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Viabilidade Esper matica do Sémen de Piracanjuba (Brycon orbignyanus) Resfriado a 4°C

Luis David Solis Murgas?, Aléssio Batista Miliorini2, Renan Toledo Franciscatto3,
Alexandre Nizio Maria?

RESUM O - Os efeitos de trés meios diluidores (BTS+KCl - D1, BTS+2KCL - D2 e BTS+Citrato de Sédio - D3), considerando
trés diferentes tempos de resfriamento (0, 72 e 144 horas), foram analizados no sémen de Piracanjuba (Brycon orbignyanus) a 4°C.
Testou-se, ainda, a utilidade do meio diluidor BTS (Beltsville Thawing Solution), adicionado a citrato de sddio e cloreto de potassio,
na manuten¢do da imobilidade dos espermatozéides e na conservagdo de caracteristicas do sémen. Resultados satisfatorios foram
encontrados até 144 horas de resfriamento. A motilidade espermética média do sémenin natura foi de 94 + 5,48%, com duragdo média
de 55,6 + 32,25 segundos (s). Para o sémen diluido, as médias da motilidade e sua duragdo foram de 76,00 + 1,86% e
56,6 + 6,54 s, 77,00 £ 1,86% e 54,6 + 6,54 s, e 74,33 + 1,86% e 75,0 £ 6,54 s, respectivamente, para os diluidores D1, D2 e D3. Nao
houve diferencas significativas entre os diluidores, que apresentaram efeitos semelhantes nos diferentes tempos. As analises nos
tempos 0 e 72 horas mostraram motilidades esperméticas superiores aquelas nas 144 horas, embora as duracdes da motilidade
espermética ndo tenham diferido nesses tempos. A concentragdo espermética média do sémen foi de 8,21 + 2,26 X 10° sptz/mL.
Algumas amostras evidenciaram motilidade espermética antes da ativagdo do sémen (pré-ativacdo), principalmente a partir das 96
horas de resfriamento. O meio diluidor BTS pode ser recomendado para conservagédo de sémen de piracanjuba (B. orbignyanus), desde
que sua osmolaridade seja elevada.
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Spermatic Viability of Piracanjuba (Brycon orbignyanus) Semen Cooled at 4°C

ABSTRACT - The experiment was conducted in order to evaluate the effect of 3 diluents BTS+KCI - D1, BTS+2KCL -
D2 and BT S+Sodium Citrate - D3) and three different times (hour 0, 72 hours and 144 hours) in Piracanjuba (Brycon orbignyanus)
semen at 4°C. The assay aimed to test usefulness of BTS (Betsville Thawing Solution) diluent medium, added to Sodium citrate
and Potassium clorate, in maintenance of spermatic immobility and of its conditions to conserve semen characteristics as
spermatic motility rate and duration. Satisfactory results were found until at 144 hours of cooling for this specie. The mean
spermatic motility in the in natura state was 94 + 5.48% with mean duration of 55.6 + 32.25 seconds (s). For diluted semen,
motility and duration means were 76.00 + 1.86% and 56.6 + 6.54 s, 77.00 + 1.86% and 54.6 + 6.54 s, and 74.33 + 1.86% and
75.0 £ 6.54 s, respectivaly, for diluents D1, D2 and D3, in this order. Significant differences were not observed among diluents
and they showed similar effects in at different times. At 0 and 72 h of analysis showed higher spermatic motilities than that
ones at 144 h, but durations of spermatic motility did not show differences in these times. The semen mean spermatic
concentration was 8.21 + 2.26 X 109 sptz/mL. Some samples showed spermatic motility before semen activation (fore-
activation) principally after 96 hours of cooling. Thus, BTS medium diluent may be recommended for fish semen conservation,
since its osmolarity is elevated.
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Introducéo

A busca constante pela otimizagdo de processos
técnicos de preservacao de espermatoz6ides de peixes
responde aos obj etivos econdmicose ecol Ogicosatuais.
A preservacdo de sémen a curto prazo consiste na

manutencdo de sua viabilidade por um periodo de
horas ou dias, usualmente em temperaturas de
refrigeracéo, sendo indicada para facilitar o manegjo,
por dispensar a presenca do macho no ato da
fecundacéo, e também para aumentar a eficiéncia da
reproducéo artificial nas estagfes de piscicultura.
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A técnica € pouco dispendiosa e permite que o
sémen preservado estejaapto afertilizacdo de ovécitos
de fémeas induzidas hormonalmente, em varios
intervalos de tempo, garantindo maior produtividade
no processo de reproducdo e o estudo das
caracteristicas do sémen (Ciereszko & Dabrowski,
1994), além de facilitar seu transporte (Davy &
Chouinard, 1980).

Os peixes de piracema tém tido sua reproducéo e
populac&o negativamente af etadas pela construcéo de
usinas hidrel étricas e modificagéo do curso natural dos
rios pela presenca de grandes lagos artificiais. As
espécies da familia Bryconidae foram
significantemente prejudicadas pela construcdo de
barragens nos rios e pelo desmatamento ciliar.

A piracanjuba (Brycon orbignyanus -
Valenciennes, 1849) ¢ espécie reofilica encontrada na
bacia do Parana-Uruguai, sobretudo nos rios Grande
e Parana (Castagnolli, 1992). Possui excelente
qualidade de carne e rgpido crescimento, podendo
atingir até 80 centimetros de comprimento corporal e
10 quilogramas de massa (Santos, 1981).

Os espermatozdides dos peixes sd0 imoOveis nas
gbnadas e somente apresentam motilidade quando em
contato com a &gua ou outro meio suficientemente
hiposmaético. Nas espécies dulcicolas, a motilidade
espermaticaresulta, sobretudo, daabruptareducdo da
pressdo osmotica do meio e pela diluicdo das altas
concentracOes de ions potassio do plasma seminal
(Stoss & Donaldson, 1982; Mutr & Roberts, 1993).

Analisou-se, neste trabalho, a eficacia do BTS
(Beltsville Thawing Solution-MINITUB®),
recomendado para a criopreservacdo do sémen de
suino, na conservagdo a curto prazo do sémen de
piracanjuba, mediante a adi¢cdo de solutos que
proporcionem imobilidade espermética.

Material e Métodos

Foram utilizadoscinco reprodutoresde piracanjuba
com peso corporal médio de 1,16 kg, alocados em
aquérios com temperatura controlada em 28°C. Os
animais foram submetidos a tratamento hormonal
com Extrato de Hipofise de Carpa (EHC). As
hipofisacbes foram realizadas em duas doses com
intervalo de doze horas, sendo a prévia 0,3 mg de
EHC/kg de peso corporal eaaplicagéo efetiva3,0 mg
de EHC/kg de peso corporal. Antes da coleta, os
animais foram contidos com o auxilio de umatoaha
umedecida sendo a regido do poro genital seca e
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limpa com papel. O critério de selecdo dos espécimes
foi baseado naliberac&o de espermaap0s|eve pressdo
abdominal no sentido crénio-caudal (Woynarovich &
Horvath, 1989).

O sémen foi coletado, aproximadamente, doze
horas apds a Ultima dose de EHC, separadamente em
tubos de ensaio graduados em mililitros, submersos
em agua a 28°C e protegidos da luz. Realizou-se
exame macroscopico do sémen no tubo coletor,
observando-se seu aspecto, sua coloracéo e a
ocorréncia de contaminagdo por sangue, fezes ou
urina. Procedeu-se a andlise do sémen in natura por
meio de ativac8o com &gua destilada verificando sua
motilidade e duracdo. A valorizagdo da motilidade
dos espermatozdides foi baseada na estimativa da
porcentagem de células méveis no campo focalizado
em aumento de 100X em microscopio Optico, segundo
a escala arbitraria de 0 a 100% (Salisbury &
Vandemark, 1964). A duracdo (segundos) da
motilidade espermética, considerada desde a mistura
da &gua destilada até 10% de taxa de motilidade, foi
mensurada com um cronémetro esportivo. O sémen
foi transportado em caixa térmica de isopor, com o
ambiente de resfriamento gerado pela presenca de
gelo reciclavel. A temperatura de transporte oscilou
de 8 a 10°C. Posteriormente, as amostras foram
colocadas em refrigerador comum sob temperatura
constante de 4°C.

A determinacéo da concentracdo espermatica foi
realizadaem cdmarahematimétricacomumaaliquota
de 0,001 mL de sémen diluidaem 1 mL de solucdo de
formol citrato.

Para conservacdo do sémen, utilizaram-se trés
diferentes diluidores:

I.  Diluidor1(D1)-BTSeKCI (quantidadeigual de

KCI que compde 0 BTS)

1. Diluidor 2 (D2) — BTS e KCI (quantidade igual
ao dobro de KCI que compde o BTS)
[11. Diluidor 3 (D3) — BTS e citrato de sddio

(quantidade igual de citrato de sddio que compde

0 BTS).

O sémen foi diluido na propor¢éo de 3:1 (uma
parte de sémen para trés de diluidor) em tubos de
ensaio, de forma a minimizar o choque osmatico, e
mantido nos tubos de ensaio com ar atmosférico
(Marques, 2001). Naavaliagéoinicial —tempo 1 (0h),
analisou-se a imotilidade das células esperméticas
das amostras diluidas e a in natura. O mesmo
processo foi adequado as andlises das amostras nos
tempos 2 (72 h) e 3 (144 h).
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Utilizou-se delineamento intelramente ao acaso, com
cinco repeticbes e tratamentos dispostos em estrutura
fatorial 3 x 3 (diluidores x tempos de resfriamento).

Osresultados obtidos foram submetidos aanalise
estatisticapor meiodo Sistemade AndlisedeVariancia
(SISVAR — Ferreira, 1999) e as médias foram
comparadas pelo teste Tukey.

Resultados e Discussao

De acordo com os dados obtidos na avaliagéo do
sémenin natura a28°C, osresultados das estimativas
da motilidade espermética e sua duragéo oscilaram
de 90 a 100%, e de 36 a 113 segundos, com média de
94,00 + 5,48% e 55,60 + 32,25 segundos,
respectivamente. Kabeyaet al. (1998), paraamesma
temperatura, obteve com piapara (Leporinus
obtusidens) médias de 81,07% e de 216,59 s para
motilidade dos espermatozéides. Cruz (2001),
trabalhando com curimbaté (Prochilodus lineatus),
verificoutaxaeduragdo paraamotilidade espermética
do sémen fresco de 90,00 + 0,00% e 111,40 + 86,50 s,
respectivamente. Osresultadosdaanalisedevariancia
comprovam gue ndo houve diferenca significativa
dos diluidores em relagcdo a motilidade espermatica
do sémen resfriado de piracanjuba dentro dos tempos
considerados (P>0,05), embora os diluidores com
adicéo de KCI tenham apresentado dados superiores
(Tabelal). Entretanto, verificou-seque, nosdiferentes
tempos, as motilidades médias do sémen analisado
foram significativamentediferentes (P<0,01), ou sgja,
0 sémen de piracanjuba resfriado a 4°C apresentou
qualidade superior até 72 horas de resfriamento.

Em peixes da mesma espécie, Marques (2001)
constatou taxas de motilidade espermatica de 50,00 £
0,00%, em saco com oxigénio, e 25,00 + 7,00%, em
tubo de ensaio, apds 12 horas de resfriamento com
gelo ou termogel. Murgas et al. (1998) encontraram
taxa de 60% de motilidade do sémen criopreservado,
usando o diluidor &guade coco. Santana(1998) relata
para o pacu (Piaractus mesopotamicus) motilidade
médiade 23,75 + 15,44% do sémen, apos 24 horas de
resfriamento a 4°C. Na presenca do diluidor D3,
foram observadas formagdes de grumos que incluiam
a maioria dos espermatozdides.

A taxa média de motilidade espermética foi de
58,33 + 4,57% as 72 horas de resfriamento a 4°C do
sémen de pacu (Piaractus mesopotamicus), sob
ativacdo de bicarbonato de sodio (1%) e diluicéo do
sémen com BTS e adicionado ao dimetilsulféxido
(DM SO0), na concentragéo de 10%. Franciscatto et
al. (2002) utilizaram, em vez de DM SO, citrato de
sodio e iodeto de potéssio no resfriamento do sémen
de curimba (Prochilodus lineatus) e obtiveram
resultados médios de 43,60 + 3,92% de motilidade
meédia até 168 horas apds o inicio do resfriamento
aguela mesma temperatura.

Os resultados da andlise de variéncia ainda
evidenciam que os diluidores continuaram
apresentando efeitos semelhantes nos diferentes
tempos quanto a duragdo da motilidade (P>0,05)
(Tabela 2), uma vez que ndo houve diferenca
significativa entre as duragbes da motilidade
observadas (P>0,05), indicando conservagdo da
duracéo da motilidade espermética até as 144 horas
de resfriamento a 4°C do sémen de piracanjuba.

Tabela 1 - Taxas médias para a motilidade espermética, durante o periodo de 144 horas,
para o sémen de piracanjuba (Brycon orbignyanus) resfriado a 4°C

Tabel 1 - Mean motility spermatic rates during 144 hours of piracanjuba (Brycon orbignyanus) semen
cooling at 4°C
Diluidores Temposderesfriamento (h) Médias
Diluters Cooling times (h) Means
0 72 144
BTS+KCI 84,00+ 3,22 79,00+ 3,22 65,00+ 3,22 76,00+ 1,863
BTS+2KCl 83,00+ 3,22 82,00+ 3,22 66,00+ 3,22 77,00+1,863
BTS+CITRATO 86,00+ 3,22 80,00+ 3,22 57,00+ 3,22 74,33+1,863
Médias 82,00+ 1,861 80,33+ 1,86! 62,67+ 1,862 75,00+ 1,07
Means

1.2 Médias seguidas de mesmo ndmero, nas linhas, nédo diferem (P>0,05) entre si.

3 Médias ndo diferem (P>0,05) entre si.

1.2 Means followed by similar numbers, within a row, are not different (P>.05) by Tukey test.

3 Means are not different (P>.05) by Tukey test.
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Tabela 2 - Duragdes (s) médias para a motilidade espermaética, durante o periodo de 144
horas, para o sémen de piracanjuba (Brycon orbignyanus) resfriado a 4°C

Tabel 2 - Mean motility spermatic durations during 144 hours of piracanjuba (Brycon orbignyanus)
semen cooling at 4°C

Diluidores Temposderesfriamento (h) Médias
Diluters Cooling times (h) Means
0 72 144
BTS+KCI 60,40+11,33 56,40+11,33 53,00+11,33 56,00+ 6,542
BTS+2KCI 63,20+11,33 49,40+11,33 51,20+11,33 54,60+ 6,542
BTS+CITRATO 79,00+11,33 86,60+11,33 59,40+11,33 75,00+ 6,542
Médias 67,53+ 6,541 64,13+ 6,541 54,53+ 6,541 62,06+ 3,78
Means

1Médias néo diferem (P>0,05) entre si.
2Médias n&o diferem (P>0,05) entre si.
1 Means are not different (P>.05) by Tukey test.
2 Means are not different (P>.05) by Tukey test.

Marques (2001) verificou duracdo média da
motilidade esperméticaparapiracanjubade 64,00+ 2,83
S, para sémen preservado em saco com oxigénio, e de
59,00 + 5,66 s, para sémen preservado em tubo de
ensaio, proximaaencontrada neste trabalho. Murgas
et al. (1998), obtiveram duracdo médiade 125 spara
a motilidade do sémen de piracanjuba, apés
congelamento com o diluidor &gua de coco, superior
a deste estudo. Os valores descritos por Silva et al.
(1998), para duragdo da motilidade de sémen de
curimba (P. lineatus) e piaparas (Leporinus
elongatus e L. obtusidens), ap6s 18 horas de
resfriamento, foram de 54, 0 e 76 s para P. lineatus,
L elongatus e L. obtusidens, respectivamente.

Osvaloresregistrados por Bedore (1999) foram de
10,00 + 4,30 X 109 células esperméticas (sptz) por
mililitro, pouco superior a0s 8,21 + 2,26 X 109 sptz/mL
agui encontrados. Esse mesmo autor contou 36,6 + 16,5
X 109 sptz/mL em pacu-caranha (P. mesopotamicus),
enquanto Fogli da Silveira et a. (1990) constataram
valores de 28,07 + 8,20 X 10° sptz/mL. Trabalhando
com dourado (Salminus maxillosus), Godinho & Céser
(1995) contaram 4,30 a 10,80 X 109 sptz/mL; com
piapara (L. elongatus), 7,00 a 16,00 X 10° sptz/mL; e
com curimbatépacu (Prochilodus marggravi), 19,20
a26,60 X 10° sptz/mL. Todososval oresdeconcentracio
espermética citados advém de animais também
submetidos a tratamento hormonal.

Conclusdes

O meiodiluidor BTS pode ser usado para o sémen
de piracanjuba, desde que sejam adicionados solutos
adequados em quantidades apropriadas para gerar
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um meio osmoticamente favoravel a inativacéo da
motilidade dos espermatozdides.

O sémen de piracanjubaapresentaboaviabilidade
apos 144 horasderesfriamento, a4°C, quando diluido
em BTS e Citrato de sodio ou KCI.

Mais pesquisas devem ser realizadas com 0 BTS
afimdesecorrigir seu efeito pré-ativador, e aumentar
0 periodo de conservacdo do sémen da piracanjuba.
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