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RESUMO

A fim de subsidiar trabalhos de reproducéo artificial de piabd@rigaon insignisforam analisadas as
caracteristicas seminais apoés a aplicagdo de 3 Ul de hCG/g do peso.comgxgatimento foi realizado no

periodo de janeiro/fevereiro-96 e em fevereiro-97, utilizando 50 machos maduros, com idades variando
entre 3 e 5 anos e que estavam liberando sémen com motilidade espermética de, no minimo, 80%. O plantel
de reprodutores pertencia a Estacao Experimental da Se¢éo de Hidrobiologia e Aquicultura da Companhia
Energética de Sao Paulo, na cidade de Paraibuna, SP. Os exemplares apresentaram, em média, 29,3 cm de
comprimento e 229,3 g de peso total e liberaram sémen de coloragéo branco leitosa. Dezesseis horas ap6s
a aplicacdo hormonal, as caracteristicas seminais foram avaliadas, e os valores estimados pelo intervalo de
confianga de 95% foram: volume seminal, 4,41 a 4,96 mL; motilidade espermatica subjetiva direta, 90,10 a
91,70%; porcentagem de espermatozoides vivos, determinada pelo método da coloracéo diferencial, 90,47
a91,50% e concentracdo de espermatozoides, 2448wt 25,10 x 1¥mme. Nao se evidenciou diferenca
significativa entre o porcentual de células espermaticas vivas, obtido através do exame direto subjetivo, e
aquele obtido pela contagem do nimero de espermatozdides vivos, ndo corados, através do método de
coloracgédo diferencial, quando aplicado o teste de qui-quadrado, no nivel de 5% de significancia. Durante

o desenvolvimento do experimento, a temperatura da agua foi dé@6 + 1

Palavras-chave peixe, piabanh&rycon insigniscaracteristicas seminais, sémen

ABSTRACT

In order to subsidize studies about artificial reproduction of piab&negninsignis it was investigated

the seminal characteristics after application of 3 IU/g of hCG (human Chorionic Gonadotropin). The
experiment was developed during the periods of January-February/96 and February/97, utilizing 50 three
to five years-old mature males, which were liberating semen with a minimum sperm motility of 80%. The
males were maintained at Experimental Station of Hidrobiology and Aquaculture Section, of Companhia
Energética de S&o Paulo, in Paraibuna, Sdo Paulo State. The males presented an average of 29.3 cm of
length and of 229.3 of total weight and liberated a milky white semen. Sexteen hours after the aplication of
the hormone, the seminal characteristics were examined and the values obtained, when estimated by
confidence interval (95%), were: semen volume, 4.41 to 4.96 mL; sperm motility, 90.10 to 91.70%, percentage
of live sperm by differential staining method, 90.47 to 91.50% and spermatic concentration, 2&mB 10

to 25.10 x 1&mm?. There was no statistically significant difference between the percentage of sperm
motility by microscopic examination and the percentage of live sperm obtained by differential staining
method, when applied the chi-square test (p< 0.05). During the development of the experiment, the water
temperature was 26 + 1°C.
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Introducéo Brycon, classificada comdrycon insignispor
Steindachner, em 1876 ¢WLER, 1950).
Piabanha é a denominacao regional de espécieonsiderada espécie de grande porte, atingindo
de peixe de agudoce pertencente a familia aproximadamente 8,0 a 10,0 kg de peso, ocorre
Characidae, subfamilia Bryconinae, génerosomente na bacia do Rio Paraiba do Soiv{ia,
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1984; SnTos, 1987; RRrREIRA, 1986). Na década de total (cm) e peso total (g).
50, chegou a ocupar lugar de destaque na economia Cinqlienta machos foram selecionados por
de certos municipios da regido, sendd aspécie avaliacdo macro e microscépica de amostras de
mais capturada na pesca comerciah¢Mipo e  sémen, obtidas por massagem abdominal realizada
ABREU, 1952). no sentido antero-posterior; em seguida, os machos
Segundo Sicapo et al. (1997), o periodo foram distribuidos em tanques de cimento com
reprodutivo da espécie estende-se de dezembrocapacidade de 2000 litros, com agua corrente,
fevereiro, 0 macho esta apto a reproduzir-se nanotando-se a temperatura da agua durante o
segundo ano de vida, quando alcanca cerca de 20,0 dlesenvolvimento do experimento.
de comprimento, e afémea, a partir do terceiroano Macroscopicamente, o sémen foi analisado
de vida, apoés atingir 25,0 cm de comprimento totalquanto a coloracgéo e fluidez e, microscopicamente,
A fecundacéao dos 6vulos é externa e a desova ocorgaianto a motilidade dos espermatozéides.
guando o nivel das aguas esta em ascensdo em virtudeOs machos que liberaram sémen viscoso, de
das chuvas de verdo. A incubacdo dos ovos éoloracdo esbranquicadamtilidade espermatica
realizada em lagoas marginais ou em areas dmédia de 80%, foram selecionados e receberam
remanso, onde os alevinos encontram alimento ema Unica injecao intraperitonial de gonadotropina
refligio para seu desenvolvimento. A sobrevivénciaoridnica humana (hCG-ré&gnyl), na dosagem de
dessa espécie encontra-se bastante ameacada p@ldl/g de peso.
poluicdo do Rio Paraiba através do lancamento de Dezesseis horas ap6s o tratamento hormonal,
esgoto doméstico, industrial e agropecuario, comogomo preconiza Kawvoto et al. (1996), os machos
também, pela introducdo do dourad®alfninus foram anestesiados individualmente em solugéo de
maxillosug, um voraz predador. Estes fatores, mentol, e, apds a secagem completa da regido urogenital,
associados a constru¢do da Usina Hidrelétrica de sémen foi coletado em tubos de ensaio graduados,
Paraibuna/Paraitinga, que alterou a dindmica do riatravés de compressao do abdémen, realizada
impedindo que as espécies reofilicas realizasseruidadosamente no sentido antero-posterior, até os
migragao reprodutiva, comprometeram seriament@rimeiros snais de sangramento. De cada amostra
a perpetuacdo dessas espécies. coletada foram analisadas as seguintes caracteristicas:
Com a reducédo acentuada dos estoques naturais Volume de sémenbservado no préprio tubo de
torna-se necessaria a adocao de estratégiasleta, anotando-se a quantidade em mililitros (mL).
adequadas para a obtencao de alevinos em cativeiro. Cor do sémenindica uma maior ou menor
Portanto, o presente estudo tem o objetivo deuantidade de fluido seminal, que tera influéncia direta
conhecer as caracteristicas seminais dos reprodutonea concentracdo de espermatozoéides e conseqien-
de Brycon insignis,ap6s a indugdo hormonal, temente, na cor do sémen. A presenca de fezes, urina
visando subsidiar trabalhos de reproducéo induzida@u sangue sera um fator limitante para o aprovei-

criopreservacao do sémen. tamento do material.
Motilidade espermatica observada sob
Material e Métodos microscopio de contraste de fase (400 x), misturando-

se sobre uma lamina uma gota de sémen com duas

O experimento foi desenvolvido na Estacdode solucdo de bicarbonato de sédio a 1%. A
Experimental da Secao de Hidrobiologia eestimativa da percentagem de células méveis seguiu
Aquicultura, pertencente a CESP (Companhiaa escala arbitraria de 0 a 100%, segundasSury
Energética de S&o Paulo), e localizada na cidade deVaNDEMARK (1964).
Paraibuna, SP. Foram utilizados reprodutores de Porcentagem de espermatozéides vivos
piabanhaBrycon insignis com idades variando avaliada através da coloragdo diferenciaforam
entre 3 e 5 anos e mantidos em viveiros de 600 mcolocadas separadamente, sobre uma lamina, uma
com fundo de terra. Apdés a captura, com auxilio dgota de sémen, pouco mais de duas gotas de eosina
rede de arrasto, foram transportados vivos até B (solucdo a 5%) e a mesma quantidade de nigrosina
laboratério em recipientes plasticos contendo cercésolucdo a 10%). Misturaram-se cuidadosamente,
de 40 litros de agua. No laboratério, os exemplaresuma seqiiéncia rapida, os corantes ao sémen. Fez-
foram anestesiados individualmente em solugédo dee um esfregaco em outra lamina, seguindo-se a
mentol a uma concentracao de 100 ppm (em 10 litrocnica utilizada para esfregacos sangiineos, sendo
de agua), para obtencao de dados de comprimengste seco sobre chama, completando a operacao no
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maximo em um minuto como recomendeoB  hCG indicou que a elevacdo dos niveis de
(1950). A leitura foi realizada em microscopio de gonadotropina (GtH) circulante induz a espermiacéo
contraste de fasBIALUX 20, com objetiva de e a hidratagcdo seminal.
imers&o (100x). Os espermatozdides séo permeaveis A qualidade do sémen geralmente é avaliada pela
a eosina, corando-se em vermelho, enquanto que @gensidade de motilidade, baseada na porcentagem
células vivas permanecem ndo coradas. Ade células espermaticas moveis observada no campo
observacao do material foi feita aproximadamente Znicroscopico, comoeabcrito em KvamoTo et al
horas apds a coleta. (1985), KavamoTo; FoGLI DA SILVEIRA; GODINHO
Concentragdo de espermatozoiges mnt. 0 (1986); FocLi pa SLvEIRA et al. (1990); BLLARD €
sémen de cada amostra foi diluido em pipeta de Thom@osson (1992); BLiLarp; CossoN Criv (1993);
para globulos vermelhos, utilizando-se formol salinoL inHarT et al. (1995); KavamoTo et al. (1996).
(Hancock, 1957). A contagem do numero de Atualmente, diversos pesquisadores realizam essa
espermatozdides foi realizada em camaravaliagdo utilizando programas demputador
hematimétrica tipo Neubauer “Improved”, sob (LannsTeineret al, 1995; 1997; GrisTet al, 1996;
microscopio de contraste de fase com objetiva 40xXRaviNDERr et al., 1997).
A média das contagens feitas em dois reticulos foi Uma caracteristica do sémen de piabanha, como
multiplicada por 50000. ocorre na maioria dos peixes de agua doce, é a curta
Dos dados obtidos foram calculados os valoreguracéo da motilidade dos espermatozéides. Quando
médios, o desvio padréo, o coeficiente de variacdo e sémen ¢ diluido em agua doce ou destilada, a
o limite de confianca. duracdo da motilidade é de aproximadamente 40
Para comparar as porcentagens de motilidadeegundos. O periodo de motilidade é curto devido a
espermatica e as de espermatozdides vivos obtid@scapacidade de a mitocondria satisfazer a elevada
pela coloracéao diferencial, foi empregado o teste ddemanda energética do flagelou(Brp, 1992). A
qui-quadrado, em nivel de 5% de significancies  adig&o da solugao de NaHC®1% (SeiN e BavrLE,

et al, 2000). 1978), como diluente do sémen, aumenta o periodo
de motilidade dos espermatozoides, fato comprovado
Resultados e Discusséo por KavamoTo; FocLi bA SiLVEIRA; CARVALHO FiLHO

(1985), que verificaram motilidade média igual a

Os 50 exemplares selecionados de piabanh&4,45% no sémen @almo irideussibbons ativado
Brycon insignis,apresentaram comprimento total com agua e por Kamoto et al (1987), em sémen
variando entre 26,5 e 34,0 centimetros (média de 29 &ivado com NAHCQ a 1%, em que a motilidade
+ 1,8 cm) e peso total, entre 146,0 e 353,0 gramagas células espermaticas atingiu valor médio de
(média de 229,3 + 45,8 g). Dezesseis horas ap6s3D,65% e mantiveram-se moveis por cerca de 1
aplicacéo hormonal os machos liberaram sémen fluidminuto. A motilidade espermatica estimada para o
e de coloragao branco-leitosa. Durante o experiment@acu Piaractus mesopotamicuspds estimulagio
atemperatura da agua dos tanques de cimento oscilagrmonal foi em média 89%, segundavifioTo
entre 25 e 27C. (1998). Estes valores estdo bem préximos do valor

O volume de sémen variou de 4,41 a 4,96 mlmédio de 90,9%, encontrado p&e/con insignis
considerando-se intervalo de confianca de 95% como presente experimento.
media de 4,68 mL (Tabela 1), sendo superior a0 A avaliagdo dos espermatozdides, pelo método
volume encontrado eRhamdia hilarii(1,15 mL),  da colorac&o diferencial em vivos e mortosdi,
por FocLibA SLveERA; KavamoTo; NARAHARA (1985)  1950) demonstrou que os exemplares de piabanha
e emProchilodus scrofg1,10 mL), por Kvamoto;  apresentaram valor médio de células vivas igual a
FocLi pA SLvEiRA; GopinHo (1986) injetados com hCG.  91,21%. Este valor é superior a 89,13%, descrito por
Todavia, foi proximo de 5,02 mL, coletados de KavamoTo; FocLi bA SiLVEIRA; GobinHo (1986) para
exemplares dé’iaractus mesopotamicugue exemplares d@rochilodus scrofacapturados no
receberam aplicacdo do mesmo hormonas(Foa Rio Mogi-Guacu, e aquele encontrado pabfSHo
Sivera etal, 1990) Romacosa (1998) verificou que et al (1984) em animais mantidos em confinamento.
os machos dBryconcephalugproduzem em média  Ainda, foi superior ao valor médio de 86,73%, relatado
7,0 mL de sémen, apos 4 horas de agdo hormongor Kavamoto e FocLl ba SiLvelira (1986) para
De acordo com KeavasHi; AINDA; Hanvu (1986), 0 Rhamdia hilarii Entretanto, foi inferior a 97,01%,
aumento da producdo de sémen apos aplicacdo galor obtido por RisourcH (1966) paraCarassius
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Tabela 1.Dados individualizados de volume seminal (mL); motilidade esperméatica (%); espermatozoides vivos (%) e
concentracdo espermatica fie espermatozoéides xfim?®), com seus respectivos valores médios ( x ), desvios padrao
(s),coeficientes de variabilidade de Pearson (CV) e intervalos de confianca (IC), utilizando a distribuicdo “t” de student
para 95% de confianca, em 50 machos de piab&meon insignis16 horas apos a aplicacdo de hCG

N° Volume Motilidade Espermatozoides Concentragéo
seminal espermética vivos espermética
1 3,90 90,00 89,64 22,78
2 4,00 90,00 89,93 24,65
3 3,90 90,00 90,40 24,60
4 4,00 95,00 93,88 22,25
5 6,00 90,00 91,73 26,95
6 5,50 90,00 89,32 25,25
7 3,80 95,00 93,70 25,20
8 6,00 90,00 90,28 25,80
9 7,00 90,00 91,13 25,45
10 3,80 90,00 88,65 22,95
11 4,00 90,00 89,11 24,80
12 3,90 90,00 90,31 26,45
13 4,00 90,00 90,95 25,35
14 6,00 95,00 95,56 24,65
15 6,00 90,00 89,57 26,50
16 5,50 90,00 92,76 25,00
17 4,00 90,00 90,48 23,45
18 4,00 90,00 89,18 23,75
19 4,00 95,00 96,19 23,50
20 4,00 90,00 89,96 25,25
21 4,80 95,00 95,76 23,90
22 5,80 90,00 91,55 25,30
23 5,00 95,00 93,31 24,70
24 4,50 95,00 96,55 25,70
25 4,20 90,00 91,30 25,50
26 4,30 90,00 91,50 25,95
27 3,90 95,00 94,46 24,50
28 5,00 90,00 90,46 22,05
29 4,00 95,00 92,40 25,00
30 4,50 90,00 94,80 24,70
31 5,00 95,00 93,75 22,50
32 4,00 95,00 97,00 26,50
33 4,50 90,00 92,76 24,25
34 6,00 95,00 93,62 26,12
35 4,00 85,00 88,12 23,77
36 4,30 90,00 91,39 22,15
37 4,50 90,00 86,00 26,05
38 3,90 90,00 89,00 24,85
39 6,00 90,00 90,23 25,55
40 7,00 85,00 87,60 24,50
41 4,20 90,00 88,26 24,95
42 7,00 90,00 90,37 24,35
43 4,30 90,00 91,09 25,67
44 6,00 95,00 85,02 25,15
45 3,80 90,00 89,12 25,05
46 3,90 90,00 91,10 26,00
47 4,20 85,00 89,00 25,00
48 4,30 90,00 91,00 25,56
49 3,90 85,00 90,00 24,78
50 4,10 90,00 91,12 23,56
- X= 4,68 90,90 91,21 24,76
e[S = 095 2,80 2,60 1,18
a G.L_’) CV%= 20,38 3,10 2,85 4,63
IC=44-49 90,1-91,7 90,5-91,5 24,4 —-25,1

auratus,e a 93,73%, observado ponKmvoto (1993)  estreita relacdo, apresentando valores médios de
paraProchilodus scrofa 90,90% e 91,21%, respectivamente. Com a

Para os machos de piabanha, a avaliacéo diregplicacdo do teste do qui-quadrado, verificou-se
subjetiva da motilidaddas células espermaticas e ndo haver diferenga estatistica significativa no nivel
o exame objetivo obtido pela coloracdo diferenciade 5% de probabilidade, entre os valores da
de espermatozoéides vivos e mortos, mostrararmotilidade espermatica obtidos atravésgaiacéo
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direta subjetiva e da objetiva descrita pasns(1950)
(Tabela 1). Esses resultados corroboram as
observacdes derlBourcH (1966) e KvamoTo e FocLl
DA SLVEIRA (1986), par&®hamdia hilarii eKavamoTo
et al.(1985) e KvamoTo (1996), par&almo irideus
e Prochilodus scrofarespectivamente.

Segundo SLIsBURY e VANDEMARK (1964), a

determinacdo da concentracao espermatica € um

dado fundamental na rotina da reproducg&o artificial,

BiLLArD, R. 1974 La production spermatogénétique de la

truite arc-en-ciel au cours du premier cycle
reproducteuBull. Fr. Pisc, 253139-149.

1992 Reproduction in rainbow trout: sex
differentiation dynamics of gametogenesis, biology
and preservation of gametefiquaculture
Amsterdam100(4):263-298.

; BRETON, B.; JhLABERT, B. 1981 La production

no sentido de se conhecer a quantidade de material spermatogénétique chez la truien. Biol. Anim.
fecundante. No presente estudo, observou-se média Bioch. Biophys 11(2):199-212.

de 24,76 x 1D espermatozoides/ninde sémen
(Tabela 1). Este valor é inferior ao observado por.
KavamoTo € FocLl ba Sivelra (1986) emRhamdia
hilarii (66,53 x 10espermatozoéides/nijn por FocL

DA Sivelra et al (1990) em Piaractus
mesopotamicu8,09 x 10espermatozoides/nin

e por Kavamoto (1993) emProchilodus scrofa
(26,18 x 10 espermatozéides/min quando
injetados com hCEntretanto, € superior aos limites
de 15,30 x 10e 20,69 x 1Despermatoziides/nim
obtidos respectivamente pon.Barp; BRETON;
JALABERT (1981) e B.LAarRD (1974) emSalmo
gairdneri.

Conclusoes

- Os machos de piabantirycon insignisapos
16 horas ap6s a inducdo hormonal produziram
em média 4,68 mL de sémen;

- O valor da motilidade espermatica, estimado
através da observacao direta subjetiva e
aquele obtido pela contagem do numero de
células vivas, pela coloracao diferencial, sao
em média 90,90 e 91,21%, respectivamente,
nao sendo encontrada diferenca estatistica
significativa, a 5% de probabilidade?x0,005);

- A concentracdo de células espermaticas foi em
média 24,76 x 10mn?.
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