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Avaliacdo Esper matica Pos-Descongelamento em Piracanjuba (Brycon orbignyanus,
Vallenciennes, 1849)

Luis David Solis Murgas!, Renan Toledo Franciscatto?, Anna Graciela Oliveira Santos3

RESUM O - O experimento foi realizado com o objetivo de testar o efeito de dois meios diluidores (Glicose 5% e agua de cbco) ho
congel amento do sémen de piracanjuba (Brycon orbignyanus, Vallenciennes, 1849) e dois descongel amentos do sémen (60°C durante
5 segundos e 50°C durante 10 segundos). Foi utilizado como ativador da motilidade espermatica pds-descongel amento o bicarbonato
desodio 1%. Umfatorial 2x 2foi utilizado para analisar o efeito dosdoismodel os de descongel amento edosdiluidores sobreamotilidade
esperméti capos-descongel amento, suaduragdo e porcentagem de espermatoz6i desvivos pos-descongel amento. A motilidade espermatica
p6s-descongelamento médiafoi de 74,17 + 22,45%, quando se utilizou aglicose 5% como diluidor e descongelamento a50°C, durante 10
segundos, observando-se diferenca significativanainteracéo entre diluidor e descongel amento. A duragdo damotilidade esperméticanéo
apresentou diferengaentre os diluidores e descongel amentos, com médiade 153,33 + 59,61 segundos. A porcentagem de espermatozéides
vivos pode ser utilizada para avaliagdo de sémen de peixes e apresentou resultados significativos apenas quando da interagdo entre
descongelamento a 50°C durante 10 segundos e diluidor com glicose 5%. Esta combinag&o foi mais efetivana preservacdo daintegridade
dos espermatoz6ides de piracanjuba pos-descongelamento, com média de 67,83 + 17,67% de espermatoz6i des vivos.

Palavras-chave: Brycon orbignyanus, criopreservagdo, sémen
Sperm Evaluation of PiracanjubaFish (Brycon orbignyanus, Vallenciennes, 1849), after Thawing

ABSTRACT - Theaim of thisexperiment wasto test the effects of two extenders (Glucose 5% and Coconut Water) and two thawing
rates (60°C during 5 secondsand 50°C during 10 seconds) for semen of Piracanjuba(Brycon orbygnianus, Vallencienens, 1849). A solution
of NaHCO; 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 50°C during 10 secondswas 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 ratesshowesthe averageof 153.33 + 59.61 seconds. Thehighest percentage of living spermvalues(67.83 + 17.67%) wasobtai ned
when the combination of glucose 5% and thawing rates of 50°C during 10 seconds was used. This combination was more effective on
the preservation of sperm piracanjuba integrity after freezing.
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Introducéo ¢ao dessa espécie como alternativa para o desenvol-
vimento da piscicultura nas regibes Norte, Centro-

A piracanjuba (Brycon orbignyanus Oeste, Sudeste, Nordeste e Sul do Brasil, segundo

Valenciennes, 1849) éreofilicae encontra-se distri-
buida na bacia do Parana-Uruguai, principalmente
nos Rios Grande e Parana (Castagnolli, 1992).

Este género despertou grande interesse pelas
institui cBes de pesquisanos Ultimos anos, tanto pela
excelente qualidade da carne, quanto pelo héabito
alimentar no ambiente natural, preferencialmente
composto por frutose sementes. Além disso, orapido
crescimento e 0 ganho de peso demonstrados em
criagOes experimentais sdo indicadores para a sele-

Vasques (1997).

Segundo Castagnolli (1992), os briconideos séo
peixesdepiracema (reofilicos) muito dependentesde
alimentos al6ctones (frutos e sementes). Portanto,
foram muito prejudicados pela construgdo de barra-
gens nos rios e desmatamento da vegetacao ciliar.
Além disso, as grandes barragens constituem barreira
intransponivel, na rota migratéria dos peixes de
piracema, que sdo os mais valiosos do ponto devista
da pesca, reduzindo ou eliminando sua eficiéncia
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reprodutivasegundo Bedoreet al. (1999). Essainterrup-
¢donociclonatural daespécieinterferediretamenteno
processo reprodutivo, podendo assim levar a extingéo
das espécies nativas daregido (Silvaet al., 1995).

Alémdeexistir grandeinteresse nautilizagdo deste
briconideo parao repovoamento dereservatorioshidre-
|étricos e pisciculturas comerciais, o desenvolvimento
dapisciculturacom espéciesnativasédegrandeinteresse
para a conservacdo 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, finissimo
sabor, podendo rivalizar com os mais saborosos pes-
cados dos rios europeus. E uma espécie arisca, mas
muito apreciadanapescaesportiva, motivo pelo qual
tem sido muito procurada para 0 povoamento de
tanques em pesgue-pagues.

Devido asuaheterogeneidade, o espermatozoide
depeixeocupaumaposicaoimportantenahistériada
criobiologia. A diversidade evolucionéria e grandes
diferencas na nutricdo e natureza resultaram em
consideraveisdiferencasentre as propriedadesfisio-
|6gicas, biogquimicas e morfol gicas dos gametas de
peixes. Com isso, tornam-se necessarios estudos
visando o desenvolvimento de métodos eficientesde
criopreservacdo para as diferentes espécies (Drokin
& Bartscherer, 1998).

De forma geral, os espermatozoéides dos peixes
sdo imoveis nos testicul os, i niciando sua motilidade
em contato com a agua. No caso de espécies de agua
doce, amotilidade esperméticaresulta, principal mente,
da drastica reducdo da pressdo osmotica do meio e
pela diluicdo das altas concentracdes de potassio
(K*) do plasma seminal (BGIP, 1990; Stoss &
Donaldson, 1982; Mutr & Roberts, 1993).

Umavez que os espermatozoidesiniciam o movi-
mento, perdem rapidamente sua reserva de energia.
E possivel manté-losimoveis, quandoapressio osmatica
do meio é suficientemente alta (BGIP, 1990).

Diante da auséncia de trabalhos visando a
criopreservacdo do sémen de piracanjuba, objetivou-se
estudar o processo, bem comoverificar aviabilidade pés-
congelamento dos espermatozdides dareferida espécie.

Material e Métodos

Este trabalho foi conduzido na Estagdo Experi-
mental daUsinaHidrel étricadaCompanhiaEnergética
do Estado de Minas Gerais (CEMIG), em ltutinga-
MG eno Laboratério deFisiologiae Farmacol ogiada
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Universidade Federal de Lavras (UFLA), em La-
vras-MG. O processo de coleta e o congelamento do
sémen foram realizados durante o periodo de repro-
ducdo 1998-1999. O descongelamento do sémen,
bem como as analises de suas caracteristicas pés-
congelamento, foi realizado em agosto de 2001.

Foram utilizadosnovereprodutoresde piracanjuba
(B. orbignyanus) com peso corporal médio de 566,7 g.
O critério de selegdo dos exemplares baseou-se na
liberac&o de espermaapds|eve pressao abdominal no
sentido antero-posterior.

Os peixes selecionados foram submetidos a
hipofisagéo, recebendo trésinje¢desintramuscul ares
de extrato de hipéfise de carpa (EHC). A primeira
dose, chamada “ prévia’, foi de 0,25 mg de EHC/kg.
Apo6sinterval o de8 horas, administrou-seumasegunda
dose de 0,4 mg de EHC/kg, chamada de primeira
“aplicacdo efetiva’, e 12 horasdepoisrealizou-seuma
segunda “ aplicacdo efetiva’ de 4,0 mg de EHC/Kg .

O sémen foi extraido, individual mente, de cada
reprodutor através de massagem abdominal antero-
posterior e coletado separadamente em tubos de
ensai o graduados, os quaisforam colocados em agua
atemperatura de 28°C e protegido da luz.

Para o congelamento do sémen foram utilizados
doisdiluidores:

1.Diluidor 1(D1) —Glicose 5%, dimetil sulfoxido
10% e gema de ovo 5%, em agua destilada;

2. Diluidor 2(D2) —Dimetil sulféxido 10% egema
de ovo 5%, em agua de céco.

Logo aposadiluicdo, ospardmetrosdemotilidade
espermaticae duragdo damotilidadeforamavaliados
comauxilio demicroscopiadpticautilizando aumento
de 400 X.

O sémen entéo foi acondicionado em palhetes de
pléasticosde 0,5 mL ecolocado em contato com vapor
denitrogénio liquido em recipientecriogénico “termo
seco” canadense. Posteriormente, os palhetes foram
transferidos parabotijdescriogénicosconvencionais
e submersos no nitrogénio liquido, onde ficaram ar-
mazenados durante 33 meses aproxi madamente.

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

Foi utilizadocomoativador demotilidadeespermética
p6s-congelamento bicarbonato de sddio 1% (Murgaset
al, 1998). Em seguida, foi analisado o material seminal
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submetido aD1 e D2 com cadaum dos diferentestipos
de descongelamento, em microscépio Optico (400 e
1000x). Os parametros analisados foram a porcenta-
gemdemotilidade, aduracdo damotilidade (segundos)
e porcentagem de espermatozoides vivos.

A avaliag8o da motilidade e sua duragdo foram
realizadas em |&mina com uma gota de sémen e uma
gotado ativador demotilidade espermética (bicarbo-
nato de Sodio 1%), levadaao microscépio eobservada
em aumento de 400X. A valorizacdo da motilidade
dos espermatozéides baseou-se na estimativa da
porcentagem de célulasmdéveisno campo focalizado,
segundo a escala arbitrariade 0 a100% (Silvaet al.
1998). A duragdo da motilidade espermética foi
medida com o auxilio de um crondmetro comum, até
baixar a 10% de células moveis.

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

Apés descongelamento e ativagcdo dos
espermatozéides com bicarbonato de sddio al%, foi
elaborado um esfregaco em uma lamina, na qual
foram colocadas uma gota de sémen e uma de
corante, seco ao ar e levado ao microscopio optico
(1000x). Foram identificadas 100 células paraveri-
ficacéo de espermatozGides vivos que ndo se coram
e 0s mortos que absorveram o corante, tornando-se
de coloracdo avermelhada.

Utilizou-seumdelineamentointeiramenteao acaso
com seis repeticdes e os tratamentos dispostos em
uma estrutura fatorial 2 x 2.

O model o estatisticodo experimentofoi o seguinte:

Yij=m+a + by + (ab);; + e

em que Y, = caracteristica avaliada, referente ao
diluidor i e descongelamento j, na repeticdo k;
m= médiageral; a = efeitododiluidori, sendoi=
le2; bj = efeito do descongelamento j, sendoj =1
ez, (ab)ij = efeito da interacdo entre o diluidor i e 0
descongelamento j; &, = erro aleatorio associado a
cadaobservagéo, considerado normal eindependemente
distribuido com média 0 e variancias?.

Osresultadosobtidosforam submetidosaanalise
estatisticaatravés do pacote computacional Sisteme
de Andlise de Variancias SISVAR (Ferreira, 1999),
sendo as médias comparadas pelo teste Tukey.

Resultados e Discussao

A andlise de variancia para 0s parametros ava-
liados (motilidade, duracdo damotilidadee percenta-
gem de espermatozdides vivos) mostrou que ndo
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houve diferencgasignificativa (P>0,05) entre as duas
temperaturasdedescongelamento eentreosdiluidores
utilizados. Entre amotilidade espermaticae porcen-
tagem de espermatozoides vivos suainteragdo apre-
sentou significéncia(P<0,05).

O valor médio observado para a motilidade no
sémen in natura pré-congelamento foi de 97,77%.
Apo6s diluicdo do sémen com o diluidor com glicose
5%, o resultado paramotilidade médiafoi de 73,33%
e para o sémen com o diluidor com agua de coco foi
de 75,55%. Osresultados aqui constatados sdo seme-
I hantes aos mostrados por Franciscatto et al (2001),
que, trabalhando com a piapara (Leporinus
obtisidens), obtiveram 88,21% de motilidade média
no sémen in natura. Os resultados da motilidade
espermatica observada ap6ds o descongelamento do
sémen usando como diluidores glicose 5% (D1) ea
agua de coco (D2), com os diferentes tipos de des-
congelamento, estdo apresentados na Tabela 1.

Houve diferenca significativa (P>0,05) para a
motilidade espermética, observada no descongela-
mento a 50°C durante 10 segundos, utilizando os
diferentesdiluidoresmostrando D1 (glicose 5%) com
melhor resultado que D2 (aguade c6co). Diferente-
mente, no descongelamento a 60°C durante 5 segun-
dos, o diluidor D2 e D1 apresentaram resultados
semel hantes (P>0,05). Esses resultados s&o superio-
res aos observados por Silvaet al (1998), que traba-
lhando com a espécie pacu (Piractus
mesopotamicus), encontraram taxas de motilidade
de 30 e 53% para sémen dessa espécie apds o
descongelamento. Melloet al. (1998), tambémtraba-
Ihando com pacu, obtiveram resultadosde motilidade
apo6sdescongelamento de 10% em sémen com glicose
e de 5% de sémen com aguade cbco in natura e com
LMN (diluidor abasede EDTA), obtendo resultados
de valor inferior aos desse experimento, principal-
mente com relagdo ao diluidor &gua de cbco. Os
resultados médios da duracdo da motilidade
espermatica observada pré-congelamento foram de
182,66 segundos para sémen in natura, 46,44 segun-
dos parasémen diluido com D1 e de 47,88 segundos
para sémen diluido com D2. Os resultados médios
alcancados por Franciscatto et al. (2001), para dura-
¢cao damotilidade, foram de 121,79 segundos, proxi-
mMos aos encontrados nesse experimento, que, apos o
descongel amento do sémen usando como diluidoresa
glicose 5% (D1) e aaguade cbco (D2) em tempera-
tura de 50°C durante 10 segundos e a 60°C durante 5
segundos, mostrou resultadosde duragdo damotilidade
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Tabela 1 - Motilidade espermatica observada no sémen
de piracanjuba pds-descongelamento

Tabela 3 - Porcentagem de espermatozoides vivos ob-
servada no sémen de piracanjuba pés-con-

Table 1 - Sperm motility of piracanjuba semen after thawing gelamento . .
— — Table 3 - Percentage of living sperms of piracanjuba after
Descongelamentos  Motilidade espermética (%) freezing
) S

Thawing rates . Sperm motn!lty( %) — Descongelamento  Porcentagem de espermatozoides

Glicose5%(D1) Agua de cbco (D2) Thawing rates Vivos

Glucose 5% (D1) Coconut water (D2) Porcentage of living sperm
50°C/10s 74,17+ 22,45a 56,67+ 13,66a Glicose5%(D1) Aguade coco (D2)
60°C/5s 51,67+14,72b 66,67+ 18,62a Glucose 5% (D1) Coconut water (D2)
Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna néo apresen- 50°C/10s 67,83+17,67a 43,50+11,83a
tam diferengas significativas pelo teste Tukey, em nivel de 5%. 60°C/5s 45 83+ 12.64b 48.00+16.11a

Means in the same column with the same following letters show no significant
differences by Tukey test at 5% probability level.

espermatica, apresentados na Tabela 2.

Os valores encontrados por Silva et al. (1998),
para duragdo da motilidade de sémen de curimba
(Prochilodus lineatus) e piapara (Leporinus
elongatus e L. obtusidens), apds 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 duracédo da motilidade sdo de grande
importancianapratica, poisvisamaprogramagao nos
trabalhos de fertilizac&o in vitro para esta espécie.

Osresultadosdapercentagem de espermatozoéides
Vivos sdo mostrados na Tabela 3.

A interacdo das temperaturas de descongela-
mento com os diluidores apresentou efeitos diferen-
tes(P<0,05), mostrando mel horesresultados quando
associado atemperatura de descongel amento a 50°C
durante 10 segundoscomodiluidor D1 (Glicose5%).

Tabela 2 - Duragéo da motilidade espermatica observa-
da no sémen de piracanjuba p6s-desconge-
lamento

Table 2 - Duration of sperm motility of piracanjuba after
thawing

Descongel amentos
Thawing rates

Durac&o damotilidade
espermética (s)
Duration of sperm motility (s)

Glicose5% (D1) Agua de coco (D2)

Glucose 5% (D1) Coconut water (D2)
50°C/10s 153,33+48,02a 136,33+42,72a
60°C/ 5s 135,67+47,20a 188,00+ 88,45a

Né&o significativo em nivel de 5% de probabilidade.
Not significant at 5% probability level.

R. Bras. Zootec.,Vv.32, n.6, p.1810-1814, 2003 (Supl. 2)

Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna néo apresen-
tam diferengas significativas pelo teste Tukey, em nivel de 5%.
Means in the same column followed by the same letter show no significant
differences by Tukey test at 5% probability level.

Houve também significancia para o desdobramento
dodiluidor dentro de cadanivel de descongelamento
(P<0,01) para a percentagem de vivos indicando a
temperatura de descongelamento a 50°C durante 10
segundos com mel hores resultados quando utilizado
juntamente com o diluidor D1.

Consideravel progresso tem sido obtido recente-
mente no desenvolvimento de técnicas paraapreser-
vacdo de sémen de peixes, sendo 0 processo
criobiol 6gico averiguado como maiseficiente (Stoss
& Donaldson, 1982). A preservagdo desses gametas
pode apresentar um papel importante, sobretudo fa-
vorecendo a instalacdo de programas genéticos e
possibilitando a formacdo de bancos genéticos de
espécies ameacadas (Harvey, 1982).

Conclusdes

O sémen da piracanjuba (B. orbignyanus) apos
descongel amento apresentou motilidade espermética
eduracdo damotilidade espermaticacompativel com
a prética de fertilizagdo in vitro quando utilizados
descongelamentos a 50°C durante 10 segundos e
diluidor com glicose 5% para a criopreservagdo do
sémen. Outrostrabalhosdeverao ser realizadosafim
de verificar a taxa de fertilidade do sémen, um
parametroimportante paraavalia¢éo de processosde
criopreservagao.
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