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1. INTRODUCAO

De acordo com HOAR (10), o horménio luteinizante de mamiferos
(LH) apresenta similaridade fisiolégica com a gonadotrofina de peixes.
Dessa forma, o hCG (gonadotrofina coribnica humana) vem sendo
utilizado com sucesso na indugdo da reprodugdo de diversas espécres de
peixes, dentre essas Prochilodus scrofa, descrita por CASTAGNOLLI e
CYRINO (3), FENERICH-VERANI et alii (6) e NARAHARA et alii (16).
Entretanto, no Brasil, ainda sdo escassas as pesquisas relacionadas com a
acdo de hormodnios na maturagio final das gbnadas de machos.

Experimentos desta natureza foram realizados por BILLARD ez alii
(2), COURTOIS et alii (4) ¢ SAAD ¢ BILLARD (19), em Cyprinus
carpio; ¢ KOBAYASHI et alii (15), em Carassius auratus. Quanto as
caracteristicas seminais de teledsteos, encontram-se na literatura trabalhos
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de KAVAMOTO e FOGLI DA SILVEIRA (11), em Rhamdia hilarii;
KAVAMOTO et alii (12) e KAVAMOTO et alii (14), em Prochilodus
scrofa; e FOGLI DA SILVEIRA et alii (7), em Piaractus mesopotamicus.
Segundo DONALDSON ¢ HUNTER (5) apud Hoar, reprodutores de
diversas espécies criados em cativeiro apresentam espermiagdo
espontanea, mas o volume e a qualidade do sémen podem ser aumentados
com a utilizagdo de hormdnios apropriados. Com vistas a obter
maximizac¢do da eficiéncia reprodutiva de exemplares de  Prochilodus
scrofa, pretende-se, com este trabalho, verificar a possibilidade - de
obten¢do de sémen dos mesmos reprodutores, 14 dias apds receberem a
primeira dose de hCG, e comprovar sua viabilidade pela reallzac;ﬁo de
testes de fertilizagdo.

2. MATERIAL E M]i‘.TODOS '

Para a realizag#o deste estudo foi colhido sémen de reprodutores de
curimbatd (Prochilodus scrofa) com trés anos de idade, provenientes de
reprodugdo induzida e criados em sistema de cultivo semi-intensivo, na
Estagio Experimental de Piscicultura e Ramcultura de Pmdamonhangaba,.
Instituto de Pesca, Sdo Paulo.

| Em outubro de 1992, 50 machos produzindo sémen foram
transferidos do tanque de cultivo para o laboratério e, a seguir,
anestesiados com solug@o de clorobutanol, a 3%, para obten¢#o dos dados
de comprimento total (cm) e peso total (g). Estes exemplares foram
marcados com nimero de registro, por perfuragdo na regido anterior ao
primeiro raio da nadadeira dorsal, e, posteriormente, colocados em tanque
de terra com 400 m? e renovagiio de dgua de 3 a 4 V/min.

Decorridos 14 dias, 40 reprodutores foram retirados do tanque e
levados até o laboratorio, onde foram colocados 10 por caixa de cimento-
amianto de 1.000 litros, contendo agua corrente e aeracdo constante. O
sémen de cada reprodutor foi obtido por compressdo do abdémen apds o
poro urogenital ser devidamente seco e limpo. Este sémen foi colhido em
seringas de vidro. Apos a colheita, cada reprodutor recebeu a primeira
inje¢do de hCG (Pregnyl, Organon do Brasil), por via intramuscular, na
dose de 5 Ul/g de peso vivo. Apés 16 horas da primeira inje¢do hormonal
colheu-se, novamente, o sémen de cada peixe que, em seguida, foi
transportado de volta ao tanque de origem. Decorridos 14 dias, repetiu-se o
experimento com a aplicagdo da segunda dose hormonal (5 Ul/g) e a
colheita do sémen foi realizada antes e apds 16 horas da indug#o.

Como medida preventiva contra doengas, a cada manuseio, os
peixes foram mergulhados por 1 minuto em solu¢fo salina, a 3%.

Apos a leitura do volume de sémen, foram avaliadas as seguintes
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caracteristicas: a) motilidade direta subjetiva realizada sob microscopia de
contraste de fase (400x), com a mistura de uma gota de sémen com duas
gotas de solugdo de bicarbonato de Na, a 1%, sobre uma lamina; b)
percentagem de espermatozdides vivos e mortos, identificados pela
coloracdo diferencial de acordo com FRIBOURGH (8);, e c¢)
concentrag@o espermadtica, obtida por contagem em cdmara hematimétrica
de Neubauer "Improved". |

O teste de fertilizacdo foi realizado utilizando-se 10 machos que
receberam dose Unica de hCG e outros 10 que receberam duas doses.

As fémeas estocadas em tanque de cultivo de 500 m? (densidade =
] peixe/m?) foram selecionadas, baseando-se em observagSes anatomicas
externas (ventre abaulado e papila urogenital avermelhada), associadas ao
grau de desenvolvimento dos didmetros dos ovdcitos intraovaricos,
segundo FENERICH-VERANI et alii (6). Os 6vulos de duas fémeas foram
retirados por extrusio, misturados cuidadosamente ¢ a fertilizagdo
realizada a seco, utilizando-se 20 lotes de aproximadamente 200 Svulos
cada, para 0,025 ml de sémen por individuo. Em seguida, os ovos foram
transferidos para miniincubadoras de PVC com 10 cm de didmetro e 18
cm de altura, fechadas na extremidade inferior por uma tela de malha
muito fina, as quais eram mantidas imersas em caixas de cimento-amianto

de 1.000 litros, com agua corrente a temperatura de 26,5°C. Em cada mini-
incubadora foi colocada uma pedra porosa para oxigenagdo e

movimentacdo dos ovos. A taxa de fertilizagdo foi calculada quando o
desenvolvimento embrionario atingiu a fase de blastula, na qual foi
considerada a razio entre o nimero de 6vulos fertilizados e o nimero total
de 6vulos, expressa em percentagem. | ~

Para comparar a percentagem de motilidade espermatica com a de
espermatozdides vivos, obtida pelo método da coloragdio diferencial, foi
empregado o teste de qui-quadrado, a 5% de significancia.

A associagdo e a relagdo entre o volume de sémen, a concentragdo
espermatica, o namero total de espermatozdides antes e apos a primeira ¢ a
segunda dose e a fertilizagio foram analisados (20) pela aplicagdo do
“modelo matematico definido por

Yix =m +d; + agy; + Py + e
em que

m = média geral;

- d., com i= 1,2, é o efeito de doses;

aq; » com j=1,2, é o efeito de aplicagGes dentro de doses;
P, , com k = 1,2,...40, é o efeito de peixes; e

e;x = efro experimental.



VOL.XLIII,N®245,1996 79

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O comportamento reprodutivo de P. scrofa, como o da maioria dos
peixes, é influenciado pela elevagdo da temperatura da agua e da
precipitagdo pluviométrica na regido. Assim, no més de outubro de 1992,
quando a temperatura da dgua estava em torno de 25°C, teve inicio a
espermiagdo dos machos de curimbatd, ocasido em que todos os peixes
foram marcados. |

Os valores médios e desvios-padrio de comprimento e peso total
dos reprodutores foram 35,84 cm e 450,75 g, respectivamente (Quadro 1).
Segundo GODOY (9), na natureza, os machos de P. scrofa iniciam a
reprodugdo a partir do segundo ano de vida, com comprimento total entre
22.00 e 23,00 cm e peso total entre 110,00 e 130,00 g.

Os valores médios de volume de sémen (ml), concentrag:ao
espermatica (106/mm3) e numero total de espermatozdides (10 ), obtidos
pelos valores individuais de 40 reprodutores antes e apOs a primeira e a
segunda dose de hCG, estio apresentados no Quadro 1, no qual se
observa que o volume médio de 0,27 ml de sémen,-fcolhido antes da
primeira dose de hCG, esta préximo ao encontrado por OLIVEIRA et alii
(18) em Cyprinus carpio (0,26 ml) e é superior ao obtido antes da
aplicacdo da  segunda dose hormonal (0,15 ml). ApOé a aplica¢do do
horménio ocorreu aumento do volume de sémen, fato ja observado por
BILLARD et alii (2) em Cyprinus carpio ¢ DONALDSON: e HUNTER
(5), apud HOAR, ¢ KOBAYASHI er alii (15) em Carassius auratus. De.
acordo com estes Gltimos autores, a produgdo de sémen ap6s aplicagio de
hCG indica que o horménio GTH (gonadotrofina) surge durante o periodo
de indugdo, incluindo a espermiagio e a hidratagdo do sémen no testiculo..
Ap6s 16 horas da indugfio hormonal, os reprodutores produzlram maior.

volume de sémen, corroborando as afirma¢des de NGAMVONGCHON et
alii (17) de que a produc;ao de sémen é mais elevada ap6s 12 a 24 horas da
aplicagdo hormonal.- SAAD e BILLARD (/9) mostraram que o efeito do
estimulo hormonal é de curta duragfo, razdo pela qual a colheita-de sémen
deve ser realizada até 48 horas apés a aplicagdo do hormomo pois o
volume diminui gradativamente apos este periodo. f

Os valores médios de motilidade espermatica (94, 16%) foram
superiores aos obtidos para a mesma espécie por KAVAMOTO et alii (12)
(89,0%); e a percentagem de células vivas (93,95%) estd préximo a
constatada por FRIBOURGH (8) (97,01%), para Carassius auratus
(Quadro 1). Quando relacionados entre si, pelo teste do qui-quadrado, os
resultados de motilidade espermatica e de espermatozdides vivos, por
coloragdo diferencial, demonstram ndo haver diferenga significativa, a 5%
(X2=0,O24), concordando com os dados obtidos por KAVAMOTO et alii
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(13), bem como com as observagdes de FRIBOURGH (&), de que a
propor¢do de espermatozdides vivos € mortos apresenta estreita relagio
com a estimativa percentual subjetiva da motilidade espermatica.

O valor médio da concentragdo espermitica antes da primeira
inducdo hormonal foi igual a 33,14 x 106 por mm3, valor préximo ao
encontrado por KAVAMOTO et alii (12) para a mesma espécie (34,19 x
106/mm3). Todavia, foi inferior ao descrito por KAVAMOTO et alii (11)
em Rhamdia hilarii (66,53 x 106/mm3). ApOs -a primeira aplicagdo de
hCG obteve-se valor médio igual a 23,87 x 106 por mm3, superior ao
obtido por KAVAMOTO et alii (14) para P. scrofa capturado em ambiente
natural e injetado (19,52 x 106por mm3). Nota-se que este valor esti bem
préximo ao obtido neste trabalho, apés a aplicag¢@o da segunda dose (18,73
x 100 por mm3) (Quadro 1).

Para analisar os contrastes entre as meédias da concentragdo
espermatica foi aplicado o teste de Tukey, a 1 e 5% de probabilidade. Esse
teste demonstrou que a concentragdo espermatica antes das aplicagGes
hormonais foi superior aquela obtida apds a primeira € a segunda
aplicacgfio, € o valor encontrado ap6s a primeira dose de hCG superou o da
segunda (P < 0,01) (Quadro 2). BILLARD et alii (1) e KAVAMOTO et
alii (13) afirmam que, para truta arco-iris, a concentragdo espermatica do
sémen colhido ndo é constante durante todo o periodo de espermiagdo: €
mé4xima na primeira colheita e atinge valores mais baixos nas ultimas
amostras.

QUADRO 2 - Resumo das andlises de varidncia do volume de sémen, con-
centra¢cdo espermatica e nimero total de espermatozoéides,
antes e apOs a primeira e a segunda dose de hCG

Causas de G.L. QM. QM. QM.
variagéo volume concentragdo  numero total de
espermitica  espermatozoides
. (10°) (10°)
Dose 1 4,00 ** 7,28 ** 37,95%«
B/A 1 ] 36,91 ** 17,17 ** 142,57**
B/A 2 1 18,50 ** 24,28 ** 49,14**
Peixe | 39 0,12 0,05 | 0,05
Residuo 117 0,15 0,04 0,06
& (P <0,01).
Q.M. = Quadrado médio.
A = Dose.

B = Aplicagilo.
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- Durante o experimento, o numero total de espermatozoides
aumentou significativamente ap0s a primeira ¢ a segunda dose de hCG (P
< 0,01). Assim, os valores encontrados para o numero total de
espermatozéides (Quadro 1) corroboram aqueles apresentados por outros
autores, que observaram, apds a indu¢do hormonal, aumento do volume de
sémen e também da fluidez, facilitando a fertilizagdo de maior numero de
6vulos. Os resultados da andlise de varidncia demonstraram que, para a
motilidade, o nimero de ovos incubados e a taxa de fertilizagdo, ndo ha
diferenga significativa, a 5%, entre os valores obtidos para os peixes que
foram injetados uma ou duas vezes com hCG, cujos valores médios e
desvio-padréo estdo apresentados no Quadro 3.

QUADRO 3 - Valores médios e desvios-padrdo das caracterfsticas seminais
e taxa de fertilizacdo de 10 exemplares de curimbata (P,
scrofa) que receberam dose tnica ¢ 10 que receberam duas
doses de hCG

Aplica- N°de Vol ’ConCentraqao - N° ovos Taxa de
dehCG peixes (ml) espermética Motilidade incubados fertilizagHo (%)
(105mm?) (%) o
| X % § X £ S X £S X %S
1 dose 10 0,025 23,20£198 949154 208x5,1 95,5 £ 0,95

2 doses 10 0,025 2080166 943x21,56 211x43 94.8 + 1,58

Com estes resultados pode-se sugerir que machos de Prochzlodus

scrofa podem ser induzidos pela segunda vez (apés 14 dias), sem qualquer
prejuizo para o desempenho de sua atividade reprodutiva, ndo sendo

evidenciada a morte de nenhum exemplar durante o periodo experimental.
4. CONCLUSOES

1) O volume de sémen dos reprodutores apés aplicagdo hormonal
(hCG) foi superior ao obtido antes da aplicagdo e o obtido com dose unica
de hormonio superou aquele obtido com duas doses.

2) As concentracOes espermaticas foram mais elevadas antes das
aplicagbes de hormonio, quando comparadas as obndas apos as
aplicagoes.

3) Ap6s as aplicagdes hormonais, o numero total de esperma-
tozéides foi significativamente maior que antes das aphcag:oes
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4) A taxa de fertilizagdo n3o apresentou diferenga significativa entre
as duas aplicagdes hormonais, demonstrando ser possivel o
aproveltamento dos mesmos reprodutores por duas vezes durante o
periodo reprodutivo. |

5. RESUMO

Este estudo teve como objetivo conhecer o desempenho de 40
reprodutores de curimbata (Prochilodus scrofa) com trés anos de idade,
antes e apds a primeira e a segunda aplicagdo de hCG (gonadotropina
coridnica humana), bem como verificar a viabilidade das células
espermaticas, pelo teste de fertilizagiio de machos que receberam uma ou
duas doses hormonais. Foi colhido sémen de exemplares criados em
ambiente confinado na Estagdo Experimental de Piscicultura e Ranicultura
de Pindamonhangaba, Instituto de Pesca, S3o Paulo, durante o periodo
reprodutivo de 1992. Os reprodutores receberam duas inje¢des de hCG,
sendo cada dose de 5 Ul/g de peso vivo, com intervalo de 14 dias. O
sémen foi colhido antes e ap6s 16 horas das indugdes hormonais. O valor
médio do volume do sémen antes da indugdo hormonal foi igual a 0,21 ml
e apbs, 1,38 ml. Pela anélise de varidncia verificou-se que a concentragdo
espermética foi significativamente superlor (P < 0,01) antes da apllcagﬁo
hormonal e o valor obtido ap6s a primeira dose de hCG foi superior aquele
ap6s a segunda (P < 0,01). Os valores médios das taxas de fertilizagdo,
utilizando sémen de reprodutores que receberam duas doses de hCG, ndo
diferiram significativamente daqueles que foram injetados com dose unica

6. SUMMARY

(EFFECT OF hCG ON SEMEN PRODUCTION OF CURIMBATA
(Prochilodus scrofa, STEINDACHNER, 1881))

~ The purpose of this experiment was to study the performance of 40
three year old males of Prochilodus scrofa (Pisces,Prochilodontidae)
reared in confined conditions in Esta¢do Experimental de Piscicultura e
Ranicultura de Pindamonhangaba, Instituto de Pesca, SP, The seminal
characteristics in the breeding season of 1992, before and 16 hours after
the first and the second hormonal induction with injections of hCG (human
corionic gonadotrofin) in a dose of 5 IU per gram of total weight were
studied. Mean values of semen volume collected before hormonal
induction was 0.21 ml and after, 1.38 ml. Through analysis of variance it
was verified that spermatic concentration was significatively higher (P <
0.01) before hormonal application and that after the first dose was higher
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than tl}at after the second one. There were no statistical differences
between males receiving 1 dose or 2 of hCG concerning fertilization.
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