TIERSCH, 2008). Foi empregada ahicente na
criopreservacdo de sémen de salmonid€3SER et al., 1987). A
adaptacdo dessa técnica para as espécies migraiopisais da
América do Sul foi iniciada na Coldémbia e Venezuela 1994
(HARVEY, 2000). No Brasil, estudos sobre a criopreagéo de sémen
de espécies nativas haviam sido conduzidos na aéckd 80
(KAVAMOTO et al, 1989), mas foi nos anos 90 que afor
intensificados,impulsionados principalmente pela preocupacdo aom
preservacao da variabilidade genética das popudasgieagens devido
a construcéo de barragens de usinas hidrelétricaglegradacdo dos
habitats (CAROLSFELD et al., 2003).

Desta forma, nos Ultimos anos, grandes avancosifobdidos no
desenvolvimento de protocolos para criopreservad@osémen das
espécies nativas migradoras, entre elas, o do@ABROLSFELD et
al., 2003). Resultados positivos foram obtidos conuso de uma
solucdo crioprotetora contendo 10% DMSO (dimefitsadio) (v/v),
5% glicose (p/v), 4gua destilada e uma gema depava 150 mL da
solugéo (SILVA, 2000; CAROLSFELD et al., 2003). Motanto, estes
trabalhos se limitarama avaliar a qualidade do sémen criopreservado
pela medida de motilidade espermatica. Segundoirdsvee Godinho
(2009), a forma ideal para verificar a qualidades@men criopreservado
€ a avaliacdo da sua capacidade de fertilizacamwlnstos. Devido a
possiveis prejuizos causados aos espermatozoOideantelu o
congelamento e descongelamento, especial atenc@® sky dada
guanto ao uso do sémen criopreservado, sendo AdoeBwior rigor
em relacdo ao volume de sémen e solucBes ativadompermitam
bons resultados. Sendo assim, estudos que visemalzacdo de
protocolos que possibilitem taxas de fertilizag®onca utilizagdo do
sémen criopreservado semelhantes a sémen fresimgéscindiveis
para que haja difusdo e ampla utilizacdo destakegia.
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CAPITULO | - RAZAO ENTRE OS VOLUMES DE AGUA
DE ATIVACAO, SEMEN, OVOCITOS E
CONCENTRACAO DE OXIGENIO DO MEIO
FECUNDANTE NA FERTILIZACAO DE OVOS DE
DOURADO Salminus brasiliensis
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Razdo entre os volumes de agua de ativacdo, sémemgcitos e
concentracdo de oxigénio do meio fecundante na féitacdo de ovos
de douradoSalminus brasiliensis

Marcos Weingartner & Evoy Zaniboni Filho

Laboratério de Biologia e Cultivo de Peixes de Agidoce
(LAPAD/CCA/UFSC)

Rodovia SC 406, n° 3532, Armacdo, Florianopolis,, 88066-000.
(marcos@lapad.ufsc.br)

RESUMO
O douradoSalminus brasiliensi® uma espécie reofilica cujo cultivo
tem sido desenvolvido, no entanto, apresenta btaxas de fertilizacéo
dos ovos na reproducédo induzida. Desta forma, ivbjese avaliar as
relacbes entre os volumes e a qualidade da aguativizdo com
distintas propor¢cdes de ovécitos e sémen na taxgertibzacdo dos
ovos. Para tal, 10 g de ovocitos foram fertilizados volumes de 4gua
variando entre 10 e 1000 mL e com concentracaxidérmo dissolvido
variando entre 0,10 a 10,5 mg.LAIém disso, um arranjo fatorial foi
realizado fertilizando ovdcitos (10 g) com difeentolumes de agua
(10; 100 e 1000 mL) e de sémen (0,01; 0,05; 0,02% mL). Também
foi avaliado o consumo de oxigénio dissolvido dteamfertilizacdo em
dois volumes de 4agua. A fertilizacédo foi afetadb pmlume de agua,
tendo o volume de 10 mL as menores taxas, que domernvolume de
50 mL, mantendo valores semelhantes até 1000 nrhaior volume
testado. O volume de agua de ativagcdo (100 e frdQ0contendo a
mesma concentracdo de oxigénio dissolvido (7,15LMgafetou o
consumo de oxigénio, sendo 2,5 vezes maior no malame de agua.
Decorridos 5 min da ativacdo do sémen a concemtrdgaxigénio foi
de 0,62 mg.! e 555 mg.l' para 0 menor e maior volumes,
respectivamente. Apesar disso, a concentracaoigénix dissolvido da
agua de ativacéo ndo afetou a fertilizagdo. Negéel entre o volume de
agua e sémen, a interagdo mostrou ser mais sagiificdo que volume
de 4gua ou volume de sémen isoladamente, sendo@preentracdo de
espermatozoides existente na solucdo de ativac@etErminante sobre
a taxa de fertilizagdo, com as maiores taxas ddiZa¢cdo observadas
em uma concentracéo de 7,10%&6permatozéides.ril Essa condicdo
foi obtida quando 10 gramas de ovdcitos foramligatios com 0,05
mL de sémen e ativados com 100 mL de agua.
Palavras-chave: peixe; migrador; fecundacéo; gameta
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ABSTRACT
The dourado Salminus brasiliensisis a rheophilic species with
increasing interest to aquaculture; however, thleigad reproduction of
this species still presents lower fertilizationesatwhen compared to
other similar species. The aim of the present study to evaluate the
effect of the water: egg: sperm ratio and the wapeality in the
fertilization rate of the eggs of dourado. Samplie$0 grams of oocytes
were fertilized using water volumes ranging fromQ to 1000 mL
and dissolved oxygen (DO) concentration rangingnfr@.10 to 10.5
mg.L™. Also a factorial design was carried out and Jdhy of oocytes
were fertilized with different water volumes (1@0land 1000 mL) and
sperm volumes (0.01, 0.05, 0.10 and 0.21 mL). T™® consumption
was evaluated during fertilization using two wat@tumes (100 and
1000 mL) with the same DO concentration (7.15 my.LThe
fertilization rate was strongly affected by wateolumes; 10 mL
produced the lowest fertilization rate, which irased with increasing
water volumes, until 50 mL; stabilizing from 50 nid 1000 mL. The
water volume affected DO consumption; after fivenmtés in sperm
activation, the dissolved oxygen concentration Q&8 mg.L* and 5.55
mg.L* to 100 and 1000 mL, respectively. Nevertheless, DO
concentration did not affect the fertilization ateThe effect of the
water: egg: sperm ratio was more significant theneffect of water or
semen volume by themselves, and the sperm contentren the
fertilization solution was decisive on the fertdltion rate. The best
result was observed at a concentration of appraeimaz.10 x16
spermatozoa.mb. This condition was obtained when 10 grams of
oocytes were fertilized with 0.05 mL of sperm ai®® InL of water.
Key-words: fish; migratory; fecundation; gametes.

INTRODUCAO

As técnicas empregadas na reproducao artificiaspecies de
peixes migradores da América do Sul sdo similande esi, tanto em
relacdo a inducdo hormonal para promover a matordgéal e
ovulagdo, quanto aos protocolos de fertilizagdo neubagcédo. A
utilizagdo do procedimento convencional de repraductem
possibilitado sucesso da producgéo das formas jademsuitas espécies
de peixes migradores Sul-americanos (Woynarovittoerarth, 1980;
Zaniboni-Filho e Barbosa, 1996; Zaniboni-Filho efidy 2004). A
mesma metodologia vem sendo utilizada para aifex¢@io dos gametas
na reproducéo artificial de peixes migradores liass.
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Autores recomendam que um pequeno volume de agaasde
utilizado para induzir a fertilizacdo, sendo essdume o minimo
necessario para promover a ativagdo dos gametadikamno sémen, e
assim nao diminuir as chances de encontro dosreafirdides com 0s
ovécitos (Woynarovich e Horvarth, 1980; Furuya eulya, 2001). No
entanto, o uso desse procedimento na reproducdowtadoSalminus
brasiliensis tem resultado em baixas taxas de fertilizagéo,
conseqiientemente, reduzida producdo de larvas @aregner e
Zaniboni-Filho, 2005).

O douraddS. brasiliensi® um peixe nativo da América do Sul,
encontrado nas bacias dos rios Parana, Paraguaju&ly no sistema
lagunar da lagoa dos Patos e na bacia do alto MamdChaparé na
Bolivia (Lima et al., 2003). Esta espécie se destar pesca esportiva
por ser de grande porte e brigar ativamente queapturada (Zaniboni-
Filho e Schulz, 2003), e na pesca comercial pedadyp demanda de
mercado e elevado valor comercial. O potencial dpé@e esta
associado ao valor econémico, a qualidade da carreo rapido
crescimento inicial (Fracallossi et al, 2004). Golo, a sua utilizacdo
em cultivos ainda € bastante restrita, situacatudtla a escassa
disponibilidade das formas jovens aos criadores.

Sato et al. (1997) observaram em relagcdo Saiminus
franciscanus espécie com caracteristicas reprodutivas muitolasies
ao S. brasiliensistaxas de fertilizagdo em torno de 50%, considkran
estes valores baixos quando comparado as demadsiesmativas,
guando utilizado protocolo convencional de repréduge peixes
reofilicos.

Devido as baixas taxas de fertilizacdo dos ovogdal&rado
quando esse protocolo é utilizado, este estuddivdnjeavaliar o efeito
de diferentes volumes da agua de ativagdo dos gamet da
concentracdo de oxigénio dissolvido dessa aguaesabrtaxa de
fertilizacéo, bem como, definir a melhor proporgi&osémen e ovocitos
no momento da fertilizagdo para o dourdsiaminus brasiliensis

MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no LaboratoriBidgia e
Cultivo de Peixes de Agua Doce (LAPAD), da Univeasie Federal de
Santa Catarina, Florianépolis (SC). Os experimefdosm realizados
durante o periodo reprodutivo da espécie — novemlbewereiro — entre
0s anos de 2006 e 2009.

Foram utilizados peixes do plantel de reprodutdes APAD
compostos por dourados selvagens capturados naorelgi alto rio
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Uruguai, no sul do Brasil e de descendentes diggstes. O plantel de
reprodutores € mantido em tanques de terra de 2@0@s quadrados,
sendo alimentados diariamente com racdo comeroigeindo 40% de
PB.

Para realizacdo dos experimentos foram selecionamleampo
matrizes que apresentavam caracteristicas de rpatuganadal: fémeas
com abddmen abaulado/proeminente, macio e orifierotal saliente; e
machos que liberavam sémen sob leve pressédo atalo@m animais
selecionados foram conduzidos ao laboratério deodeigdo e pesados
individualmente para o calculo das doses hormoff@igam utilizadas
oito fémeas com peso médio (+ desvio padrdo) de336792 gramas,
obtendo-se 100% de desova das fémeas induzidas groguziram em
média 592+297 gramas de ovécitos. Cada grama ddtoygpssuia em
média 1.220+205 ovocitos. Foram utilizados 10 machom peso
médio de 2.234+1.237 gramas e que apresentaramneertoacao
espermatica média de 10,23%2269x10. A contagem da
concentracéo espermatica foi realizada em camaNedbauer, com o
sémen diluido 200 vezes e a concentracdo finahadt pela média de
trés contagens por amostra. Nos experimentos fidiagto apenas o
sémen que apresentou taxa de motilidade supei®@?@e tempo de
motilidade maior que 40 segundos.

Para inducdo a maturacao final e ovulacao, as £ neeaberam
duas doses de extrato bruto hipofisario de carpamn@.kg" na primeira
dose e 10 h depois a segunda, com 5,0 rifgRara facilitar a liberacdo
do sémen, os machos receberam 80% das doses apliasifémeas.

As desovas ocorreram aproximadamente 5 h apdsimaadlt
aplicacdo, a uma temperatura média de 25,5°C quesponde a 127,5
horas-grau. A coleta do sémen foi realizada minatdss da coleta dos
gametas femininos, buscando-se agilizar os proeedon de
fertilizacdo apds a desova. Para a realizacaodkeegerimento, foram
utilizados ovocitos de uma Unica fémea e um podé&aen contendo
volumes idénticos provenientes de dois machos.

Para cumprir com os objetivos do trabalho foi ne@es a
realizacao de varios experimentos descritos aisegui

Experimento | — Volumes de 4gua de ativacao

Para avaliar o efeito do volume de 4gua de ativadd®
gametas sobre a taxa de fertilizacdo de douradgunfoealizados dois
experimentos (V-1 e V-2) (Tabela 1) onde a quadigdda agua de
ativacao variou entre 10 e 90 mL em V-1 e entre 1000 mL em V-2,
para ativar a homogeneizacéo de 10g de ovOcitgdbenl de sémen.



25

A coleta dos gametas femininos foi realizada asraleextrusao,
sendo os ovdcitos acondicionados em beckers dditdogs previamente
pesados. Em cada becker foi adicionando sémeroparpéo de 5 mL por
guilograma de ovécito. Apos a adigédo e misturaédoes, amostras de 10 g
foram distribuidas em recipientes plasticos corarmek que variaram entre
500 a 2.000 mL em fungdo do volume de agua utdizaata fertilizacéo.
Os tratamentos foram realizados em triplicata. Bétar o efeito do tempo
entre a coleta dos ovocitos e a fertilizacdo, edadda agua foi realizada
simultaneamente em todos os tratamentos, variatempo de adigdo da
agua entre as repeticdes. A agua de fertilizagandtida por trés minutos
em contato com os gametas, e posteriormente foadaecom auxilio de
uma peneira sendo os ovos acondicionados em inmalsacilindro-cénicas
de 10 L com circulagdo constante de agua. A agdirada na fertilizacao e
incubacéo foi abastecida por um sistema de reag&al fechado com
temperatura controlada mantida entre 25,5°C e @6,8° oxigénio
dissolvido em 7,0 mgt

A estimativa da taxa de fertilizagédo foi realizatldh apds a
fertilizacdo, quando os embrides se encontravafasede fechamento
do blastoporo.

Experimento Il - Consumo de oxigénio dissolvidoadte a ativacéo
dos gametas

Para avaliar o efeito do volume da agua de ativadd®
gametas sobre os valores de concentracdo de axig&solvido da
solucéo foi realizado experimento que avaliou osoam de oxigénio
dissolvido durante o processo de fertilizagdo. Anmassde 100 g de
ovécitos foram homogeneizados a 0,5 mL de sémers gametas
ativados com 100 e 1000 mL de agua (relacédo eatreegs e agua de
1:1 e 1:10, respectivamente). Para proceder didac¢fio, os gametas
foram colocados em sacos plasticos de trés litradi@onada agua de
ativacdo contendo 7,15mg‘Lde oxigénio dissolvido. Uma sonda de
oximetro (modelo 550A YSI) foi inserida em cadacsatastico e sua
abertura foi fechada apds a retirada do ar exésteft leitura da
concentracéo de oxigénio foi feita a cada 15 segmiaté completar 300
segundos. Foram realizadas trés repeticdes no terapilizado gametas
de diferentes peixes para cada uma delas.

Experimento Il - Diferentes concentracdes de aigélissolvido da
agua de ativacdo dos gametas

Para avaliar o efeito da concentracdo do oxigéissotvido
(OD) da &gua de ativacdo sobre a taxa de fertlizados ovos de
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dourado foram realizados os testes de fertilizag&iando a
concentracdo de OD desde 0,1 até 10,5 thdDiferentes concentracdes
de OD foram testadas em trés experimentos cujdhdetanto esta
apresentado na tabela 1 (OD-1, OD-2, OD-3). Osddstam realizados
utilizando-se trés repeti¢cdes para cada tratamento.

A preparagdo da agua nas diferentes concentragd&Ddfoi
feita com adicdo de nitrogénio gasos@)(Nu de oxigénio puro (£p.
Quando a concentracdo de OD atingiu o valor redogm@ agua foi
embalada em sacos plasticos sem a presenca daaaf@ico em seu
interior.

Apds a coleta e pesagem da desova foi adicionaders@éa
proporcdo de 5 mL/kg de ovocitos. Aliquotas de 1Qday foram
distribuidos em sacos plasticos de 500 mL e, posteente foram
adicionados 150 mL de agua em diferentes concémtsagde OD. A
agua foi mantida em contato com os gametas pomindstos, sendo
drenada com o auxilio de uma peneira e os ovogatios nas
incubadoras, seguindo procedimento utilizado nogpemxmentos
anteriores.

Experimento IV - Proporgdo entre ovocitos, espeandities e agua de
ativacao

Para avaliar o efeito da proporcdo entre as quedeil dos
gametas e volume de agua de fertilizacéo foi r@dtizim experimento
que utilizou diferentes volumes de 4gua de ativacEambém variou a
proporcdo entre ovocitos e sémen (RGA) (TabelaTdds diferentes
volumes de agua (10; 100 e 1000 mL) foram utilizggiara fertilizar 10
g de ovacitos, correspondendo a uma relacdo egtra @ ovdcitos de
1:1; 1:10 e 1:100, respectivamente. Para cada wwalames testados
foi utilizado o volume de 0,01; 0,11 e 0,21 mL éeen para fertilizar
10 gramas de ovdcitos. Um tratamento controledalizado utilizando
10g de ovocitos; 0,05 mL de sémen e 100 mL de &udesova da
fémea utilizada neste experimento apresentou hd&tos por grama,
enquanto os machos apresentaram concentracao ésparmédia de
11,48x16+1,31x10 espermatozdides.miL

Andlise estatistica

Os resultados da taxa de fertilizacdo e do consienaxigénio
dissolvido foram submetidos a andlise de variageNOVA, a=0,05) a
fim de verificar diferencas entre os tratamentas. WHilizado Tukey
como teste separador de médias quando observadeendas
estatisticas (P<0,05). Além da Anova, o0s experio®enforam
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submetidos a andlise de regressdo a fim de awliatacdo entre os
tratamentos com as taxas de fertilizacdo e consdmooxigénio
dissolvido.

Tabela 1 - Detalhamento dos experimentos realizgdoa testar a
fertilizacdo dos ovdcitos d&alminus brasiliensifem negrito estao
representados os tratamentos).

Variaveis experimentais

Experimentos

Ovocitos  Sémen Agua de oD
(9) (mL)  ativacdo (mL) (O, mg.L?})
10/50/90/
130/170/
V-1 10 0,05 210/250/ 7,15
| - Volume de 290
agua de
ativacéo 10/100/ 250
/400 /
V-2 10 0,05 550 /700 / 7,15
850/ 1000
Il - Consumo
de Q durante CO 100 0,05 100 e 1000 7,15
ativacédo
0,9/1,5/3,0/4,
/6,0/75/9,0/
OD-1 10 0,05 150 105
I -
Concentragdo 02/1,0/2,01/3,
de ativacdo ’ 8,0/10,0
OD-3 10 0,05 150 0,1/3,0/6,0/9,0
IV - Relagéo 0,01;
OVOCitos : RGA 10 0,05; 10; 100; 1000 7,15

sémen : agua 0,11; 0,21
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RESULTADOS

Experimento | — Volume de agua de ativacao

O volume da &gua de ativacéo influenciou a taxiediizacao
dos ovos deS. brasiliensis(Figuras 1 e 2). Em ambos os testes
realizados a relacé@o entre agua e ovocitos deptekentou baixas taxas
de fertilizacdo (27,70£12,74%). Houve um aumento de
aproximadamente 3 vezes na taxa de fertilizacdadgpua volume de
agua para fertilizar 10g de ovocitos foi acresalgsde 10 mL até 50
mL (relacdo de 1:5 entre quantidade de ovdcitos égiia). A taxa de
fertilizagdo manteve valores semelhantes (87,4B%24)%m volumes de
50 mL e superiores da 4gua de ativacado (Fig. Btahdo uma maior
amplitude de variacdo do volume da agua de ativag&wenor taxa de
fertilizagdo foi observada novamente na relacdo 1de entre a
guantidade de ovdcitos e de agua (33,63+16,66%)temdo valores
semelhantes quando a relacéo entre a quantidamediéos e o volume
de agua de ativacdo variou entre 1:10 e 1:100, valor médio
(xdesvio padréao) de 79,80+6,93% de taxa de feagifip (Fig. 2).

Experimento Il - Consumo de oxigénio dissolvidoadte a ativacéo
dos gametas

A demanda de oxigénio dissolvido (OD) durante e fde
ativacdo dos gametas causa uma reducdo da comgéentta oxigénio
dissolvido da solucdo ativadora. A redugdo na aunagdo de OD foi
mais pronunciada quanto menor o volume de aguaadd (Fig. 3).
Observou-se diferenca na concentracdo de OD ap&sdbbinicio da
ativacdo dos gametas (P<0,05). Decorridos 5 minda)sativa%éo a
concentracdo média de OD na solucdo foi de 5,59+hf.L" na
proporcéo de 1:10 (relacdo entre a quantidade @etos e o volume de
agua da solucéo ativadora), sendo de apenas 036240, 1"" quando a
proporgdo foi de 1:1. Considerando-se a dispoddule de OD na
solucdo ativadora dos dois tratamentos (100 mL1% wmg.L' = 0,715
mg e 1000 mL x 7,15 mgl= 7,150 mg de OD), o consumo de OD
durante o periodo de 5 minutos foi 2,5 vezes madratamento onde a
proporcdo de ovécito:volume de agua foi de 1:1@ndgo comparado
comade 1:1.
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Figura 1 — Efeito do volume da &gua de ativaciogdozetas na taxa de
fertilizacdo dos ovos de douradglminus brasiliensis
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Figura 3 — Variacao dos valores de concentracauxig€nio dissolvido
da agua de ativacdo dos gametas de dour@diminhus brasiliensjs
durante o tempo (segundos) para duas proporces (1:10) entre a
guantidade de ovdcitos (10g) e o volume de aguatidacao (10 e 100
mL).

Experimento Il — Efeito de diferentes concentracde oxigénio
dissolvido da agua de ativacdo dos gametas

A taxa de fertilizacdo dos ovos de dourado ndafieiada pela
variacdo dos valores de concentracdo de OD da dejuivacdo dos
gametas entre de 0,10 a 10,50 rifg.quando utilizada uma proporcéo
entre ovdcitos e volume de agua de 1:15 (Figura 4).
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Figura 4 - Taxas de fertilizacdo de ovos de dour@lobrasiliensis
submetidos a diferentes concentracdes de OD dadegasivacdo dos
gametas. Cada experimento foi realizado com ganmtasdos de
distintos reprodutores (OD-1: valores de OD vanmaedtre 0,90 e 10,50
Eng.L'l; OD-2: entre 0,20 a 10,00 m@-LOD-3: entre 0,10 a 9,00 mg.L
).

A diferencas nas taxas médias de fertilizacao/2,53% e
51,88+4,70) em cada um dos experimentos, provavednecorreram
da variagdo na qualidade dos gametas utilizadaénpa concentracao
de OD da agua de ativagao nao afetou a taxa deéedo dos ovos de
dourado em nenhum dos experimentos realizados.

Experimento IV - Relacdo entre a quantidade de ita®c
espermatozoides e o volume da agua de ativacao)RGA

Os maiores valores da taxa de fertilizacdo foragistedos
guando a relagdo entre ovécitos e agua foi de Q9 de ovdcitos
fertilizados com 100 mL de volume da agua de afipccom valor
médio (xdesvio padrdo) de 37,44+14,91% (P<0,0l) @). A taxa de
fertilizacéo foi semelhante quando a propor¢caoeemiicitos e agua de
ativacao foi de 1:1 e 1:100, com valor médio d&3:814,38%. Quando
analisado o volume de sémen, os melhores resulfadom observados
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para o tratamento controle de 0,05 mL com 49,784P6, de
fertilizacdo (P<0,05). Nos demais volumes de sémép houve
diferencas significativas com valor médio de 198,27% (P>0,05).

A quantidade de sémen utilizada para fertilizag & ovécitos
nao afetou os valores da taxa de fertilizacdo, apdsso, houve
correlagdo entre a quantidade de espermatozoéidsterdes no meio
fecundante e a taxa de fertilizacdo. Valores exiseentestados
apresentaram baixas taxas de fertilizacdo, sugerivaer um valor
ideal para a concentracdo de espermatozoides paramirar a
fertilizagcdo. Considerando-se apenas o0s testedzadat com a
proporcdo 1:10 (entre a quantidade de ovdcitosselume da agua de
ativacdo), que proporcionou as maiores taxas déiz@gdo dentre as
proporcdes testadas, a concentracdo de 7,i@ej®rmatozéides.riL
no meio fertilizante foi a que proporcionou a maaxa de fertilizacdo
para gametas de dourado (Fig. 6).

DISCUSSAO

A utilizacdo de um volume de 4gua para a ativag@ogdmetas
superior a 5 vezes a quantidade de ovocitoS.derasiliensisproduz
altas taxas de fertilizacdo. Essa observacdo c@ntwarecomendado
para a fertilizacdo dos ovdcitos de peixes de @mpee, que sugere a
inclusdo de um pequeno volume de &gua (Woynaroviech
Horvarth,1980; Pereira et. al., 2006), havendo @mendacdo de
utilizacdo de 15% de &gua sobre o peso total daxitog para
promover a ativacdo dos gametas e a fertilizac&guatia (Furuya e
Furuya, 2001). Apesar disso, Woynarovich e Horvét®B80) relatam
gue um baixo volume de agua de ativacdo dos garpetds causar
problemas fisicos, tais como o impedimento da pag&b do
espermatozoide devido a obstrucéo da micropila pelco dos ovarios
ou mesmo pelo contato entre os ovdcitos que podénr @ abertura da
micropila.

Coward e Parrington (2003) relataram que os prdédecde
fertilizaco para peixes teledsteos devem ser Hemascdevido a grande
variacdo nas estratégias reprodutivas adotadas gidaentes espécies.
Esta afirmacdo €& comprovada quando comparados sdtados
satisfatérios obtidos com o uso das técnicas caiweais de
fertilizacdo aplicada para a maioria das espéagseikes de agua doce
produzidas comercialmente, mas que nao tem sidcemties na
fertilizagcdo de dourado, conforme os dados apradest por Sato
(1997) e observados neste trabalho.
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Figura 5 — Efeito do volume da agua de ativacédo eotlime de sémen
utilizado para fertilizar 10 gramas de ovdcitos diirado $alminus
brasiliensi§ sobre a taxa de fertilizacdo (valor indicado adol do
simbolo que indica o volume de 4gua de ativaciresepta o volume
de sémen utilizado).
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As baixas taxas de fertilizacdo observadas no piessbalho
quando foi utilizado um pequeno volume de &gua tiegio dos
gametas podem estar relacionadas a ativacdo dedicielos
espermatozoides. A motilidade espermatica é unn ate afeta a taxa
de fertilizacdo dos peixes, sendo utilizada pardime qualidade do
sémen (Ciereszko et al. 2000; Coward et al, 2002jt<t al, 2008).
Apesar disso, a motilidade pode ser afetada ndoaapegela qualidade
do sémen, mas também pela forma como o mesmoaéativ

Foi observada uma diminuicdo no tempo e na porgentade
motilidade do sémen de esturjdcipenser persicjsquando utilizado
uma diluicdo de 1:10 (sémen/agua) quando compa@uaca propor¢cao
de 1:50 (Alavi e Cosson, 2005). De modo semelhamtéempo de
motilidade do sémen de dourado foi 50% menor qudndativado
numa relacdo de 1:1 quando comparado aos resulidel0$:1500
(Sanches et al., 2009). Em ambos os trabalhosstdigativa para
explicar o fato estd associada a concentracdo aiddi@ solugéo
ativadora, que mantém altos niveis de osmolaridqadedo o volume da
agua de ativacao é pequeno.

Alavi e Cosson (2006) descreveram qué,Né, e CI sdo os
ions predominantes no plasma seminal de peixegute doce e que a
motilidade do espermatozoéide esta diretamenteioslada a quebra da
presséo ibnica destes ions. Viveiros et al (20@8jizaram reducdo de
22% na taxa de motilidade de sémen de dourado gdandtivado com
uma solugéo contendo 154 mM de NaCl em comparagdoocsémen
ativado com agua.

De acordo com Cosson (2010), a concentracdo osmdtc
plasma seminal dos peixes de agua doce é de 30Mmm®sendo que
uma motilidade adequada é observada quando a ogtadil do meio
em que ocorre a ativacdo apresenta valor em toend0OdmOsm.L.
Dessa forma, desconsiderando-se os fluidos pravesielos ovarios, o
sémen deve ser diluido 30 vezes para uma adeqtiadeda. Estes
dados corroboram com os resultados encontradoseserge trabalho,
visto que as taxas de fertilizacdo foram crescetes o aumento do
volume de agua de ativagdo dos gametas de dourado.

Neste trabalho, o consumo de oxigénio dissolvidamte a
ativacdo dos gametas de dourado ficou evidentelaedo que pode
haver uma grande reducdo na concentracdo dos valereoxigénio
dissolvido quando o volume da solucdo ativadora dequeno. Os
espermatozoides de dourado apresenta um curto teenpida (Streit et
al, 2008; Sanches et al, 2009), iniciando antecipemte a
decomposicdo do sémen e o gradativo consumo detroaigpela
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oxidagéo. O prejuizo da qualidade de 4gua pelangeasicdo do sémen
de peixes no momento posterior a fertilizacdo é benhecido, sendo
recomendadas varias lavagens dos ovos e trocagudel@dgo apés a
fertilizag@o (Zaniboni-Filho e Nuiier, 2004).

Apesar de ser observada uma significativa reducado n
concentracdo dos valores de oxigénio dissolvid@aglaa de ativacéo
durante a fertilizagéo, a taxa de fertilizagdo desode dourado néo foi
afetada quando utilizada &gua com diferentes \aldee oxigénio na
ativacdo dos gametas. Esta € uma constatacdo ssaate para a
espécie, pois segundo Barbieri et al. (2001), aotegdo do dourado
em ambiente natural ocorre em aguas caudalosasndonélevado teor
de oxigénio dissolvido.

Autores descreveram consumo minimo de oxigénioopos
recém-fertilizados (Parra et al, 1999; Green, 20@#jficando consumo
crescente de oxigénio a medida que ocorre o0 delsémento
embrionario e larval. Pelster (1999) cita qdmphiprion melanopus
tolera um curto periodo de andxia na fase inigistbgonaria sem afetar
0 desenvolvimento normal do embrido. Os gametasialgado n&o
foram afetados pela condi¢do de hipdxia na fasatidacdo mantendo
elevadas taxas de fertilizacdo. Provavelmentecassalade do dourado
de buscar 4guas caudalosas com elevada concenti@giigénio para
a reproducdo no ambiente natural pode estar adsogigapida diluicdo
do sémen no momento de ativacdo ou mesmo a crestemanda de
oxigénio com o desenvolvimento embrionario e larval

Avaliando os valores da taxa de fertilizacdo olstiduas
diferentes proporcdes entre sémen, ovécitos e &iaativacdo,
verificou-se que a concentracdo de espermatozomeio fecundante
(nimero de espermatozoéides por volume da &gua idecd@) é a
condicdo que mais influencia a taxa de fertilizagi® dourado.
Resultados semelhantes foram observados para oesfécies de
peixes (Hoysak e Liley, 2001; Casselman et al. p00Bs melhores
resultados de fertilizacdo foram obtidos numa gdace 7,10x10D
espermatozoides por mililitro da solugdo ativadoraje concentracdes
maiores e menores afetaram negativamente a taxéertkzacao.
Resultado semelhante foi observado por Sanchek €089) para o
dourado, que encontrou uma relacdo ideal de 30 mil
espermatozoides/ovocitos, para obter as maximas tde fertilizacéo.
Transformando os dados dessa relacdo ideal aprdsegmbr Sanches et
al. (2009), a concentragcdo de espermatozéides ggjome de solugéo
ativadora é de 5,76xi@spermatozéides.mlvalor um pouco inferior
ao observado no presente trabalho.



36

Algumas espécies de peixes apresentam uma reldg@narde
espermatozoides/ovocitos para a obtencdo de uraadefertilizacdo
maxima, sem que ocorram prejuizos a fertilizacd@nda o volume de
sémen é aumentad®@dnder vitreus Rinchard et al., 2005Brycon
insignis Shimoda et al., 2007), enquanto outras, sem&baab
dourado, apresentam uma relacdo ideal, a partgqudd apresentam
reducdo da taxa de fertilizagdo, tais comdlarias gariepinus
(Rurangwa et al., 1998).

O fator limitante para o sucesso da fertilizac&a eslacionado
com a probabilidade do encontro do espermatozd@ideacmicrépila do
ovécito. Dessa forma, ovoOcitos menores ampliam anob de
fertilizacdo em relacdo aos maiores, bem como, @Eiagdo do tempo
de viabilidade e a velocidade de natagéo dos espergides (Cosson,
2010).

Provavelmente, os resultados das baixas taxasrtlezdeao
em consequéncia da elevada concentracdo de espedidas pode ser
devido a polispermia (Blanc, 1892; Kanoh, 1953),bera essa
possibilidade seja amplamente questionada (Ginzl97R; Coward et
al., 2002; Murata, 2003; Psenicka et al., 2010)Jvezao aumento da
concentracdo espermatica possa ter influenciadoneis da elevacdo
da concentragcdo idbnica do meio fertilizante, resddo em problema
semelhante ao que é observado quando é utilizadoegoeno volume
de agua para a ativagdo dos gametas. Essa cowdigé® uma reducado
na taxa de fertilizagdo de algumas espécies, elatseo dourado.

CONCLUSAO

A taxa de fertilizacdo do dourado foi afetada pelacéo entre
a quantidade de ovdcitos, sémen e o volume da &mlativadora,
embora o fator preponderante tenha sido a congdéotrade
espermatozoides da solugcdo fertilizante, sendo nrecdada a
concentragdo espermatica de 7,10x&6permatozéides por mL para
obtencdo da maxima taxa de fertilizagdo. Adiciomala, &
recomendada a manutencdo de uma razdo 1:10 (avaciégua de
ativacdo) e a adicdo de aproximadamente 5 mL ders@mr quilo de
desova. A concentracdo dos valores de oxigénimldide da agua de
ativacdo nao interferiu sobre a taxa de fertilivag@ dourado.
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RESUMO

Vérios fatores podem afetar a taxa de fertilizagés ovos durante a
reproducdo induzida de peixes, sendo que além ddidgde dos
gametas, o manejo utilizado pode ser determinaata @ sucesso da
fertilizacdo. Este trabalho objetiva avaliar o efeie um curto tempo de
estocagem dos ovocitos e 0 tempo de manutencagudadé ativacdo
dos gametas contendo diferentes concentracesigénax dissolvido
sobre a taxa de fertilizacdo de ovos de doufaminus brasiliensis
Para isso, ovdcitos obtidos através de reprodugédozida de duas
fémeas foram fertilizados com diferentes intervalestempo (10, 30,
60, 90 e 120 minutos) apos a extrusdo. Em outrergrpnto, ovécitos
de uma fémea foram fertilizados com distintos mkr$ode tempo de
manutencao da agua de ativagdo (3, 13 e 23 minaitosin diferentes
concentracdes de oxigénio dissolvido (0,1; 3; 6 m@L%. Houve
reducdo na taxa de fertilizacdo com o aumento dgpdeentre a
extrusdo e a inseminacao dos ovécitos. Para uséédwas, a queda
foi bastante acentuada, sendo diferente entre wob®r{10 minutos) e
30 minutos de estocagem com valores (média + dgzairdo) de
fertilizagcdo de 63,09+1,11% e 14,66+5,50%, respastente. Para a
segunda fémea, nao ocorreu diferenca significatintee o controle (10
minutos) e 30 minutos de estocagem com taxa médfartlizacédo de
90,54+7,35%, que foi superior a observada nos der@anpos de
estocagem. A taxa de fertilizagdo do dourado méiafetada pelas
diferentes concentracbes dos valores de oxigésspldido da agua de
ativacdo, com valor médio de 50,20+8,66%. O tempmeénutencéo da
agua de ativagao alterou a taxa de fertilizacaulsae 56,91+4,46%
com 3 minutos de exposicdo e com valores reduzidimso aumento do
tempo de manutencdo da agua de ativagéo.

Palavras chaves: 4gua doce; gametas; manutengées pe
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ABSTRACT

Several factors can affect the fertilization rafefish eggs during an
induced reproduction; besides the quality of themejas, the
management used may be determinant to the fetitdizguccess. This
study evaluates the effect of short-term storagethef oocytes in
environmental conditions and the time of mainteeant gametes in
activation water containing different dissolved g&y concentrations,
to the fertilization of eggs of the douraBalminus brasiliensid-or this,
oocytes obtained from two females induced spawmiege fertilized
with different intervals of time (10, 30, 60, 90cah20 minutes) after
extrusion (experiment 1A and 1B). And in the secaxgberiment,
oocytes were fertilized with different time of m#nance in the
activation water (3, 13 and 23 minutes) with déier dissolved oxygen
concentrations (0.1, 3, 6 and 9 md)L The fertilization rate was
reduced with increasing time between extrusioniasdmination of the
oocytes. In experiment 1A (female 1), the decraadertilization rates
was significant between control (10 minutes) andrBQutes of storage
with fertilization rates (mean + SD) of 63.09+1.1H¥d 14.66+5.50%,
respectively. Nevertheless, in experiment 1B (fen®)l no significant
difference was observed between the control (10utes) and 30
minutes of storage with an average fertilizatiote raf 90.54 + 7.35%,
higher than observed in the remaining storage tirbe fertilization
rate of dourado was not affected by the differeissalved oxygen
concentrations of the activation water tested vdthmean value of
50.20+ 8.66%. The time of maintenance in the atitimawater altered
the fertilization rate, being 56.91+4.46% with 3wies of exposure and
lower values with increasing time of maintenancethie activation
water.

Key-words: fish; freshwater; gametes; short-teronegje

1. Introdugéo

O Brasil possui uma fauna de peixes de agua deeesdficada,
para a qual sdo citadas mais de 3.000 espéciesadab (McAllister et
al., 1997). Diante de tantas espécies, algumasskndestacado na
piscicultura, sendo atualmente amplamente cultsiadaquanto outras
se mantém como promissoras. Entre os entraves mpedem a
expansdo da criagdo das espécies nativas, enecentea-falta de
tecnologia que possibilite a producdo massiva dasds jovens. Para
muitas espécies de peixes, a obtencéo da desovadpgéio hormonal é
facilmente possivel, porém, devido a incorreta maagdo dos gametas
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€ obtida uma baixa taxa de fertilizacdo e, consggueente, uma
pequena producdo de juvenis. Segundo Coward et (24102),
incrementar o conhecimento sobre 0s processos quelvem a
ativacdo dos gametas e fertilizagdo para o gruppedess de interesse
para a aquicultura promoverd uma significante dauigdo a expansao
dos cultivos.

Entre as espécies amplamente cultivadas no mundito se
conhece das exigéncias dos gametas pds-ovulacaooptencdo de
razoaveis taxas de fertilizacdo (Rottmann et 89,1). No entanto, para
as espécies nativas brasileiras, faltam conheconezgsenciais para o
sucesso da reproducdo em cativeiro. Segundo Zasiilba (2000), a
falta de conhecimento para o cultivo de espécieSvasa esta
relacionado ao fato de que o desenvolvimento initéa piscicultura
brasileira se deu pela criagdo de espécies exgseado que, por muito
tempo, as espécies autdctones ndo foram considerpdea a
piscicultura nacional. Desta forma, muitas das itésnutilizadas na
reproducdo induzida dos peixes nativos ainda esssmdo
desenvolvidas, sendo que os principais pacotesltagioos voltados a
reproducdo destes peixes sdo 0s mesmos utilizaaes g3 espécies
exéticas (Andrade e Yasui, 2003).

Entre as espécies de peixes autdctones que tenertdekp
interesse entre os piscicultores e centros de [@@sgdestaca-se o
dourado,Salminus brasiliensisO interesse por esta espécie se da pelo
seu elevado valor comercial, grande porte e rapegenvolvimento
inicial (Fracalossi et al. 2004).

O dourado $. brasiliensis € originario da América do Sul,
encontrado nas bacias dos rios Parana, Paraguagualy sistema
lagunar da lagoa dos Patos e bacia do alto MamGf&paré na Bolivia
(Lima et al., 2003). Esta espécie pode atingir wmparimento total
superior a um metro (Morais Filho e Schubart, 1958gundo Vazzoler
(1996), é uma espécie migradora de desova total,apassui ovos
semi-densos e nao apresenta cuidado parentalePoims espécie de
piracema, ndo reproduz naturalmente em cativeiezessitando de
inducdo hormonal para atingir a maturacéo finaljagéo e desova.

De acordo com Weingartner e Zaniboni-Filho (2005),
historicamente é descrito que para o dourado b&axas de fertilizacédo
sdo obtidas durante o processo de reproducédo dalpaira diferentes
centros de reproducdo de peixes no Brasil. Os esitsugerem que as
baixas taxas de fertilizacdo estdo associada aadesurocedimentos
inadequados no manejo dos gametas, e que a aplidasitécnicas
desenvolvidas para as espécies exoticas é inadeqaad aplica-la a
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esta espécie. Sato et al. (1997), tendo traballcado a reproducao
induzida de vérias espécies nativas, indica paraloarado §.
francisicanuy, espécie com caracteristicas reprodutivas bastant
semelhante a&. brasiliensisha necessidade de melhoria das técnicas
de reproducédo devido as baixas taxas de fertilizaca

Dos processos envolvidos durante a reproducadopradigdes
em que ocorre a fertilizagdo sdo determinantes patatencdo de altas
taxas de fertilizacdo, para a garantia da prodfigéb e da qualidade
das larvas (Sawada et al., 2006). Notadamenteredesites processos o
tempo transcorrido entre 0 momento da liberacdogansetas e a sua
ativacdo pode afetar as taxas de fertilizacéo,csand fator importante
que deva ser considerado para o sucesso na regooitigng e Chen,
2006).

Este trabalho objetiva avaliar a viabilidade do®aitos de
dourado, Salminus brasiliensjsestocados por curto periodo apds a
desova, e o efeito do tempo de manutencdo da &gwivdicao dos
gametas com diferentes concentracdes de oxigéssoldido sobre esta
viabilidade.

2. Materiais e métodos
2.1. Reprodutores

Os experimentos foram realizados no LaboratoriBidgia e
Cultivo de Peixes de Agua Doce (LAPAD/UFSC), dugaot periodo
reprodutivo 2008/2009. Foram utilizados reprodwgode dourado do
plantel mantido pelo LAPAD composto por exemplaelsagens e por
seus descendentes diretos (F1 - produto do crutamdes individuos
selvagens). Os individuos selvagens foram captarato alto rio
Uruguai, na divisa dos estados de Santa Catari®ia &rande do Sul.
Os peixes foram individualmente marcados, o quesipidi|e um
controle dos cruzamentos para evitar problemas rastdes da
consanguinidade. Os reprodutores foram mantidosiesiros de terra
de 1.600 metros quadrados numa densidade de estoaiy 1 peixe
para cada 25 metros quadrados. Foram alimentadomrdentead
libitum com racdo comercial contendo 40% proteina bruta.

Exemplares em maturacdo final foram selecionados e
transferidos para o laboratério, onde foram pesaxlovantidos em
tanques circulares de 1.000 litros. Para promoveraturagao final e
ovulacdo foram aplicadas duas doses do horménixtiato bruto de
pituitaria de carpa, 0,5 mg.ka 5,0 mg.kg, com intervalo de 10 horas
entre as aplicacdes. A dgua dos tanques de indac&wmntida a uma
temperatura de 255°C e o0 oxigénio dissolvido (OB
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aproximadamente 7,5 mg'LEm cada experimento foram utilizados os
ovécitos de uma fémea fertilizados com sémen honwgado
provenientes de dois machos (Tabela 1).

A extrus@o dos ovOicitos nos experimentos que avali,empo
de estocagem ocorreu 5,5 horas apds a Ultima egtichormonal em
uma temperatura média de 25,5° C, o que repre$dnta5 horas-grau
para uma das fémeas utilizadas e para outra, 435 messa mesma
temperatura, o que representou 123,16 horas-geaa. d?experimento
gue avaliou a qualidade e tempo de manutencaousadegativacdo dos
gametas, a extrusdo ocorreu em situacao similariraeipa fémea
descrita acima.

Nos experimentos os tratamentos foram realizadosiplicata,
sendo utilizadas amostras de 10 g de ovdcitos enll5@le agua de
ativacdo em recipientes de 500 mL. Igual volumeé&taen proveniente
de dois machos foi previamente homogeneizado eefmshente
misturado aos ovocitos, mantendo uma proporcaonde 8e sémen por
quilo de ovdcitos.

2.2. Efeito do tempo de estocagem sobre a taxartiézacao

Em dois experimentos (1A e 1B) foram avaliadasflaéncia
do tempo de estocagem dos ovacitos, entre a egtrisdativacdo dos
gametas sobre a taxa de fertilizacdo. Os ovocdret estocados em
temperatura ambiente por distintos intervalos depte 10 minutos
(controle), 30, 60, 90 e 120 minutos entre a editusos ovécitos e a
inducdo a fertilizacdo. O tempo de 10 minutos ftilizado como
controle pelo fato deste ser o tempo minimo nedesgdara a
manipulacdo dos gametas entre a extrusdo e o mécfertilizacdo. O
tempo de manutencdo da agua de ativacéo até osenas lavados foi
de 3 minutos, tendo a agua de ativagdo uma coacéotide oxigénio
dissolvido de 7,50 mg:L Posteriormente os ovos foram estocados em
incubadoras cilindro-cbnicas de 10L, mantidas chuxof constante de
agua. Durante a estocagem em condicdo ambientee 8@ gramas
(respectivamente experimentos 1A e 1B) de ovoditesm mantidos
em becker de 2 L, coberto com uma toalha umedexidstocados a
uma temperatura de 22,8°C. A motilidade do séméravfaliada no
inicio e no final do tempo de estocagem dos ovscitnantendo
motilidades semelhantes durante este periodo, emma de motilidade
superior a 40 segundos. Essa condicdo experimgetalitiu garantir
gue as eventuais diferencas nas taxas de ferditizégssem atribuidas
somente ao tempo de estocagem dos ovdcitos. [Ruoaperiodo de
estocagem dos ovdcitos, o sémen de dois machok (& mada macho)
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foi armazenado em tubo de falcon de 12 mL e mamidgyelo, sendo
misturados com 0s ovacitos apenas no momento til&éao.

2.3. Efeito do tempo de manutencdo da agua de cétivee da
concentracéo de oxigénio dissolvido

Outro experimento foi realizado para avaliar otefdio tempo
de manutencéo da 4gua de ativacdo e a influénctmtzentracdo de
oxigénio dissolvido dessa agua na taxa de fed#iaa A agua de
ativacdo € aquela adicionada aos gametas paracddsan o processo
de hidratacdo dos ovécitos e motilidade do sén@mmida conhecida
como fertilizacdo a seco (Lahnsteiner et al., 2003ra retirada do
excesso de sémen lavou-se 0s ovos imediatamenseaafastilizacao,
do contrario, pode haver o comprometimento da dadé da agua
durante a incubacéo dos ovos pela oxidacdo e desigAp do sémen
remanescente.

Neste experimento, os ovoécitos foram fertilizaddsrin apds a
extrusdo com diferentes intervalos de tempo de teag&o da agua de
ativacdo (3, 13 e 23 min), e variando a concentrad@ oxigénio
dissolvido da agua de ativacéo (0,1; 3,0; 6,0 en@Q"). Decorrido o
tempo de manutencdo da agua de ativacdo, confoat@& em dos
tratamentos, a agua de ativacéo foi drenada ptiradiee do excesso de
sémen e os ovos liberados nas incubadoras, senehardescrito no
experimento anterior.

2.4. Analise dos dados

Foi utilizada a taxa de fertilizagdo para avaliaefeito do
tempo de estocagem dos ovocitos e a influéncia etopd de
manutencao e concentracdo de OD da agua de ativagd@liacdo da
taxa de fertilizacéo foi realizada sete horas apifseminacao, quando
foi observada a fase de fechamento do blastopaxma Rl, foram
amostrados cerca de 260 ovos de cada incubaddaaaAle fertilizag&o
foi calculada pela férmula:

. . N° de ovos fertilizados
Taxa de fertilizacédo (%) = N° total de ovos observa dOSX 100

Em ambos os experimentos, os dados foram submeéidos
andlise de regressao para avaliar o efeito daamgitos sobre as taxas
de fertilizacdo. Foi utilizada ANOVA NESTED no expeento no
experimento que avaliou o tempo de estocagem pardicar a
existéncia de diferenca estatistica nas taxas diizéedo entre os
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tratamentos, bem como dos diferentes peixes wdza nos
experimentos, e o Teste de Tukey como teste deasgimade médias.
Uma ANOVA BIFATORIAL também foi usada para analisar
interacdo entre tempo de manutencao da 4gua @edivos gametas e
a concentracéo de oxigénio da mesma.

3. Resultados

Foi observada a reducédo na taxa de fertilizagdo @anmmento
do tempo de estocagem dos ovécitos em ambos osragpeos (Figura
1). No experimento 1A, a queda foi acentuada, cafereshca
significativa (P<0,01) entre o controle (10 minjtesa estocagem de 30
minutos. Decorridos 30 minutos de estocagem adexartilizacdo foi
menor que ¥ daquela observada no tratamento ceri6®8)09+1,11%).
Esse valor foi reduzido para 4,16+2,34% depois @entinutos de
estocagem e nulo ap6s 90 minutos. Apesar dissexperimento 1B,
nao ocorreram diferencas significativas entre tatnanto controle (10
minutos) e aquele com 30 minutos de estocagem, t@a de
fertilizacdo média de 90,54+7,35%. Esses tratarseafaresentaram
taxas de fertilizagdo maiores que as observadasdqua tempo de
estocagem dos ovdcitos foi igual ou superior a @futos (P<0,01).
Apés o tempo de estocagem de 30 minutos, houve gnadativa
reducao dos valores com o aumento do tempo deagstiog atingindo o
valor médio de 8,67+5,20% apds 120 minutos de agtoun.

A andlise da variancia aninhada (ANOVA, NESTED) trms
haver efeito do tempo de estocagem e da fémeaxaadtafertilizacéo
dos ovdcitos estocados por diferentes tempos.
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Tabela 1 — Dados biométricos dos reprodutores ahaet dos gametas
utilizados nos experimentos.

Fecundidade

Peso do Peso desovaNumero di
total

Concentragéo de

Experimentos peixes gg) ouvol. ovdcitos (N° de esperma_tf)zéides.m
(9) sémen (mL) por grama ovécitos) L

Fémea 10.150 640 1.208 773.120 -

1A Macho1l  3.000 5 - - 9,35 x 10
Macho 2 3.100 5 - - 9,65 x 10
Fémea 8.070 474 1.111 526.614 -

1B Machol  3.500 5 - - 8,85 x 10
Macho 2 3.180 5 - - 8,20 x 10
Fémea 2.600 435 1.220 530.700 -

2 Machol  1.300 5 - - 12,40 x40
Macho 2 1.100 5 - - 10,55 x 10

— foi retirado apenas 5 mL de sémen de cada maehoesgoté-los.

O tempo de manutencdo da agua de ativacdo apresento
influéncia na taxa de fertilizacdo (P<0,05), que fizaior quando
mantida por 3 minutos (Figura 2). Esse valor fdiumdo em cerca de
20% quando a agua de ativacdo foi mantida por 133ominutos. A
concentracéo dos valores de oxigénio dissolvid@glaa de ativacéo
nao afetou a taxa de fertilizacdo dos ovos de dou(R>0,05), nem
mesmo quando a agua de ativacdo foi mantida por temmpo
prolongado (23 minutos).

4. Discussao

A taxa de fertilizagédo apresentou reducao quandwésitos de
dourado foram estocados por curto periodo de tersgido afetada
depois de 30e 60 minutos nos experimentos 1A ee$Bectivamente.
Aparentemente, a qualidade dos ovdcitos estocatiedeiriu no tempo
de viabilidade dos ovdcitos.
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Figura 1 — Taxas de fertilizacdo de ovos de doyrdsiminus
brasiliensis fertilizados em diferentes periodos de tempossapé
extrusdo (A: experimento 1A; B: experimento 1B)trae mindsculas
diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,@%) teste de Tukey.
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Figura 2 — Efeito do tempo de manutencdo da aguatidecdo dos
gametas e da concentracdo de OD contida na agwe aotaxa de
fertilizac@o de ovos de dourad®alminus brasiliensigLetras diferentes
demonstram diferenca estatistica para tempo deterggéio da agua de
ativacdo - P<0,01, teste de Tukey).

O experimento em que 0s ovdcitos permaneceram isifoe
um tempo superior apresentou uma taxa de fertiizagrca de 30%
superior no tratamento controle, quando comparamn o taxa do
experimento 1A. Durante a reproducdo induzida, antpua extrusao da
fémea do experimento 1A ocorreu depois que ja hagido observados
alguns poucos ovécitos liberados no tanque de &ajug fémea do
experimento 1B ndo havia liberado ovdcitos no tan@untes da
extrusdo, sendo possivel observar a ruptura da raealgue recobre a
saida do canal do oviduto na regido do orificiogarital. Essas
observacgdes indicaram que o tempo entre a ovulagaocoleta dos
ovocitos foi diferente entre as fémeas, podende dstmpo ter
interferido na qualidade dos ovécitos no inicioed@erimentacéo. Em
teste de estocagem dos ovocito$dechilodusmarggravii Rizzo et al.
(2003), observaram que o prejuizo na taxa delifagfo é maior
quando os ovocitos sdo mantidos no interior dosri@yaquando
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comparada aos ovécitos coletados e mantidos enigé@sdsemelhantes
as utilizadas neste trabalho. Por outro lado, dffeaenca observada
entre as fémeas pode ser atribuida a simples wiifem@a qualidade dos
ovacitos produzidos por cada uma delas, como gslmenr Nguenga et
al. (2004) para o bagre africatteterobranchus longifilis.

A manutencdo da qualidade dos ovécitos de peixesaos
apos a extrusdo varia entre as diferentes espéeaises de clima
temperado tendem a manter a qualidade dos gamatasepodos que
podem chegar a varias horas ap6s a coleta. Enquespécies de
esturjdo Acipenser ruthenug Acipenser bae)i mantém semelhantes
taxas de fertilizacdo por até quatro horas de agwm (isbert e
Williot, 2002), os ovacitos de trut®fcorhynchus mykisgpresentam a
mesma viabilidade para fertilizacdo e eclosdo quandntidos por até
48 horas juntamente com o fluido celomatico (Gee€offman, 2000).
Para peixes de clima tropical e subtropical, deargetal, os ovdcitos
estocados tendem a perder a viabilidade rapidamerdatendo suas
caracteristicas inalteradas por alguns poucos osn{ispinach et al.,
1984; Richter e Van der Hurk, 1982; Rizzo et &103).

A estrutura dos ovdcitos de. marggravii estocados por um
periodo de até duas horas apés a ovulacao nacamedteracao, no
entanto, foram observadas modificagBes no citodstguéRizzo et al.,
2003). Os autores descrevem que essas modificaé@esnpediram a
fertilizac@o, porém, prejudicaram o desenvolvimenioial dos ovos,
levando-os a morte. De acordo com Linhart et a@9%), apds a
ovulacdo ocorre uma reducdo dos processos aerdthiosvocitos e
tem inicio uma rota metabdlica alternativa com pgéd de acido
lactico, fazendo com que o pH diminua rapidamefteeducao do pH
em condi¢cdes de estocagem de ovocitos também fredda por
Hajirezaee e Niksirat (2009) paha persicus

Apesar da reducdo da viabilidade dos ovdcitos agdodo
tempo em que sdo armazenados em temperatura amltiabalhos tém
mostrado que o armazenamento dos ovdcitos solyerfgdo produz
resultados de fertilizacdo ainda menores que asjuslantidos em
temperatura ambiente (Glenn e Tiersch, 2002; Retzb., 2003).

A concentracdo dos valores de oxigénio dissolvid@gua de
ativacdo ndo interferiu na taxa de fertilizacdo dess de dourado,
mesmo quando a agua de ativacdo foi mantida ematocoobm os
gametas por um tempo longo (23 minutos). Traba#msmostrado que
na fase inicial de desenvolvimento dos ovos degseia condicdo de
hipoxia pode ndo prejudicar o desenvolvimento nbrdw embrido
(Nakano, 1953; Parra et al., 1999; Pelster, 199&eG 2004). A
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exposicao de ovos dgeriola dumerilina fase de gastrula, durante duas
horas a uma concentracdo de OD de 0,90 Mgri&o promoveu
prejuizos durante o desenvolvimento embrionarique foi observado
quando a exposicao ocorreu durante a fase de apargc dos somitos
(Sawada et al., 2006). A tolerancia a baixas cdragdes de OD na
fase inicial do desenvolvimento dos ovos tem sitbuEda & uma
adaptacdo as condi¢Bes naturais, pois, enquantia andio estdo
completamente hidratados, os ovos sdo mais denmses@s facilmente
movimentados pela 4gua, podendo experimentar mosela hipoxia
(Sawada et al., 2006).

O aumento no tempo de manutencdo da agua de atidaga
gametas interferiu negativamente na taxa de fetifio, embora esse
prejuizo ndo esteja associado ao suprimento démigiglissolvido. Um
fator que pode ter contribuido para a diminuicawidhilidade dos ovos
com o aumento do tempo de manejo para a fertiizapade estar
relacionado a maior exposicdo dos ovos a choquedmu®s. Enquanto
0s ovos de cada tratamento foram incubados em eofie110 L durante
a fase de ativacdo dos gametas foram mantidos efimemto constante
em recipiente contendo apenas 150 mL de agua.desshcdo sugere
gue 0S 0VOS expostos a um maior tempo com a aguativigao,
estiveram mais suscetiveis a choques mecéanicosresutém relatado
mortalidade devido a sensibilidade dos ovos de egeia choques
mecanicos, principalmente na fase inicial de degleiaento (Jensen e
Alderdice, 1989; Crisp, 1990; Hilomen-Garcia, 1998&ssa maior
sensibilidade na fase inicial do desenvolviments deos pode estar
associada a pequena hidratacdo dos ovos, o que eedarotecdo
oferecida pelo amplo espaco perivitelinico (Joned.£2009).

5. Conclusdes

Os ovocitos de dourado sdo sensiveis a estocagém ap
extrusdo, embora haja variacdo no intervalo de ded® viabilidade
entre os ovacitos provenientes de fémeas dististaglo recomendada a
fertilizagdo em intervalo de tempo inferior a 30nmvisto que para
ambas as fémeas foram observadas altas taxastitieafgio quando a
fertilizacdo ocorreu 10 min apds da coletas doscina A
concentracéo dos valores de oxigénio dissolvidagie de ativagdo dos
gametas ndo afetou a taxa de fertilizacdo dos o@ogempo de
manutencdo da agua de ativacdo para a obtencdcdxdmantaxa de
fertilizacéo foi de 3 minutos, quando entao a &g ser drenada e 0s
ovacitos liberados nas incubadoras.



54

6. Referéncias bibliogréficas

Andrade, D.R.; Yasui, G.S., 2003. O manejo da dygéo natural e
artificial e sua importancia na producdo de peiresBrasilL.
Revista Brasileira de Reproducéo Animal 27, 166-172

Coward, K.; Bromage, N.R.; Hibbitt, O.; Parringtah, 2002. Gamete
physiology, fertilization and egg activation indesét fish Reviews
in Fish Biology and Fisheries 12, 33-58.

Crisp D.T., 1990. Some effects of application ofchmmnical shock at
varying stages of development upon the survivaltaatdhing time
of British salmonid eggs. Hydrobiologia 194, 57-65.

Espinach, R. A.; Amutio, V.G.; Mestre ArceredtllbP.; Orti, G.; Nani,
A., 1984. Induced breeding of the South Americarfista
Rhamdia sapdC. & V). Aquaculture 37, 141-146.

Fracalossi, D. M.; Meyer, G.; Weingartner, M.; Sanaria, F. M.;
Zaniboni-Filho, E., 2004. Desempenho do jun&hamdia quelen
e do douradoSalminusbrasiliensis em viveiros de terra na regido
sul do Brasil. Acta Scientiarum 26, 345-352.

Gisbert, E.; Williot, P., 2002. Influence of stoeaduration of ovulated
eggs prior to fertilization on the early ontogesesif Sterlet,
Acipenser ruthenysand Siberian sturgeoA,. Baeri International
Review of Hydrobiology 87, 605-612.

Glenn, D.W. lll; Tiersch, T.R., 2002. Effect of erders and osmotic
pressure on storage of eggs of ornamental commgnG3grinus
carpio at ambient and refrigerated temperatures. Jounealld
Aquaculture Society 33, 254-267.

Goetz, F.W.; Coffman, M.A., 2000. Storage of unlieged eggs of
rainbow trout QOncorhynchus mykiss in artificial media,
Aquaculture 184, 267-276.

Green, B., 2004. Embryogenesis and oxygen consamptidemersally
spawned egg clutches of a tropical clownfish (P@naaae).
Comparative Biochemistry and Physiolat38, 35—-40.

Hajirezaee, S.; Niksirat, H., 200t Vitro Storage of Ova of Persian
Sturgeon Acipenser persicus Ovarian Fluid: the Changes in the
pH and Osmolality of the Ovarian Fluid, Fertilizatiand Hatching
Rates. Australian Journal of Basic and Applied sms 3, 3438-
3442.

Hilomen-Garcia, G.V., 1998. Sensitivity of fertidid milkfish, Chanos
chanosForsskal eggs to mechanical shock and simulatedpmoat.
Aquaculture 159, 239-247.



55

Jensen, J.0.T.; Alderdice, D.F., 1989. Comparidamechanical shock
sensitivity of eggs of five Pacific salmo@ificorhynchuksspecies
and steelhead trousélmo gairdneii. Aquaculture 78, 163-181.

Jones, M.; Battaglene, S.C.; Pankhurst, P.M., 20®@nsitivity of
striped trumpeted,atris lineata embryos to mechanical shock and
simulated transport. Aquaculture International 331—-340.

Lahnsteiner, F.; Berger, B.; Weismann, T., 2003e&$ of media,
fertilization technique, extender, straw volumed aperm to egg
ratio on hatchability of cyprinid embryos, usingyapreserved
semen. Theriogenology 60, 829-841.

Lima, F.C.T.; Malabarba, L.R.; Buckup, P.A.; SiNBF.P.; Vari, R.P.;
Harold, A.; Benine, R.; Oyakalwa, O.T.; PavandlliS.; Menezes,
N.A.; Lucena, C.A.S.; Malabarba, M.C.S.L.; LucedaJ.S.; Reis,
R.E.; Langeani, F.; Cassati, L.; Bertaco, V.A.; ki, C.;
Lucinda, P.H.F., 2003.Genera Incertae Sedis in dlidae. In:
Reis, R.E.; Kullander, S.O.; Ferraris, C.J.Jr. JE@heck List of
the Freshwater Fishes of South and Central Amegchpucrs,
Porto Alegre, pp. 106-169.

Linhart, O.; Kudo, S.; Billard, R.; Slechta, V.; kdidina, E.V., 1995.
Morphology, composition and fertilization of carggs: a review.
Aquaculture 129, 75-93.

McAllister, D.E.; Hamilton, A.L.; Harvey, B., 199Global freshwater
biodiversity: striving for the integrity of freshwea ecosystems.
Sea Wind 11, 1-142.

Morais Filho, M.B.; Schubart, O., 1955. Contribw¢ao estudo do
dourado $alminus maxillosu¥al.) do Rio Mogi Guassu (Pisces,
Characidae). Ministério da Agricultura — Divisdo @aca e Pesca,
Séo Paulo.

Nakano, E., 1953. Respiration during maturation anéertilization of
fish eggs. Embryologia 2, 21-31.

Nguenga, D.; Teugels, G.G.; Legendre, M.; Ollevier,2004. Effects
of storage and incubation temperature on the vghdf eggs,
embryos and larvae in two strains of an African fishat
Heterobranchus longifilis(Siluriformes, Clariidae). Aquaculture
Research 35, 1358 — 1369.

Parra, G.; Rgnnestad, |.; Ydfera, M., 1999. Enengyabolism in eggs
and larvae of Senegal sole. Journal Fish Biology285-214.



56

Pelster, B., 1999. Environmental influences ondbkeelopment of the
cardiac system in fish and amphibians. Compard&ieehemistry
and Physiology124, 407-412.

Richter, C.J.J.; Van den Hurk, R., 1982. Effects af I-
desoxycorticosterone-acetatc and carp pituitarypesusion on
follicule maturation in the ovaries of the Africaatfish, Clurias
luzeru(C. & V.). Aquaculture29, 53-66.

Rizzo, E.; Godinho, H.P.; Sato, Y., 2003. Shontrtestorage of oocytes
from the neotropical teleost fishProchilodus marggravii
Theriogenology 60, 1059-1070.

Rottmann, R.W.; Shireman, J.V.; Chapman, F.A., 19%thniques for
Taking and Fertilizing the Spawn of Fish. SRAC Hudilon,
Stoneville, n. 426, 8p.

Sato, Y.; FenericiVerani, N.; Verani, J.R.; Godinho, H. P.; Vieira,
L.J.S., 1997. Reproducdo artificial do douradsalminus
brasiliensis (Pisces: Characidae) da bacia do rio Sdo Francisco.
Revista Brasileira de Reproducéo Animal 21, 113-116

Sawada, Y.; Hattori, M.; lteya, M.; Takagi, Y.; UrH.; Seoka, M.;
Kato, K.; Kurata, M.; Mitatake, H.; Katayama, S.umdai, H.,
2006. Induction of centrum defects in amberj&skiola dumerili
by exposure of embryos to hypoxia. Fisheries Seiét®; 364—372.

Vazzoller, A.[E.A. de M., 1996. Biologia da reprodo¢cde peixes
teledsteos: Teoria e pratica. Ed. Universidade daringa,
Maringa.

Weingartner, M.; Zaniboni Filho, E., 2005. Douradiw. Baldisserotto,
B.; Gomes, L.C. (Orgs). Espécies nativas para eiquibura do
Brasil. Editora UFSM, Santa Maria, pp. 257-286.

Yang, Z.; -ChenY.F., 2006. Relationship between time of insemination
postovulation and fertilization rate of eggs of e puffer fish,
Takifugu obscuresJournal of the World Aquaculture Society 37,
334-338.

Zaniboni-Filho, E., 2000. Larvicultura de peixas¥orme Agropecuario,
Belo Horizonte 21, 69-77.



57

CAPITULO - uso DE SEMEN CRIOPRESERVADO NA
FERTILIZACAO DE OVOCITOS DE DOURADO, Salminus
brasiliensis

Revista: Acta Scientiarum

A ser submetido



58

USO DE SEMEN CRIOPRESERVADO NA FERTILIZACAO DE
OVOCITOS DE DOURADO, Salminus brasiliensis

Marcos Weingartner & Evoy Zaniboni Filho

Laboratorio de Biologia e Cultivo de Peixes de Agidoce
(LAPAD/CCA/UFSC)

Rodovia SC 406, n° 3532, Armacdo, Florianépolis, 88066-000.
(marcos@lapad.ufsc.br)

Resumo

O dourado, Salminus brasiliensis€ um peixe migrador que tem
despertado interesse para piscicultura. Os proesdos para a sua
reproducdo induzida ja estdo dominados, contudos® de sémen
criopreservado ainda apresenta uso restrito. Oest@a, objetivou-se
avaliar o uso de sémen criopreservado ativado dstimtds ativadores
(dgua, NaCl 0,45% e NaHGO %), a variagdo do volume de sémen
criopreservado (0,025; 0,05 e 0,10 mL para 10 gwitos) e do
periodo de tempo de manutencdo da solucédo ativg80re60; 180 e
300 s) na taxa de fertilizacdo. Para tal, o sémiecofetado, misturado a
solugéo crioprotetora (10% DMSO, 5% glicose, 1 getraovo de
galinha e 135 mL de &gua destilada) na proporcédo lde
(sémen:solucdo) e criopreservado em palhetas dml0,6m vapor de
nitrogénio liquido. Ovécitos foram obtidos por megucao induzida e
amostras de 10 g oriundas de uma Unica fémea feeparadas e
fertilizadas conforme os distintos tratamentoslizatido 100 mL de
solucéo ativadora, e um controle fertilizado comvwatume equivalente
de sémen fresco. As diferentes solucbes testadagueacdo do tempo
de contato dos ativadores com os gametas afetagaificetivamente
as taxas de fertilizacdo, com valores que varisgatre 13,4 e 27,8%,
enquanto o uso de sémen fresco propiciou 80,8%x@ede fertilizacao.
A relacdo entre sémen criopreservado e ovocitafémte na taxa de
fertilizacdo do dourado, sendo recomendado o elgumiga 0,05 mL de
sémen criopreservado para fertilizar 10g de ovécitestes valores
obtidos sdo semelhantes ao observado para outpEcies sul-
americanas quando utilizado sémen criopreservadiertibzacdo, no
entanto, séo baixos quando comparado ao uso d& $éseo.

Palavras chaves: espermatozoides; congelamentodreg@io induzida;
peixes; agua doce
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Abstract

The douraddSalminus brasiliensiss a migratory fish species that has
attracted interest for aquaculture. The inducedwspay is already
controlled but the use of cryopreserved spermillgestricted. The goal
of this study was to evaluate the use of cryopxeskesperm activated
with different solutions (water, NaCl 0.45% and HGO; 1%),
different sperm : egg ratio (0.025; 0.05 and 0.10tm 10 g oocytes)
and different time of maintenance of activator sohu (30; 60; 180 and
300 seconds) on the fertilization rate. Sperm wakected and mixed
with cryoprotectant solution (10% DMSO, 5% glucoseegg yolk of
chicken and 135 mL of distilled water) at a ratib Io4 (sperm :
solution) and frozen in dry shipper in 0.5 mL stsavocytes were
obtained by induced spawning and samples of 10rg separated and
fertilized according to different treatments, usib@) mL of activator
solution. A control treatment was fertilized withegh sperm. The
different solutions tested and the time of the negiance of activator
solutions affected the fertilization rates, whicried between 13.4 and
27.8%. The use of fresh sperm provided 80.8% dfifation rate. The
sperm : egg ratio affected the fertilization ratere 0.05 mL of frozen
sperm to fertilize 10g of oocytes presented the fesilts. The results
obtained were similar to the observed for othertSéunerican species
when using cryopreserved semen for fertilizatioowéver, they were
low when compared to using fresh sperm.

Key-words: spermatozoa; frozen; insemination; fisbsh water

Introdugé&o

Os trabalhos referentes a criopreservacédo de sémgreixes
foram iniciados na década de 1950 com a descodesaprimeiros
crioprotetores (Tiersch, 2008). No Brasil, o desdvimento de
tecnologia para a criopreservacdo de sémen dasiesp#ativas foi
intensificado durante os anos 90, impulsionadoacialmente pela
preocupacdo com a preservacdo da variabilidade tigendlas
populacdes selvagens, devido a constru¢cdo de basade usinas
hidrelétricas e a degradacédo dos habitats (Calebisfal., 2003).

Na aquicultura, o uso da técnica de criopreservagimite
maximizar o uso dos machos de um plantel de reproekiatravés de
coletas sucessivas de sémen durante o periodautipm aumentando
a producdo de sémen por individuo. Essa possitddiddiminui o
nimero de reprodutores necessarios para a produgdo
conseqientemente, reduz os custos de manutencitamtel. Outra
vantagem esta associada a variacdo da qualidasiénten ao longo do
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periodo reprodutivo, possibilitando que as colg@s armazenamento
fossem feitas quando os machos estivessem no augeoducéo de
sémen (Yao et al., 2000). Esta técnica tambhém éaeoa realizacdo de
trabalhos de melhoramento genético pela facilidialenanipulacéo do
sémen, ajudando no desenvolvimento de novas limsagdém disso,
um dos fatores mais importantes dessa técnica éssibiidade de
armazenar germoplasma, garantindo a manutencéoaud@abilidade
genética de populacbes ameacadas de extingdogfeddat al., 2003).

O douradoSalminus brasiliensise enquadra dentre as espécies
Sul-americanas com interesse para a aquacultusanenecessidade de
trabalhos de conservacdo, estando entre as espEuieacadas de
extincdo em varias bacias hidrogréaficas de sua deedistribuicdo. O
dourado é um peixe nativo da America do Sul, setmntrado nas
bacias dos rios Parana, Paraguai, Uruguai, sidegoaar da lagoa dos
Patos e bacia do alto Mamoré e Chaparé na Boliiiaa(et al., 2003).
Pode atingir comprimento total superior a um méMwrais Filho e
Schubart, 1955). Segundo Vazzoler (1996), é umécesmigradora de
desova total anual, que possui ovos semi-densagendo apresenta
cuidado parental. Por ser uma espécie de piraceda, reproduz
naturalmente em cativeiro, necessitando de indigimonal para a
maturacdo final, ovulacdo e desova.

Estudos sobre a criopreservacdo do sémen de dowradsido
realizados desde a década de 90 (Carolsfeld 2C4l3), apesar disso,
se limitaram a avaliar a qualidade do sémen crigmvado através da
medida de motilidade espermatica. O teste ideal gealiar a qualidade
do sémen criopreservado é a avaliacdo da taxa rtlbzdedo dos
ovacitos (Viveiros et al., 2009). Desta forma, tibjeu-se estimar a taxa
de fertilizacdo obtida pelo uso de diferentes Ssccrioprotetoras,
pelo uso de volume crescente de sémen criopreseevadlo tempo de
contato da solugéo ativadora com os gametas dedimur

Materiais e métodos

Os experimentos foram realizados no LaboratériBidigia e
Cultivo de Peixes de Agua Doce (LAPAD/UFSC), dugan$ periodos
reprodutivos entre 2007 e 2009. Foram utilizadogrodutores de
dourado do plantel mantido pelo LAPAD que é compopbr
exemplares selvagens capturados no alto rio Urudpesin como por
descendentes diretos (F1 — peixes produzidos pelpamento dos
individuos selvagens). Os reprodutores foram mast&m viveiros de
terra de 1.600 metros quadrados e alimentadosadiaritead libitum
com racdo comercial contendo 40% proteina bruta.
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Para os trabalhos de reproducéo, os peixes fortados nos
viveiros e selecionados os machos que liberavanerséoom leve
pressdo abdominal e as fémeas que apresentavarmexb@daulado,
macio e abertura do orificio genital. Os peixesforlevados para o
laboratdrio onde foram pesados e mantidos em tanqueulares de
1.000 litros. Para promover a maturacdo final endagéo, as fémeas
receberam duas inje¢Bes intramusculares de edirato de pituitaria
de carpa (0,5 mg.kg e 5,0 mg.kg?), com intervalo de 10 h entre as
aplicacoes, sendo que os machos receberam 80% desks. Para os
testes de fertilizagéo, foram utilizados os gamd@sima fémea e de
dois machos para a realizacdo de cada experim€abelg 1). Durante
a inducdo, os peixes foram mantidos em tanques &guma a uma
temperatura de 25,5°C, e concentragdo de oxigéssolddo em 7,5
mg.L™. Os dados biométricos dos reprodutores utilizadas principais
caracteristicas dos gametas estdo apresentadosalb@aTl. Os
detalhamentos dos experimentos estédo apresentada@bala 2.

Criopreservacao

Para a realizagdo dos experimentos, 0 sémen demaithos
foram coletados e, posteriormente, amostras foraopreservadas.
Foram utilizados machos cujo sémen fresco apresertempo de
motilidade superior a 40 segundos. Para a coletséden, os machos
foram retirados dos tanques, enrolados em toalheclogados sobre
uma mesa acolchoada. Apés secar a regido urogeoitepapel toalha,
0 sémen foi retirado através de pressdo abdomioaiando-se o
cuidado para evitar a contaminagdo do sémen pes fearrina. Para o
teste de motilidade espermética os machos nao fiodumidos antes da
coleta do sémen e também nao foi realizada a camtag concentracéo
espermatica. Neste experimento, o sémen foi csepvado e a taxa de
motilidade foi realizada apés um més de estocadtara os demais
experimentos, que envolveram o uso de sémen fiezsoo tratamento
controle, o sémen foi coletado uma hora antes ste @e fertilizacéo.
Nos tratamentos, o sémen foi misturado a solucaoprotetora,
envasado em palhetas de 0,5 mL e acondicionadooéjiobde vapor
de nitrogénio (Taylor-Wharton, modelo CP 300). Atrexs de sémen
fresco foram mantidas em tubos de falcon e acamhdas em
recipiente com gelo até o momento da fertilizacGendo estas
consideradas tratamento controle.

Como solugéo crioprotetora foi utilizada a férmgenérica
desenvolvida para peixes migradores Sul-americanfige consiste na
mistura de 10% (15 mL) de DMSO (dimetilsulfoxidéfo (7,5 g) de
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glicose e uma gema de ovo de galinha, acrescidi@5anL de agua
destilada (Carolsfeld et al., 2003). O sémen faciadado a solucéo
crioprotetora numa relacdo de 1:4 (sémen:solucdajnmmzenado em
palhetas de 0,5mL, de modo que esta combinacamicar®,1 mL de
sémen em cada palheta.

Teste de motilidade do sémen criopreservado - MTL

As amostras do sémen criopreservado foram mantida®4
horas em vapor de nitrogénio e, posteriormentasteaidas para botijao
de nitrogénio liquido, onde permaneceram estocpdasim més até a
realizacao dos testes de motilidade.

Para o descongelamento, a palheta com o sémenladadei
imersa em agua a temperatura ambiente de 25 °@igueantida por 40
segundos. Posteriormente, uma gota do contetudaldata foi retirada
e colocada sobre lamina e procedida a mistura ceatugéo ativadora
(0,5 mL). A avaliacdo da motilidade esperméatica rfedlizada sob
microscopio (400x). Para cada solucdo ativador@adas(agua, NaCl
0,45% e NaHC@1%), o tempo de motilidade foi avaliado quatroegez
(Tabela 1).

Diferentes solucdes ativadoras na fertilizac&o déaitos - ATV

Neste experimento, ovdcitos de dourado foram ifeatibs
usando sémen fresco e a taxa de fertilizacdo cauparom aquela
obtida com o sémen criopreservado ativados comedifes solugdes.
Portanto, ap6s a desova, amostras de 10 g de avdibvenientes de
uma mesma fémea foram distribuidas em recipientee$0D mL e
fertilizadas com 0,05 mL de sémen fresco ou 1 palltee sémen
criopreservado (0,10 mL de sémen). Em ambas as;6its, a ativacéo
foi realizada com cada um dos trés diferentes @oines, sendo: agua,
solucdo de NaCl 0,45% e solucdo NaHCQ%. Para o
descongelamento, as palhetas foram imersas por e sagua com
temperatura ambiente de 2& e o conteGdo adicionado sobre os
ovQcitos. Apds a homogeneizacdo do sémen frescoriopreservado
aos ovocitos, foi adicionado um volume de 100 mis distintas
solucbes ativadoras que foram mantidas por 3 miends
posteriormente drenada e os ovos transferidos aarancubadoras
cilindro-cénicas de 10L com fluxo continuo de ag0a. testes foram
realizados em triplicata.
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Diferentes volumes de sémen criopreservado ndifagao - VLSE
Neste experimento, ovacitos de dourado fertilizamna sémen
fresco foram comparados com os fertilizados coereliftes volumes de
sémen criopreservado. Apés a desova, amostras dedé®vadcitos de
uma mesma fémea foram distribuidos em recipienee$@0 mL e
fertilizados com 0,05 mL de sémen fresco ou corg$),0,05 e 0,10 mL
de sémen criopreservado (equivalente a Ya; %2 ehktpatom volume de
0,5mL). A ativacdo dos gametas foi realizada co® il de 4gua. O
procedimento de descongelamento do sémen criopaeker a
fertilizagé@o e a incubagéo ocorreram conforme desgnteriormente.

Efeito do tipo e tempo de contato de solucdo ativadobre a taxa de
fertilizacdo — ATV/T

Amostras de ovdcitos de dourado foram fertilizad#gzando
sémen fresco ou criopreservado. ApGs a desova,tamae 10 g de
ovQcitos provenientes de uma Unica fémea foranrilmistios em
recipientes de 500 mL e fertilizados com 0,05 mLsémen fresco ou
0,10mL de sémen criopreservado (1 palheta 0,5 Wlativacdo dos
gametas foi realizada com agua e solugao NaH®@ sendo mantida
em contato com os gametas por um tempo variavel 10,3 e 5 min).
Os procedimentos de descongelamento, fertilizac@edbacdo foram
realizados conforme descrito anteriormente.

Analise dos dados
O tempo de motilidade do sémen criopreservado tibzado

para determinar a melhor solugdo ativadora, enqugu¢ a taxa de
fertilizacdo determinou os melhores resultadostelstes de fertilizacdo.
A avaliacdo da taxa de fertilizacdo foi realizagaogimadamente sete
horas apo6s a inseminacgéo, quando foi observadseadfa fechamento
do blastéporo. Para tal, foram amostrados cerca6feovos de cada
incubadora. A taxa de fertilizac&o foi calculadagérmula:

. o N° de ovos fertilizados
Taxa de fertilizagédo (%) = N° total de ovos observa dOSX 100

Foi utilizada ANOVA para verificar a existéncia diéerencas
estatisticas entre os tratamentos e o teste deyThdea separacdo de
médias (P<0,05). ANOVA Multifatorial também foi wsapara analisar
a interagdo entre solucdo ativadora e tempo de teragéio da solugéo
ativadora sobre a taxa de fertilizacéo.
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Tabela 1 — Dados biométricos dos peixes, fecundidgadoncentracéo
espermatica.

. Concentragdo
Ovécitos
. Peso desova (g) de
Experimento’ Peso (g) por grama / .
vol. sémen (mL) . espermatozoéid
fecundidade
es por mL
Macho 1 4.000 9,0 - NA
MTL Macho 2 4.500 7,0 - NA
Macho 3 4.000 4.5 - NA
Macho 4 3.000 6,0 - NA
1172/
Fémea 3.735 559 -
ATV 655.148
VLSE Macho 1 3.500 14 - 11,17 x%0
Macho 2 4.850 14 - 5,19 x 10
1.211/
Fémea 2.300 352 -
426.272
ATVIT
Macho 1 1.400 6 - 8,85 x 10
Macho 2 1.275 6 - 8,20 x 10

MTL - avaliagéo do tempo de motilidade de sém@aprzservado;

ATV — avaliagdo de diferentes ativadores de sénesco e criopreservado na
fertilizagdo de ovécitos;

VLSE — avaliacéo de diferentes volumes de séniepreservado na fertilizagdo de
ovacitos;

ATVIT — avaliacdo de diferentes ativadores e tesgaanutencado de contato com os
gametas na ativa¢@o de sémen fresco e criopreseneai@rtilizacéo de
ovacitos;

NA: né&o avaliado

A fim de anular o efeito da qualidade dos ovoOcikobre os
resultados obtidos, foi realizado o célculo de tejudas taxas de
fertilizac@o descrito por Carolfeld et al. (2008%se ajuste consiste em
estimar a taxa de fertilizacéo relativa de cad@inanto em relacdo ao
tratamento controle (considerado 100%). Desta fptowos os valores
da taxa de fertilizacdo de cada tratamento send@&samptados corrigidos
em relagdo a taxa de fertilizacéo do respectitanranto controle.
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Tabela 2 - Detalhamento das relagdes dos volumés @m sémen
fresco e criopreservado, tipos de solucdo ativadgotgmpo (s) de
manutencdo das solugbes ativadoras em contato ongametas
utilizados nos experimentos (em negrito estdo segmtados o0s
tratamentos).

Variaveis experimentais

Experimentos Tempo de
Sigla Volume de o ]
N Solucdo ativadora  manutencéo da
sémen (mL) )
solucéo ativadora
Agua;
Teste de MTL 0,05 NaCl 0,45%: -
motilidade
NaHCO; 1%
Agua;
Solugéo ATV 0,05; 0,10 NaCl 0,45%; 3 min
ativadora
NaHCO; 1%
0,025; 0,05; .
Volume de VLSE Agua 3 min
sémen 0,10
: Agua;
Sol. ativadora / ATV/T 0,05: 0,10 9 0,5;1; 3; 5 min
tempo NaHCO; 1%
MTL - avaliagédo do tempo de motilidade de sémen crioprade;
ATV — avaliagéo de diferentes ativadores de sémen feestdopreservado na fertilizagcéo
de ovdcitos;
VLSE — avaliacéo de diferentes volumes de sémen criopademna fertilizacdo de
ovocitos;

ATVIT — avaliacéo de diferentes ativadores e tempo de magéib de contato com o0s
gametas na ativagédo de sémen fresco e criopresemeai@rtilizacéo de ovécitos;

Resultados e discussao
Teste de motilidade do sémen criopreservado - MTL

A solucgéo crioprotetora e os procedimentos de dangmto e
descongelamento utilizados foram eficientes pasenpwer a motilidade
do sémen de dourado ao ser ativado com as solugdtsdas,
observando-se um elevado tempo de motilidade ders&més um més
de congelamento. As solucbes de NaCl 0,45% e NaHC®@
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produziram tempo de motilidade espermatica semedh{d08+18,26 s),
com valor cerca de trés vezes maior que o obsergadondo ativado
com agua (3615,35 s). Estes valores sdo superamgsobtidos por
Sanches et al. (2009) para sémen fresco de doubs@acordo com
Viveiros et al. (2009), dentre varias solu¢Bespotetoras testadas, a
mistura de glicose com DMSO proporcionou resultaigseriores para
a criopreservacao do sémen de dourado.

A ativacdo do sémen criopreservado de dourado caRCO®;
1% apresentou o tempo de motilidade espermatic&lbante aquele
ativado com NacCl 0,45%, superando o tempo obserpati ativacao
com agua. Resultado semelhante foi observado Etigagdo do sémen
criopreservado delLeporinus elongatugMurgas et al., 2007). Apesar
disso, Carolsfeld et al. (2003) n&o observaramrealiiga quando o
sémen de dourado foi ativado com 4gua ou com NaH@©

Diferentes solucdes ativadoras na fertilizagéo déaitos - ATV

A utilizacéo de diferentes solu¢des ativadorasafas taxas de
fertilizacdo (P<0,05) (Tabela 3). A maior taxagarsémen fresco foi
observada quando a agua foi utilizada como solatjéadora, embora a
agua e o NaHC9 1% tenham proporcionado resultados semelhantes
(P>0,05) com o uso de sémen criopreservado. A &olde NaCl 0,45%
apresentou a menor taxa de fertilizacdo, tanto pas€men fresco
guanto para o criopreservado, mesmo tendo sidiemtiicpara induzir a
maior duracdo da motilidade, juntamente com a &oli¢aHCQ 1%,
durante o teste de motilidade espermaética.

Diferentes volumes de sémen criopreservado ndiZag#io de ovécitos
- VLSE

A maior taxa de fertilizacdo com o uso do sémerpceservado
foi observada quando utilizado um volume de 0,05daelsémen (0,05
mL de sémen + 0,20 mL de solugao crioprotetorapakteta). O uso de
uma quantidade maior ou menor que esta, reduznaade fertilizacdo
dos ovos de dourado (Tabela 4).
Trabalhos tém demonstrado a importancia de umauadegrelacao
entre sémen e ovocitos (Rinchard et al., 2005; &téret al., 2007;
Sanches et al., 2009) ou ainda entre os volumegmen e da solucéo
ativadora (Hoysak e Liley, 2001; Casselman et@062. O melhor
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Tabela 3 - Taxa de fertilizacdo (média + DP) desode Salminus
brasiliensisfertilizados com sémen fresco ou criopreservadsiurados
com diferentes solugfes ativadoras.

Sémen Sol. ativadora  Repeticdes Fertilizagéo (%) Teste Tuke¥y
100,00+7,71
agua 3 (64.05) a
Fresco NaHCO, 1% 3 46,55£2,69 b
NacCl 0,45% 3 5,25+2,75 de
agua 3 23,73+8,18 c
Criopreservado  NaHCG; 1% 3 16,67+2,65 cd
NacCl 0,45% 3 1,89+0,15 e

1- Entre parénteses: o valor médio real da taxa diéZegcéo observada para
o tratamento controle, que foi ajustado para 106&tido os demais
valores também ajustados em relagdo ao contraie.dfisste foi realizado
para desconsiderar o efeito da qualidade dos @&sitbre os resultados.

2- Letras diferentes indicam diferenca estatisticaiiagtiva (P<0,05).

resultado para dourado foi obtido numa relacdo de00B
espermatozolides para cada ovécito. Sanches eR@D9) testaram
distintas relacdes entre espermatozéides fresan@@tos de dourado
recomendando a relagdo de 30.700 espermatoziioascito. Apesar
dessa proporcdo recomendada apresentar valoreslhaetas as
maiores taxas de fertilizacdo obtidos neste trahala ndo se refere a
sémen criopreservado. De acordo com Tiersch e kvM@£03), em
geral 40 — 90% dos espermatozoides de peixes da dgce sdo
danificados apds o processo de criopreservacderdapda qualidade
do sémen criopreservado torna ainda mais importandefinicdo da
relacdo ideal entre os gametas (Kopeika et al.7)2(Devido a esta
perda de qualidade do sémen criopreservado, esaglspque maior
volume de sémen criopreservado proporcionasse metxa de
fertilizagdo, no entanto isto ndo foi observadde&abalho.

O aumento do volume de sémen criopreservado ribzéegfio
implica no aumento do volume proporcional da sauc@oprotetora.
As solugBes crioprotetoras tém como caracterisgicasentar toxidade
as células gaméticas (Viveiros et al., 2009). Magyet al. (1996)
observaram decréscimo significativo nas taxas diéiZacdo de ovos de
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carpa comum quando aumentaram o volume de sénepraservado,
tendo atribuido este fato a toxicidade do DMSO .nizelo semelhante,
Ribeiro e Godinho (2003) verificaram uma reducdondés de 30% na
porcentagem de motilidade do sémen ldgorinus macrocephalus
quando aumentaram de 10% para 15% a concentrac8M&® na
solucgéo crioprotetora.

Uma alternativa para aumentar o niamero de espergidées
sem prejuizo da toxicidade pelo maior volume dacga crioprotetora
€ reduzir a relacdo entre o volume de sémen e osaliecdo
crioprotetora, que neste trabalho foi mantida e fdespectivamente.
De acordo com Carolsfeld et al. (2003), essa relpgiia o sémen de
peixes Sul-americanos pode variar entre 1:3 e EXperimentos
testando a reducéo no volume da solucao criopratg@ra o sémen de
dourado, bem como o aumento do volume da solucéo gativacéo
dos gametas, podem ser importantes para avaliadw;&o do efeito
toxico da solucao crioprotetora possibilitando enaoto na taxa de
fertilizagéo.

Efeito do tipo e tempo de contato de solugcéo atvadobre a taxa de
fertilizacdo — ATV/T

A utilizacdo de agua como solucao ativadora do eéfimesco
propiciou a maior taxa de fertilizacdo dos ovosidarado (Tabela 5).
Quando analisada a fatorial ativador x tempo detatondo sémen
criopreservado, os ativadores, agua e Nakl@@ proporcionaram
taxas de fertilizacdo semelhantes quando mantidosantato com o0s
gametas por até 60 segundos. Quando analisadcadapwnte, nao
ocorreram diferencas (P>0,05) entre os ativadofesntudo, foi
verificada diferencas significativas para o temgocdntato do sémen
criopreservado, havendo prejuizo nas taxas ddifagdio nos tempos
de 180 e 300 segundos de contato.
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Tabela 4 - Taxa de fertilizacdo (média + DP) desode Salminus
brasiliensis fertilizados com diferentes volumes de sémen
criopreservado.

Volume ) Fertilizacdo
Sémen Repeticbes Teste Tuke§
sémen (mL) (%)

0,05 100,00+11,04

Frescd 9
(controle) (67,22)
0,10 3 0,33+0,57 c
Criopreservado 0,05 3 22,61+7,79 b
0,025 3 0,00+0,00 c

1- Entre parénteses o valor médio real da taxa d#éiZacgio observado para o
tratamento controle, que foi ajustado para 100%dceos demais valores
também ajustados em relagdo ao controle.

2- Letras diferentes indicam diferenca estatisticaiiggtiva (P<0,05).

Apesar de a 4gua e do NaHLCD proporcionarem resultados
semelhantes de fertilizacdo, a 4gua induziu a itedié esperméatica por
apenas 1/3 do tempo observado para a ativagaac@itadNaHCQ 1%.
De acordo com Viveiros et al. (2009), pode havea uelacédo entre as
diferentes solucdes ativadoras e os tipos de atejares utilizados para
sémen de peixes, onde determinada solucao podeeiaizar os efeitos
téxicos do crioprotetor, além de servir de ativadiosémen.

O aumento do tempo de manutencéo da solucdo ativado
contato com os gametas exerceu efeito negativoesabtaxa de
fertilizagdo dos ovos de dourado, embora os methasultados tenham
sido obtidos quando a solucdo ativadora foi maniida até 60
segundos. Este fato esta de acordo com os ressiltéelonotilidade
obtidos no experimento testando diferentes solugiemdoras na
motilidade do sémen de dourado, de modo que aceter lavagem dos
ovos, além do tempo de motilidade espermatica ndtomda a
fertilizacdo, pelo contrario, apenas aumenta o ted® exposi¢cdo dos
ovos aos efeitos toxicos dos crioprotetores.
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Tabela 5 - Taxas de fertilizagcdo (médiatDP) de oslesSalminus
brasiliensisfertilizados com sémen fresco e criopreservadizarnido
diferentes solucdes ativadoras e periodos de telmpranutencao da
solugéo ativadora em contato com os gametas.

Sémen Variaveis Tratamentos FerELI/loz)?gao Teste Tukey
1 2 3 4 5
. 100,00+9,20
Solugio agua (controle) (87.30) a
Fresco ativadora a
NaHCG; 1% 74,63+5,86 b
30’ 4gua 27,1745,34 ab
60" dgua 34,41+0,87 a
180’ 4gua 16,79+3,97 ab
Solugdo
ativadora x 300’ 4gua 17,08+6,13 ab
tempo (s)
(andlise 30" NaHCG; 1% 24,50+5,60 ab
bifatorial)
60’ NaHCQ; 1% 22,15+7,17 ab
’ 0,
Criopreservado 180’ NaHCQ 1% 16,58+2,65 b b
300’ NaHCQ 1% 16,71+8,40 b
Solugao Agua 24,91+8,67 a
ativadora NaHCO: 1% 20,2946,17 a
30’ 25,57+5,00 ab
Tempo (s) 60 28,28+8,12 a
180’ 16,69+3,02 b
300 16,99+6,00 b

1- Entre parénteses o valor médio real da taxa d#éiZacgio observado para o
tratamento controle, que foi ajustado para 100%dmeos demais valores
também ajustados em relacdo ao controle. Este cémrré realizada para
desconsiderar o efeito da qualidade dos ovdcitoesus resultados.

2- Teste de Tukey — comparacgdes de médias entre:ifererdes ativadores para
sémen fresco; 2 — diferentes ativadores e peridddempo de manutencéo do
ativador para sémen criopreservado (analise f8to8a- diferentes ativadores
para sémen criopreservado; 4 — diferentes perideldempo de manutencdo do
ativador para sémen criopreservado; 5- comparagertilizacdo entre sémen
fresco e criopreservado. Letras diferentes na mesolana demonstram
diferenca estatistica (P<0,05).
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Conclusdes

O protocolo de congelamento e descongelamento rdersée
dourado utilizado se mostrou adequado, preservandwmotilidade
espermatica e a capacidade de fertilizagdo do sérimgmeservado.

A agua e a solucdo de NaHED% podem ser utilizadas como
solucdes ativadoras da motilidade do sémen de douepds o
descongelamento, possibilitando resultados simsilade taxa de
fertilizacao.

A relacdo ideal entre as quantias de sémen criemwedo e
ovQcitos é aquela contida em % palheta de 0,5mh pada 10g de
ovécito quando utilizado uma diluicdo de 1:4 sémensolucdo
crioprotetora.

No uso do sémen criopreservado, 0 tempo de marides
solucéo ativadora em contato com os gametas dedimdeve ser de no
méximo 60 s, além dos quais podera ser observdda&e nas taxas de
fertilizagéo.
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CONCLUSOES GERAIS

A taxa de fertilizacdo do dourado foi afetada pelacdo entre
a quantidade de ovdcitos, sémen e o0 volume da &wlagivadora,
embora o fator que mais influencio os resultadashde sido a
concentracdo de espermatozéide da solugdo femtidizasendo
recomendada a  concentracdo  espermatica  de 7%10x10
espermatozoides.niLpara obtencdo da méxima taxa de fertilizagéo.
Adicionalmente, é recomendada a manutencdo de w@x@o rl1:10
(ovécitos : agua de ativacdo) e adicdo de aproxamadte 5 mL de
sémen para cada quilo de ovdcitos. A concentrag®o vdlores de
oxigénio dissolvido da agua de ativacdo ndo interfea taxa de
fertilizagéo do dourado.

Os ovocitos de dourado sdo sensiveis a estocagés ap
extrusdo, embora haja variacdo no intervalo de ded® viabilidade
entre os ovQcitos provenientes de fémeas dististaglo recomendada a
fertilizagdo em um intervalo de tempo inferior arBidiutos. O tempo de
manutencdo da agua de ativacdo com a utilizac&&@men fresco, que
permite a obtencdo da maxima taxa de fertilizacéde € minutos,
guando a agua deve ser drenada e os ovdcitos Ryada disposicéo
nas incubadoras.

O protocolo de congelamento e descongelamento rdersée
dourado utilizado se mostrou adequado, preservandmotilidade
espermatica e a capacidade de fertilizagdo do sérizgmeservado.

A agua e a solucdo de NaHED% podem ser utilizadas como
ativadores da motilidade do sémen de dourado apésapngelamento,
possibilitando resultados similares de taxa ddifatao.

A relacdo ideal de sémen criopreservado e ovdcito,
resguardando a concentragao espermatica do sémgueld contida em
% palheta de 0,5mL para cada 10g de ovécito.

No uso do sémen criopreservado, o tempo de marddena
solucéo ativadora em contato com os gametas dadimuteve ser no
méaximo de 60 segundos, além do qual poderdo senauas reducdes
nas taxas de fertilizacéo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho faz referéncia a uma das etapasiomdaias ao
cultivo de peixes. Como ja descrito anteriormergepbtencdo de
gametas viaveis de dourado ja vem sendo possivalgas anos, no
entanto, as taxas de fertilizacdo néo eram corgldsrsatisfatorias.

Dentre os varios gargalos existentes para o cuttvalourado,
este trabalho contribuiu como mais uma peca natemd® de um
pacote que direcione o cultivo desta espécie patamares onde o
produtor sera remunerado adequadamente, e o calBuiEia acesso a
um produto com preco e qualidade compativel conercaao.

Pensando na cadeia produtiva, um aumento reprégentes
indices iniciais de produtividade, como a obterdgionelhores taxas de
fertilizacdo e consequentemente aumento na prodiedarvas podera
possibilitar ganhos ainda maiores do que aquetassentadas por estes
indices, visto que um aumento na fase de produgdardas podera ter
reflexos econdmicos muitos significativos, primepela possibilidade
de aumento na producdo final de juvenis e segueldopossibilidade da
diminuicdo do numero de reprodutores necessarios plancar a
producéo desejada.

Dentre os objetivos propostos por este trabalhdese dizer que
o principal deles foi alcancado, que foi gerar unotgrolo que
padroniza a metodologia de fertilizacdo de ovocies dourado na
reproducéo induzida, de modo a se obter valoresrismes e constantes
em relacdo as taxas de fertilizacao.

Em relacdo a técnica da criopreservacdo, podelatamrejue
houve avancos significativos, pois muito pouco texism relacdo ao
uso de sémen criopreservado na fertilizacdo deitogode dourado, no
entanto, os valores finais obtidos ainda sédo bgu@ando comparados
com o uso do sémen fresco, desta forma, mais esfatevem ser
direcionados na busca de melhores resultados commsoo desta
ferramenta.

Em relagdo ao douraddalminus brasiliensjsainda ha muito a
ser feito para que esta espécie figure dentre agjgein altos indices de
producdo através da piscicultura. Um gargalo godaapesa sobre a
espécie € o canibalismo existente na fase inigallonentacdo. Muito
ja se avancou nesta questdo quando comparadoiaesres trabalhos,
onde via de regra os juvenis produzidos ao finajrdades desovas n&o
passavam de poucas dezenas.

Poderiamos dizer que a produ¢édo massiva das fgoness seria
0 primeiro grande passo para o cultivo em largalase de fato deve
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ser. No entanto, no caso do dourado, muitos avaecasldgicos ainda
sao necessarios. A nutricdo, manejo, densidadstdeagiem, despesca,
processamento sdo questbes pendentes que deverdgstsdadas,
revelando a necessidade da continuidade de pesquisa
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