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Resumo

Atualmente existem poucos estudos que possam nos fornecer dados 
pertinentes em relação aos protocolos de criopreservação e reprodução 
artifi cial de peixes. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a utilização 
do sêmen congelado de tambaqui para reprodução artifi cial. Foram 
utilizadas amostras seminais de seis reprodutores e duas fêmeas de 
tambaqui Colossoma macropomum como um. Foram avaliados parâmetros 
de cinética e fertilização tais como: motilidade total (MT; %), velocidade 
curvilínea (VCL; μm.s-1), velocidade linear progressiva (VSL; μm.s-

1) e velocidade média da trajetória (VAP; μm.s-1) Para esta avaliação 
foi utilizado o software Sperm Class analyser (SCA®) acoplado a um 
microscópio óptico. As amostras foram avaliadas nos momentos 2, 4 
e 6 horas para verifi car o tempo de viabilidade da utilização do sêmen 
criopreservado. Para a fertilização foram testadas as seguintes relações 
espermatozoides:ovócito: 50.000:1, 100.000:1, 250.000:1, 500.000:1 
e ativação com três soluções: NaHCO3, NaCl e a água do tanque. Os 
melhores valores da cinética espermática foram observados ao se utilizar 
as soluções de NaHCO3 e NaCl e para os valores de velocidades (VCL, 
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VSL e VAP), apontando o NaHCO3 como melhor ativador para todos os 
parâmetros avaliados. As maiores taxas para fertilização foram obtidas 
com os ativadores NaCl e NaHCO3  nas relações espermatozoides:ovócito 
250.000:1 e 500.000:1. Os ativadores NaCl 230 mOsm/kg e NaHCO3 
230 mOsm/kg apresentaram-se como mais adequados, permitindo o uso 
de relação espermatozoide:ovócito entre 100.000 e 250.000:1 de acordo 
com os parâmetros de cinética e fertilização avaliados.

Palavras-chave: criopreservação, colossoma macropomum, cinética 
espermática, fertilização, sêmen criopreservado.

Introdução

Os estudos sobre a reprodução artifi cial de peixes estão relacionados a 
várias questões atuais tais como: aumento do crescimento populacional 
e consequentemente da demanda por alimentos, a sobrexplotação dos 
recursos pesqueiros e também a defi ciência de dados no setor aquícola. O 
aprimoramento das técnicas de reprodução de peixes comerciais também visa 
atingir uma produção maior e um melhor resultado fi nal aumentando a taxa de 
sobrevivência de peixes e alevinos, ocasionando em bons lucros ao produtor. 

O tambaqui (Colossoma macropomum) é uma espécie nativa migratória da 
região amazônica de grande importância econômica para a piscicultura devido 
à grande demanda que o mercado atual exerce para produção comercial dessa 
espécie (CARNEIRO, 2007). Peixes migratórios não apresentam capacidade 
de desovar em ambientes lênticos, devido à falta de qualidades ambientais 
adequadas para a reprodução, como migração, profundidade ou corredeiras 
(MYLONAS et al., 2010 citado por SOLIS-MURGAS et al., 2011).

 Portanto, a reprodução artifi cial dos seus ciclos reprodutivos demonstra 
ser uma técnica efi caz para induzir a desova e a espermiação dos peixes, 
ocasionando numa reprodução dos mesmos em qualquer momento desejado 
e em condições de cativeiro. As características seminais são muito variadas 
entre as espécies de peixes, e a sua avaliação é de grande importância para o 
estabelecimento da fertilização artifi cial (SOLIS-MURGAS et al., 2011). Para 
a descrição de um perfi l espermático, são analisadas as características físicas 
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do sêmen (volume, motilidade, vigor e concentração) e as características 
morfológicas dos espermatozoides (ROUTRAY et al., 2007 citado por SOLIS-
MURGAS et al., 2011 ). É necessário o conhecimento desses valores para 
que se possa avaliar a qualidade do sêmen coletado e, com isso, otimizar sua 
utilização no processo de fertilização artifi cial (VIVEIROS, 2005).

A criopreservação do sêmen é uma biotécnica que permite conservar as 
células espermáticas sob baixas temperaturas, mantendo sua viabilidade por 
tempo indeterminado, possibilitando a redução de gastos com o transporte de 
peixes adultos e o armazenamento e conservação de material genético para 
uso imediato ou futuro (MARIA et al., 2009). Alguns estudos têm testado 
protocolos de criopreservação do sêmen de tambaqui, porém há pouca 
informação sobre o seu emprego nos procedimentos de fertilização artifi cial 
(LEITE, 2011; VARELA-JUNIOR et al., 2012). Portanto, o presente estudo se 
torna essencial visando à obtenção de um protocolo prático para a utilização de 
sêmen criopreservado na fertilização artifi cial.

Material e Métodos

Foram utilizadas amostras seminais de seis reprodutores e duas fêmeas 
de tambaqui Colossoma macropomum. Os machos foram induzidos 
hormonalmente com 2,0 mg de extrato bruto de hipófi se/kg de peso vivo e dez 
horas depois,  o sêmen foi coletado por massagem abdominal.  Após a coleta, 

as alíquotas de sêmen foram ativadas com NaHCO3 para avaliar motilidade 
subjetiva dos espermatozoides em microscópio óptico (400x), e selecionadas 
as amostras seminais que apresentaram motilidade superior a 80%. A indução 
hormonal das fêmeas deu-se por meio da aplicação de duas doses de extrato 
bruto de hipófi se/kg de peso vivo (0,5 e 5 mg/kg peso corporal) em intervalo 
de 12 horas. Dez horas depois da última dose, os ovócitos foram extraídos por 
massagem abdominal.

As amostras de sêmen foram criopreservadas de acordo com o protocolo 
proposto por Maria et al. (2011).  Foram então diluídas em solução de 
congelamento que continha glicose, metilglicol e gema de ovo, na proporção 
1:9 (sêmen:solução). O sêmen foi envasado em palhetas que foram congeladas 
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em botijão de vapor de nitrogênio líquido (dry-shipper) e transferidas para 
um botijão de nitrogênio líquido (-196°C). No descongelamento as palhetas 
foram imersas em banho-maria a 60°C por 8 segundos para o processo de 
descongelamento e, em seguida, mantidos em refrigerador a 4-6°C durante a 
análise da cinética espermática. Foram consideradas adequadas para utilização 
nos experimentos as amostras que apresentaram motilidade espermática 
superior a 50%.             

Experimento parte 1                                                                                                                                                
Ativação de alíquotas de sêmen com três soluções diferentes: bicarbonato de 
sódio 230 mOsm.kg-1, cloreto de sódio 230 mOsm.kg-1 ou água do tanque de 
contenção dos reprodutores (12 mOsm/kg) e transferidas para uma câmara 
Makler®, sendo todo o processo realizado 10 segundos após a ativação. As 
avaliações foram feitas automaticamente a cada cinco segundos até completar 
um total de 10 avaliações. Para esta avaliação foi utilizado o software Sperm 
Class Analyser (SCA®) acoplado a um microscópio óptico. Os parâmetros 
avaliados foram: motilidade total (MT; %), velocidade curvilínea (VCL; μm/s), 
velocidade linear progressiva (VSL; μm/s) e velocidade média da trajetória 
(VAP; μm/s). Os dados foram submetidos à análise de variância e, em caso 
de diferença signifi cativa, foi aplicada a análise de regressão, ambos a 5% de 
signifi cância, pelo software estatístico SISVAR. 

Experimento parte 2                                                                                                                                                
As amostras descongeladas foram novamente avaliadas nos momentos 2, 
4 e 6 horas para verifi car o tempo de viabilidade da utilização do sêmen 
criopreservado após o descongelamento. Adotou-se o delineamento 
experimental em blocos casualizados (6  blocos = 6 reprodutores), a primeira 
parte em esquema fatorial 10x3 (tempo pós-ativação x soluções ativadoras) em 
triplicata para cada tratamento. A segunda parte feita em esquema fatorial 4x3 
(horas pós-descongelamento x soluções ativadoras) com triplicata para cada 
tratamento.                                                                                                                                     

Fertilização dos ovócitos com sêmen descongelado                                                                                                                                
As amostras avaliadas na parte 1 do experimento forma descongeladas e foi 
realizada a avaliação da cinética espermática e a extração e quantifi cação dos 
ovócitos da fêmea. A fertilização foi realizada adicionando alíquotas de 0,5 
mg de ovócitos em recipiente plástico e foram testadas as seguintes relações 
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espermatozoides:ovócito: 50.000:1, 100.000:1, 250.000:1 e 500.000:1. 
A avaliação e ativação da motilidade deu-se através da adição de 5 mL dos 
ativadores: NaHCO3 230 mOsm.kg-1, NaCl 230 mOsm.kg-1 ou água do tanque 
de contenção dos reprodutores (12 mOsm.kg-1). O delineamento experimental 
foi inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 4x3 (relações 
espermatozoides:ovócito x soluções ativadoras) com quatro repetições em cada 
tratamento. Após fertilização, os ovos foram transferidos para incubadoras. O 
cálculo para taxa de fertilização foi realizado 8 horas após a fertilização e taxa 
de eclosão 14 horas após a fertilização.

Resultados e Discussão

A MT do sêmen descongelado não foi alterada por até 35 s após a ativação 
com NaHCO3 e o valor da MT e MP do sêmen ativado com NaHCO3 se 
apresenta superior (P<0,05) a todos os demais tratamentos em todo o tempo 
avaliado (Figura 1). O mesmo para os valores de velocidades (VCL, VSL e 
VAP), apontando o NaHCO3 como melhor para todos os parâmetros avaliados 
(Figura 2).

Os melhores valores da cinética espermática foram observados ao se utilizar 
as soluções de NaHCO3 e NaCl. Essa relação pode ser justifi cada pelo fato das 
osmolaridades registradas para estas soluções (230 mOsm/kg) ser ligeiramente 
inferior a osmolaridade do plasma seminal de tambaqui (260.0 ± 7.3 mOsm/
kg) como descrito por Maria et al. (2010).
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Figura 1. MT (A) e progressiva (B) do sêmen descongelado de tambaqui ativado com as 
soluções (■- NaHCO3, ▲- NaCl e ●- água de tanque) e avaliado durante 55 segundos 
pós-ativação. Letras minúsculas indicam diferenças signifi cativas pelo teste de Skott-Knott 
(p<0,05) entre os tratamentos e dentro de cada tempo.* indica diferença signifi cativa 
(p<0,05) em relação ao valor em 10 s.

Figura 2. Velocidade curvilinear - VCL (A), velocidade em linha reta - VSL (B) e velocidade 

da trajetória média - VAP (C) do sêmen descongelado de tambaqui, ativado com 

diferentes soluções (■- NaHCO3, ▲- NaCl e ●- água de tanque) e avaliado durante 55 

segundos pós-ativação. Letras minúsculas diferentes indicam diferenças signifi cativas 

pelo teste de Skott-Knott (p<0,05) entre os tratamentos e dentro de cada tempo.
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Fertilização de ovócitos de tambaqui com sêmen descongelado 

Os resultados da água do tanque se apresentaram inferiores quando 
comparada aos outros ativadores para todos os parâmetros de cinética e 
também na fertilização independente da relação espermatozoides:ovócito 
testada (Tabela 6). As maiores taxas para fertilização com o sêmen 
criopreservado foram obtidas com os ativadores NaCl e NaHCO3 nas relações 
espermatozoides:ovócito 250.000:1 e 500.000:1.

Tabela 6. Taxas de fertilização (média ± desvio-padrão) dos ovócitos de tambaqui 
fertilizados com sêmen descongelado.

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo 
teste de Skott-Knott (p<0,05);* Indica diferença signifi cativa pelo teste Skott-
Knott (p<0,05) entre as relações espermatozoides:ovócito; 1Osmolaridade: 
NaHCO3 e NaCl = 230 mOsm/kg e água do tanque= 12 mOsm/kg.

As melhores taxas para eclosão obtidas com o sêmen descongelado foram 
obtidas a partir do uso da solução de NaCl, onde não se observou diferença 
signifi cativa (p>0,05) entre as relações espermatozoides:ovócito testadas. 
Porém com o NaHCO3, observou-se diferença signifi cativa (p<0,05) 
entre as relações espermatozoides:ovócito, com maior taxa de eclosão 
na relação 500.000:1. Muitos os trabalhos que desenvolvem protocolos 
de criopreservação de sêmen focam apenas na avaliação do sucesso da 
fertilização, muitas vezes utilizando altas relações espermatozoides:ovócito e 
não levando em consideração a capacidade fecundante das amostras seminais 
criopreservadas (VIVEIROS et al., 2000).

Ativador1
Relação espermatozoides: ovócito

50.000:1 100.000:1 250.000:1 500.000:1

NaHCO3 48 ± 11 a* 53 ± 10 a* 61 ± 4 a 69 ± 4 a

NaCl 57 ± 6 a* 58 ± 8 a* 69 ± 6 a 61 ± 9 a

Água de tanque 33 ± 4 b 29 ± 7 b 33 ± 4 b 36 ± 1 b
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Conclusões

Os ativadores NaCl 230 mOsm/kg e NaHCO3 230 mOsm/kg apre-
sentam-se como ativadores adequados, permitindo o uso de relação 
espermatozoide:ovócito entre 100.000 e 250.000:1 de acordo com os parâme-
tros de cinética e fertilização avaliados.
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