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Avaliação Espermática Pós-Descongelamento em Piracanjuba (Brycon orbignyanus,
Vallenciennes, 1849)

Luis David Solis Murgas1, Renan Toledo Franciscatto2, Anna Graciela Oliveira Santos3

RESUMO - O experimento foi realizado com o objetivo de testar o efeito de dois meios diluidores (Glicose 5% e água de côco) no
congelamento do sêmen de piracanjuba (Brycon orbignyanus, Vallenciennes, 1849) e dois descongelamentos do sêmen (60oC durante
5 segundos e 50oC durante 10 segundos). Foi utilizado como ativador da motilidade espermática pós-descongelamento o bicarbonato
de sódio 1%.  Um fatorial 2 x 2 foi  utilizado para  analisar o efeito dos dois modelos de descongelamento e dos diluidores sobre a motilidade
espermática pós-descongelamento, sua duração e porcentagem de espermatozóides vivos pós-descongelamento. A motilidade espermática
pós-descongelamento média foi de 74,17 ± 22,45%, quando se utilizou a glicose 5% como diluidor e descongelamento a 50oC, durante 10
segundos, observando-se diferença significativa na interação entre diluidor e descongelamento. A duração da motilidade espermática não
apresentou diferença entre os diluidores e descongelamentos, com média de 153,33 ± 59,61 segundos. A porcentagem de espermatozóides
vivos pode ser utilizada para avaliação de sêmen de peixes e apresentou resultados significativos apenas quando da interação entre
descongelamento a 50ºC durante 10 segundos e diluidor com glicose 5%. Esta combinação foi mais efetiva na preservação da integridade
dos espermatozóides de piracanjuba pós-descongelamento, com média de 67,83 ± 17,67% de espermatozóides vivos.
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Sperm Evaluation of Piracanjuba Fish (Brycon orbignyanus, Vallenciennes, 1849), after Thawing

ABSTRACT - The aim of this experiment was to test the effects of two extenders (Glucose 5% and Coconut Water) and two thawing
rates (60oC during 5 seconds and 50oC during 10 seconds) for semen of Piracanjuba (Brycon orbygnianus, Vallencienens, 1849). A solution
of NaHCO3 1% was used to activate motility. A factorial 2 x 2 was used to analyze the results on sperm motility and its duration, and
the percentage of living sperm after thawing. The highest sperm motility values (74.17 ± 22.45%) were achieved when the combination
of coconut water and thawing rates of 50oC during 10 seconds was used. The other combinations of extender and thawing rates produced
lower sperm motility. The sperm motility duration was not affected by any of the combinations of extenders and thawing rates. The
thawing rates showes the average of 153.33 ± 59.61 seconds. The highest percentage of living sperm values (67.83 ± 17.67%) was obtained
when the combination of glucose 5% and thawing rates of 50ºC during 10 seconds was used. This combination was more effective on
the preservation of sperm piracanjuba integrity after freezing.
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Introdução

A piracanjuba (Brycon orbignyanus
Valenciennes, 1849) é reofílica e encontra-se distri-
buída na bacia do Paraná-Uruguai, principalmente
nos Rios Grande e Paraná (Castagnolli, 1992).

Este gênero despertou grande interesse pelas
instituições de pesquisa nos últimos anos, tanto pela
excelente qualidade da carne, quanto pelo hábito
alimentar no ambiente natural, preferencialmente
composto por frutos e sementes. Além disso, o rápido
crescimento e o ganho de peso demonstrados em
criações experimentais são indicadores para a sele-

ção dessa espécie como alternativa para o desenvol-
vimento da piscicultura nas regiões Norte, Centro-
Oeste, Sudeste, Nordeste e Sul do Brasil, segundo
Vasques (1997).

Segundo Castagnolli (1992), os briconídeos são
peixes de piracema (reofílicos) muito dependentes de
alimentos alóctones (frutos e sementes). Portanto,
foram muito prejudicados pela construção de barra-
gens nos rios e desmatamento da vegetação ciliar.
Além disso, as grandes barragens constituem barreira
intransponível, na rota migratória dos peixes de
piracema, que são os mais valiosos do ponto de vista
da pesca, reduzindo ou eliminando sua eficiência
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reprodutiva segundo Bedore et al. (1999). Essa interrup-
ção no ciclo natural da espécie interfere diretamente no
processo reprodutivo, podendo assim levar a extinção
das espécies nativas da região (Silva et al., 1995).

Além de existir grande interesse na utilização deste
briconídeo para o repovoamento de reservatórios hidre-
létricos e pisciculturas comerciais, o desenvolvimento
da piscicultura com espécies nativas é de grande interesse
para a conservação da biodiversidade e se constitui
prioridade do IBAMA, de acordo com Conte (1995).

Santos (1981) relata que a carne de piracanjuba
apresenta, além de convidativo aspecto, finíssimo
sabor, podendo rivalizar com os mais saborosos pes-
cados dos rios europeus. É uma espécie arisca, mas
muito apreciada na pesca esportiva, motivo pelo qual
tem sido muito procurada para o povoamento de
tanques em pesque-pagues.

Devido a sua heterogeneidade, o espermatozóide
de peixe ocupa uma posição importante na história da
criobiologia. A diversidade evolucionária e grandes
diferenças na nutrição e natureza resultaram em
consideráveis diferenças entre as propriedades fisio-
lógicas, bioquímicas e morfológicas dos gametas de
peixes. Com isso, tornam-se necessários estudos
visando o desenvolvimento de métodos eficientes de
criopreservação para as diferentes espécies (Drokin
& Bartscherer, 1998).

De forma geral, os espermatozóides dos peixes
são imóveis nos testículos, iniciando sua motilidade
em contato com a água. No caso de espécies de água
doce, a motilidade espermática resulta, principalmente,
da drástica redução da pressão osmótica do meio e
pela diluição das altas concentrações de potássio
(K+) do plasma seminal (BGIP, 1990; Stoss &
Donaldson, 1982; Mutr & Roberts, 1993).

Uma vez que os espermatozóides iniciam o movi-
mento, perdem rapidamente sua reserva de energia.
É possível mantê-los imóveis, quando a pressão osmótica
do meio é suficientemente alta (BGIP, 1990).

Diante da ausência de trabalhos visando à
criopreservação do sêmen de piracanjuba, objetivou-se
estudar o processo, bem como verificar a viabilidade pós-
congelamento dos espermatozóides da referida espécie.

Material e Métodos

Este trabalho foi conduzido na Estação Experi-
mental da Usina Hidrelétrica da Companhia Energética
do Estado de Minas Gerais (CEMIG), em Itutinga-
MG e no Laboratório de Fisiologia e Farmacologia da

Universidade Federal de Lavras (UFLA), em La-
vras-MG. O processo de coleta e o congelamento do
sêmen foram realizados durante o período de repro-
dução 1998-1999. O descongelamento do sêmen,
bem como as análises de suas características pós-
congelamento, foi realizado em agosto de 2001.

Foram utilizados nove reprodutores de piracanjuba
(B. orbignyanus) com peso corporal médio de 566,7 g.
O critério de seleção dos exemplares baseou-se na
liberação de esperma após leve pressão abdominal no
sentido ântero-posterior.

 Os peixes selecionados foram submetidos a
hipofisação, recebendo três injeções intramusculares
de  extrato de hipófise de carpa (EHC). A primeira
dose, chamada “prévia”, foi de 0,25 mg de EHC/kg.
Após intervalo de 8 horas, administrou-se uma segunda
dose de 0,4 mg de EHC/kg, chamada de primeira
“aplicação efetiva”, e 12 horas depois realizou-se uma
segunda “aplicação efetiva” de 4,0 mg de EHC/kg .

O sêmen foi extraído, individualmente, de cada
reprodutor através de massagem abdominal ântero-
posterior e coletado separadamente em tubos de
ensaio graduados, os quais foram colocados em água
a temperatura de 28ºC e protegido da luz.

Para o congelamento do sêmen foram utilizados
dois diluidores:

1. Diluidor 1 (D1) – Glicose 5%, dimetil sulfóxido
10% e gema de ovo 5%, em água destilada;

2. Diluidor 2 (D2) – Dimetil sulfóxido 10% e gema
de ovo 5%, em água de côco.

Logo após a diluição, os parâmetros de motilidade
espermática e duração da motilidade foram avaliados
com auxílio de microscopia óptica utilizando aumento
de 400 X.

O sêmen então foi acondicionado em palhetes de
plásticos de 0,5 mL e colocado em contato com vapor
de nitrogênio líquido em recipiente criogênico “termo
seco” canadense. Posteriormente, os palhetes foram
transferidos para botijões criogênicos convencionais
e submersos no nitrogênio líquido, onde ficaram ar-
mazenados durante 33 meses aproximadamente.

Para o processo de descongelamento, foram uti-
lizadas duas temperaturas, com tempos diferentes.
Um grupo de palhetes foi descongelado em banho-
maria à temperatura de 60ºC por 5 segundos e outro
grupo, descongelado em banho-maria à temperatura
de 50ºC por 10 segundos.

Foi utilizado como ativador de motilidade espermática
pós-congelamento bicarbonato de sódio 1% (Murgas et
al, 1998).  Em seguida, foi analisado o material seminal
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submetido a D1 e D2 com cada um dos diferentes tipos
de descongelamento, em microscópio óptico (400 e
1000x). Os parâmetros analisados foram a porcenta-
gem de motilidade, a duração da motilidade (segundos)
e porcentagem de espermatozóides vivos.

A avaliação da motilidade e sua duração foram
realizadas em lâmina com uma gota de sêmen e uma
gota do ativador de motilidade espermática (bicarbo-
nato de Sódio 1%), levada ao microscópio e observada
em aumento de 400X. A valorização da motilidade
dos espermatozóides baseou-se na estimativa da
porcentagem de células móveis no campo focalizado,
segundo a escala arbitrária de 0 a 100% (Silva et al.
1998). A duração da motilidade espermática foi
medida com o auxílio de um cronômetro comum, até
baixar a 10% de células móveis.

Para avaliação da integridade de membrana, foi
usado o corante eosina-nigrosina.

Após descongelamento e at ivação dos
espermatozóides com bicarbonato de sódio a 1%, foi
elaborado um esfregaço em uma lâmina, na qual
foram colocadas uma gota de sêmen e uma de
corante,  seco ao ar e levado ao microscópio óptico
(1000x). Foram identificadas 100 células para veri-
ficação de espermatozóides vivos que não se coram
e os mortos que absorveram o corante, tornando-se
de coloração avermelhada.

Utilizou-se um delineamento inteiramente ao acaso
com seis repetições e os tratamentos dispostos em
uma estrutura fatorial 2 x 2.

O modelo estatístico do experimento foi o seguinte:
Yijk = m + ai + bj + (ab)ij + eijk

em que Yijk = característica avaliada, referente ao
diluidor i e descongelamento j, na repetição k;
m =  média geral; ai  =  efeito do diluidor i, sendo i =
1 e 2; bj  =  efeito do descongelamento j, sendo j = 1
e 2; (ab)ij = efeito da interação entre o diluidor i e o
descongelamento j; eijk = erro aleatório associado a
cada observação, considerado normal e independemente
distribuído com média 0 e variância σ2.

Os resultados obtidos foram submetidos à análise
estatística através do pacote computacional Sisteme
de Análise de Variâncias SISVAR (Ferreira, 1999),
sendo as médias comparadas pelo teste Tukey.

Resultados e Discussão

 A análise de variância para os parâmetros ava-
liados (motilidade, duração da motilidade e percenta-
gem de espermatozóides vivos) mostrou que não

houve diferença significativa (P>0,05) entre as duas
temperaturas de descongelamento e entre os diluidores
utilizados. Entre a motilidade espermática e porcen-
tagem de espermatozóides vivos  sua interação apre-
sentou significância (P<0,05).

O valor médio observado para a motilidade no
sêmen in natura pré-congelamento foi de 97,77%.
Após diluição do sêmen com o diluidor com glicose
5%, o resultado para motilidade média foi de 73,33%
e para o sêmen com o diluidor com água de côco foi
de 75,55%. Os resultados aqui constatados são seme-
lhantes aos mostrados por Franciscatto et al (2001),
que, trabalhando com a piapara (Leporinus
obtisidens), obtiveram 88,21% de motilidade média
no sêmen in natura. Os resultados da motilidade
espermática observada após o descongelamento do
sêmen usando como diluidores glicose 5% (D1) e a
água de côco (D2), com os diferentes tipos de des-
congelamento, estão apresentados na Tabela 1.

Houve diferença significativa (P>0,05) para a
motilidade espermática, observada no descongela-
mento a 50ºC durante 10 segundos, utilizando os
diferentes diluidores mostrando D1 (glicose 5%) com
melhor resultado que D2 (água de côco).  Diferente-
mente, no descongelamento a 60ºC durante 5 segun-
dos, o diluidor D2  e D1 apresentaram resultados
semelhantes (P>0,05). Esses resultados são superio-
res aos observados por Silva et al (1998), que traba-
lhando com a espécie pacu (Piractus
mesopotamicus), encontraram taxas de motilidade
de 30 e 53% para sêmen dessa espécie após o
descongelamento. Mello et al. (1998), também traba-
lhando com pacu, obtiveram resultados de motilidade
após descongelamento de 10% em sêmen com glicose
e de 5% de sêmen com água de côco in natura e com
LMN (diluidor à base de EDTA), obtendo resultados
de valor inferior aos desse experimento, principal-
mente com relação ao diluidor água de côco. Os
resultados médios da duração da motilidade
espermática observada pré-congelamento foram de
182,66 segundos para sêmen in natura, 46,44 segun-
dos para sêmen diluído com D1 e de 47,88 segundos
para sêmen diluído com D2. Os resultados médios
alcançados por Franciscatto et al. (2001), para dura-
ção da motilidade, foram de 121,79 segundos, próxi-
mos aos encontrados nesse experimento, que, após o
descongelamento do sêmen usando como diluidores a
glicose 5% (D1) e a água de côco (D2) em tempera-
tura de 50ºC durante 10 segundos e a 60ºC durante 5
segundos, mostrou resultados de duração da motilidade
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espermática, apresentados na Tabela 2.
Os valores encontrados por Silva et al. (1998),

para duração da motilidade de sêmen de curimba
(Prochilodus lineatus) e piapara (Leporinus
elongatus e L. obtusidens), após 6 e 18h de
resfriamento foram de: 65 e 54 segundos para
P. lineatus, 49 e 0 para L. elongatus, 155 e 76
segundos para L. obtusidens, respectivamente,
diferem da média encontrada neste estudo, estes
dados de duração da motilidade são de grande
importância na prática, pois visam a programação nos
trabalhos de fertilização in vitro para esta espécie.

Os resultados da percentagem de espermatozóides
vivos são mostrados na Tabela 3.

A interação das temperaturas de descongela-
mento com os diluidores apresentou efeitos diferen-
tes (P<0,05), mostrando melhores resultados quando
associado à temperatura de descongelamento a 50ºC
durante 10 segundos com o diluidor D1 (Glicose 5%).

Houve também significância para o desdobramento
do diluidor dentro de cada nível de descongelamento
(P<0,01) para a percentagem de vivos indicando a
temperatura de descongelamento a 50ºC durante 10
segundos com melhores resultados quando utilizado
juntamente com o diluidor D1.

Considerável progresso tem sido obtido recente-
mente no desenvolvimento de técnicas para a preser-
vação de sêmen de peixes, sendo o processo
criobiológico averiguado como mais eficiente (Stoss
& Donaldson, 1982). A preservação desses gametas
pode apresentar um papel importante, sobretudo fa-
vorecendo a instalação de programas genéticos e
possibilitando a formação de bancos genéticos de
espécies ameaçadas (Harvey, 1982).

Conclusões

O sêmen da piracanjuba (B. orbignyanus) após
descongelamento apresentou motilidade espermática
e duração da motilidade espermática compatível com
a prática de fertilização in vitro quando utilizados
descongelamentos a 50ºC durante 10 segundos e
diluidor com glicose 5% para a criopreservação do
sêmen. Outros trabalhos deverão ser realizados a fim
de verificar a taxa de fertilidade do sêmen, um
parâmetro importante para avaliação de processos de
criopreservação.
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