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RESUMO

Avaliou-se o quanto fémeas e machos contribuem para a variacdo total das taxas de fertilizagdo e de
eclosdo em curimba (Prochilodus lineatus). Utilizou-se sémen criopreservado proveniente de cinco
machos para fertilizar ovdcitos de seis fémeas em um esquema fatorial cruzado 5x6, totalizando 30
familias. Além das caracteristicas reprodutivas dos machos e¢ fémeas, foram avaliadas as taxas de
fertilizacdo e eclosdo para computo dos efeitos materno e paterno. Os componentes da variancia foram
estimados por meio da maxima verossimilhanga restrita, sendo construidos intervalos Highest Posterior
Density (HPD) para cada componente. Verificou-se que as fémeas contribuiram muito mais para a
variagdo total em relag@o aos machos para as taxas de fertilizagdo e eclos@o. Para a taxa de fertilizaco, as
fémeas contribuiram com 26,3% da variagdo total e os machos com 8,9%. Em relagdo a taxa de eclosdo,
as fémeas contribuiram com 11,9% e os machos com 1,6%. Concluiu-se que houve efeito materno sobre
as taxas de fertilizagdo e eclosdo e que o efeito paterno avaliado individualmente foi pouco expressivo ou
até mesmo insignificante.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate how much females and males contribute to the total variation of
reproductive traits such as fertilization and hatching rate in curimba Prochilodus lineatus. Cryopreserved
semen from five males was used to fertilize eggs from six females in a cross-factorial 5x6, totaling 30
families. In addition to the reproductive characteristics of males and females, fertilization and hatching
rates were evaluated for computation of maternal and paternal effects. The variance components were
estimated by restricted maximum likelihood, and the Highest Posterior Density (HPD) intervals were
estimated for each component. The female contributed more to the total variation than males for the
fertilization and hatching rates. The female contributed 26.3% of the total variation in the fertilization
rate against 8.9% of males. Regarding the hatching rate, the female contributed 11.9% versus 1.6% of
males. Thus, there is maternal effect on rates of fertilization and hatching, and the paternal effect
assessed individually was lackluster or even negligible.
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Efeito materno e paterno...

INTRODUCAO

O ecfeito materno pode ser definido como a
contribuigdo, a influéncia ou o impacto sobre o
fendtipo de um individuo, atribuivel ao fenotipo
da mae, que podem ser causas genéticas ou
ambientais (Hohenboken, 1984). Segundo
Kamler (2005), o efeito materno contribui para a
sobrevivéncia do embrido, que depende do
estagio de maturacdo do ovo e da idade da fémea
via composicdo da matéria do ovo, resultando
essas  relagdes  parental-ovo-progénie  na
variabilidade da larva em resistir a um periodo de
fome ¢ a predagdo.

As taxas de fertilidade e de eclosdo sdo as
primeiras caracteristicas avaliadas nas fémeas,
sendo de suma importancia em um processo de
selecdo de matrizes e reprodutores, pois
sinalizam como esta a qualidade do ovo, fator
importante porque expressa a capacidade do ovo
em produzir larvas vidveis (Kjorsvik et al,
1990).

A qualidade do ovo, especificamente a presenga
de vitaminas A, E, fatores imunes, antioxidantes
e androgenos (Garamszegi ef al., 2007), pode ser
afetada por diversos fatores, como idade da mae,
quantidade e qualidade da dieta (Lamontagne e
McCauley, 2001; Dzyuba et al., 2006; Kyneb e
Toft, 2006). Fémeas menores produzem menor
quantidade de ova e ovoécitos de menor didmetro
(Johnston e Leggett, 2002), prejudicando, desse
modo, a qualidade do ovo e, consequentemente,
o desempenho e a sobrevivéncia das larvas e pos-
larvas (Wainhouse et al., 2001; Laugen et al.,
2002; Higashitani et al., 2007).

Além da qualidade do ovo, o efeito paterno,
representado pela qualidade do sémen, também
pode influenciar a taxa de fertilizagdo e de
eclosdo (Weigensberg et al., 1998). A qualidade
pode ser definida como a habilidade em fertilizar
ovos (Aas et al,, 1991) e é, provavelmente,
intrinseca ou particular de cada individuo.
Segundo Billard ef al. (2004), a determinagéo da
qualidade do sémen ¢é o passo fundamental para
aperfeicoar a fertilizagdo, por meio da
manipulacdo do sémen, da sele¢do de
reprodutores viaveis e de pesquisas com
biotecnologias, tais como armazenamento de
sémen. No entanto, estudos que envolvam um
delineamento complexo para detec¢do de efeitos
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parentais sobre indicadores reprodutivos sdo
raros ou mesmo inexistentes.

Sendo assim, este estudo foi realizado com o
objetivo de avaliar os efeitos materno e paterno
sobre as taxas de fertilizagdo e de eclosdo em
curimba Prochilodus lineatus.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Estacdo de
Hidrobiologia e Piscicultura da empresa Furnas
Centrais Elétricas S/A, no estado de Minas
Gerais, no distrito de Furnas, municipio de Sdo
José da Barra, entre os meses de janeiro e
fevereiro de 2007. O municipio localiza-se
geograficamente a 20°43' de latitude sul ¢ 46°18'
de longitude oeste.

Foram utilizados cinco reprodutores de curimba,
da Estacdo de Piscicultura da Companhia
Energética de Minas Gerais (Cemig). O sémen
coletado em um tubo de ensaio graduado foi
congelado em glicose com metilglicol, segundo o
protocolo estabelecido por Viveiros et al. (2009),
para posterior utilizagio na fertilizagdo. E
importante ressaltar que o congelamento do
sémen para esse tipo de pesquisa ¢ fundamental
para que haja sincronizagdo das fémeas no
momento da fertilizagdo, uma vez que ¢é
necessario que os espermatozoides dos machos ja
estejam pré-disponiveis, pois a viabilidade dos
ovocitos uma hora apoés a ovulagdo apresenta
viabilidade reduzida (Andrade e Yasui, 2003). As
matrizes de curimba foram provenientes da
Estacdo de Hidrobiologia e Piscicultura de
Furnas. O produto da desova de cada fémea foi
coletado em um béquer graduado e pesado em
balanca com precisdo de 0,01g.

Cinco amostras de ovocitos da desova de cada
fémea, pesando aproximadamente 0,5g, foram
coletadas em um recipiente de plastico e pesadas
em balancga digital semianalitica com precisdo de
0,001g para que os ovdcitos fossem fertilizados
com sémen de cada macho que estava
armazenado em palhetas de 0,5mL (Fig. 1), apds
descongelamento em banho-maria a 60°C por
oito segundos (Viveiros et al., 2008). Para
ativacdo do sémen, foi utilizada solugdo NaCl
50mM, na propor¢do de 1:5 (sémen
diluido:ativador)  (Viveiros et al., 2009).
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Figura 1. Esquema de fertilizagdo em curimba (Prochilodus lineatus).

As 30 familias geradas apos a fertilizagdo foram
colocadas individualmente dentro de incubadoras
experimentais de PVC (Viveiros et al., 2000),
identificadas ¢ distribuidas aleatoriamente dentro
de um tanque de concreto azulejado, com troca
de 4gua continua e constante. A taxa de
fertilidade foi avaliada nove horas apds a
ativagdo dos gametas, em microscopio
estereoscopico binocular, por meio da razdo do
nimero de embrides viaveis sobre a soma do
nimero de embrides vidveis e inviaveis. A taxa
de eclosdo foi avaliada 22 horas apds a ativagao
dos gametas (Ninhaus-Silveira ef al., 2006), com
temperatura média de 24°C, por meio da razdo do
nimero de larvas eclodidas sobre a soma do
numero de larvas eclodidas e ndo eclodidas.

No decorrer do periodo experimental, foram
mensurados 0s seguintes pardmetros da agua:
temperatura (24,82+0,1°C), pH (6,95+0,05),
oxigénio dissolvido (5,87+0,09mg L) e
condutividade elétrica (27,47uS cm™).

As caracteristicas avaliadas nas fémeas foram:
peso vivo — pesadas antes da indug¢@o hormonal,
em uma Dbalanca digital regulada para
quilogramas; peso da desova (PD) — coletada e
pesada em balanga digital regulada para gramas,
no momento da desova; numero de ovdcitos por
grama de ova (NO) — avaliados no momento da
desova por meio da contagem de ovocitos de
aparéncia branca e opaca (ndo viaveis) e ovos
esverdeados (viaveis) em amostras
correspondentes a um grama da desova total,
para serem visualizadas em estereomicroscopio;
e diametro dos ovdcitos (DO) — apds a pesagem
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e contagem dos ovdcitos, avaliou-se uma
amostra de 10 ovdcitos por fémea, aferida com
auxilio de wuma ocular micrométrica em
estereomicroscopio do qual se obteve a média
expressa em milimetros.

Nos machos, foram avaliados: peso vivo —
pesados em balanga digital, antes que se fizesse a
indugdo com hormoénio, expresso em gramas;
concentragdo espermatica — estimada com uma
camara hematimétrica tipo de Neubauer
Improved; e motilidade espermatica — avaliada
por meio da observagdo subjetiva de
espermatozoides em movimento em relagdo ao
total observado em microscopio com aumento de
400 X e expressa em porcentagem.

O delineamento utilizado foi o inteiramente ao
acaso, em esquema fatorial 6x5, sendo seis
fémeas e cinco machos, totalizando 30 familias.

Considerando-se os efeitos de pai e mde como
aleatorios, os componentes da variancia foram
estimados por meio do método de maxima
verossimilhanga restrita, utilizando-se a funcdo
“lmer” do pacote “lme4” (Bates et al., 2011).
Foram construidos intervalos Highest Posterior
Density (HPD) para os componentes da variancia
de cada fonte de variagdo, com o auxilio do
método de Monte Carlo via Cadeias de Markov
(MCMC), a fim de se alcangarem estimativas
mais precisas. Utilizaram-se 10000 simulagdes
para se obterem as estimativas. Os intervalos
HPD foram obtidos por meio da fungao pvals.fnc
do pacote languageR (Baayen, 2011).
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Utilizou-se o software R versio 2.13 (R
Development Core Team, 2011) para a analise
dos dados. Para a comparagdo dos componentes
da variancia das fontes de varia¢do, foi estimada
a participacdo percentual da varidncia da mae, do
pai e do erro em relagdo a varidncia total.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias e os erros-padrao das médias (EPM)
dos dados do peso corporal e das caracteristicas
reprodutivas avaliados nos machos e nas fémeas
estdo apresentados na Tab. 1.

Tabela 1. Dados das caracteristicas reprodutivas de machos e fémeas de curimba Prochilodus lineatus

utilizados na formagdo das familias

Caracteristicas Média (EPM)  Caracteristicas Média (EPM)
Macho Fémea

Peso vivo (kg) 0,843 (0,06)  Peso vivo (kg) 2,172 (0,292)

Volume seminal (ml) 1,62 (0,41) Peso da desova (kg) 0,358 (0,037)

Concentragdo espermatica 5,392 (0,387)  Didmetro dos ovécitos (mm) 0,681 (0,01)

(sptzx 10°ml™)

Motilidade espermatica 72 (3,74)

Numero de ovos por grama de desova

1200,833 (22,72)

EPM: Erro-padrio da média.

Os valores das caracteristicas reprodutivas estdo
proximos dos encontrados por Viveiros et al.
(2010) para uma quantidade de amostra pequena
¢ também estdo dentro da faixa preconizada
por Viveiros ¢ Godinho (2009). No entanto,
os valores de concentragdio espermatica
apresentados neste trabalho estdo bem abaixo dos
encontrados por Viveiros e Godinho (2009) e
Viveiros et al. (2010).

A contribui¢do relativa da fémea para variagdo
total da taxa de fertilidade foi aproximadamente
trés vezes maior quando comparada a
contribuigdo do macho. A fémea contribuiu com
26,3% para variagdo total, e o macho com 8,9%.
Quanto a taxa de eclosdo, a contribuicdo da
fémea para a variacdo total foi ainda maior, cerca
de nove vezes maior do que a contribuicdo do
macho, sendo 11,9% para fémea e 1,6% para o
macho (Tab. 2).

Tabela 2. Contribuigdo relativa da influéncia materna, paterna e da intera¢do da taxa de fertilidade e da

taxa de eclosdo em curimba (Prochilodus lineatus)

Intervalo HPD

Caracteristica Fontes Variancia Contr'ibuigﬁo
Limite inferior ~ Limite superior relativa (%)
Taxa de fertilizagdo Fémea 0,00093 0,00000 0,00277 26,27
Macho 0,00032 0,00000 0,00200 8,95
Erro 0,00229 0,00112 0,00416 64,79
Taxa de eclosdo Fémea 0,00452 0,00000 0,02736 11,88
Macho 0,00059 0,00000 0,00876 1,55
Erro 0,03291 0,01682 0,05551 86,57

O maior indice de contribuicdo da mie em
relagdo ao pai, para variagdo total das taxas de
fertilidade e eclosdo, deve-se ao fato de a
qualidade do ovdcito ser mais impactante quando
comparada a qualidade do sémen. Uma vez que a
fertilizacdo e a eclos@o sdo comumente avaliadas
"x" horas apds a fecundagdo, ¢ provavel que o
sucesso da fertilizagdo e da eclosdo dependa
mais do ovdcito, influenciado pela idade, pelo
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peso e pela condicdo da mae (Fox et al., 2003;
Dzyuba et al., 2006) e, consequentemente, dos
fatores contidos no ovdcito, como nutrientes
(Garamszegi et al., 2007), DNA mitocondrial
(Brown et al., 2006), entre outros, em vez do
sémen propriamente dito.

A qualidade do s€émen, mensurada na maioria das
pesquisas como motilidade e concentragdo
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espermatica, ¢ essencial para que ocorra a
fecundag@o e estd mais do que comprovada na
literatura (Aas et al., 1991; Billard et al., 2004,
Nascimento et al., 2010; Orfio et al., 2010;
Viveiros et al., 2010). No entanto, este trabalho
sugere que os pais individualmente contribuem
apenas com os seus genes nucleolares e que o
efeito, a influéncia ou a contribuicdo paterna
mensurada como algo extragene nucleolar sdo
tdo pequenos quanto insignificantes no sucesso
da fertilizagdo e da eclosdo. Gile e Ferguson
(1995), ao avaliarem os fatores que afetam o
potencial dos machos em gametas fecundados
com pool de sémen da espécie Oncorhynchus
mykiss, atribuiram em um dos resultados que o
diferencial na sobrevivéncia da progénie foi
devido aos efeitos maternos ao invés dos efeitos
paternos. Segundo Patton e al. (2007), a fonte
materna geralmente tem um grande efeito sobre a
viabilidade do embrido quando comparada ao
macho, e a influéncia materna na qualidade dos
ovos parece superar qualquer efeito de alelos
recessivos deletérios herdados paternalmente.

A qualidade e a quantidade da dieta, embora nao
avaliadas neste estudo, sdo outros fatores
importantes que influenciam na viabilidade dos
embrides e, consequentemente, na sobrevivéncia
de larvas e pods-larvas. Kyneb ¢ Toft (2006)
avaliaram a qualidade da dieta de fémeas sob o
desempenho de progénies da espécie Tachyporus
hypnorum e concluiram que as progénies
provenientes de fémeas que receberam dietas de
baixa qualidade tiveram um desempenho inferior
quando comparadas as fémeas que receberam
dietas de alta qualidade. Um estudo com aranhas
da espécie Dicymbium brevisetosum revelou que
uma dieta materna de baixa qualidade nutricional
reduziu a sobrevivéncia das progénies (Bilde e
Toft, 2000).

A maior parte da variacdo total explicada pelo
erro, provavelmente, deve-se ao fato de a
interacdo fémea x macho estar confundida com o
erro puro. Patton ez al. (2007) encontraram uma
interacdo significativa entre fémea e macho em
50% das analises e comentaram que ndo se
pode analisar viabilidade da prole observando
simplesmente os efeitos de macho e fémea
individualmente. Saillant ef a/. (2001) estudaram
a influéncia parental no desenvolvimento inicial
da espécie Dicentrarchus labrax e encontraram
interacdo significativa (P<0,01) entre fémea e
macho em todas as caracteristicas avaliadas (taxa
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de fertilidade, taxa de sobrevivéncia, taxa de
eclosdo e comprimento total oito dias apds
eclosdo). Acredita-se, também, que grande parte
do erro se deva a fontes de variacdo que
ndo foram mensuradas nesse estudo, como a
capacidade de transmissdo de antioxidantes,
androgenos, fatores imunes e de DNA
mitocondrial (Hohenboken, 1984; Hiendleder e
Wolf, 2003; Royle et al., 2003; Brown et al.,
2006; Biard et al., 2007; Garamszegi et al., 2007,
Gilbert et al., 2007).

CONCLUSAO

Houve efeito materno sobre as taxas de
fertilizagdo e eclosdo em curimbas, ¢ o efeito
paterno avaliado individualmente foi pouco
expressivo ou até mesmo insignificante.
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