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RESUMO 
 
O dourado Salminus brasiliensis é um peixe nativo que tem despertado 
interesse para aquicultura. A reprodução induzida é dominada, mas as 
baixas taxas de fertilização dos ovos são constantes. Desta forma, 
objetivou-se desenvolver um protocolo para a fertilização de ovócitos de 
dourado durante a sua reprodução. Foram testados diferentes volumes de 
água na ativação dos gametas com distintas concentrações de oxigênio 
dissolvido, tempo de estocagem dos ovócitos após a extrusão e de 
contato de diferentes soluções ativadoras. Também foram avaliadas 
diferentes relações entre sêmen (fresco e criopreservado), ovócitos e 
soluções ativadoras. O volume da água de ativação influenciou 
significativamente os resultados, onde 10 g de ovócitos fertilizados 
utilizando 10 mL de água resultou em uma taxa de fertilização quatro 
vezes inferior onde se utilizou 50 mL ou mais. As diferentes 
concentrações de oxigênio dissolvido da água de ativação não afetaram 
a fertilização já a concentração de espermatozóides no meio fecundante 
afetou, sendo os melhores resultados obtidos quando a concentração foi 
de 7,10x106 espermatozóides.mL-1, que foi conseguida quando se 
utilizou 0,05 mL de sêmen, 100 mL de água e 10 gramas de ovócitos. 
As taxas de fertilização caíram quando os ovócitos foram estocados por 
mais de 30 min e com o aumento do tempo de contato das soluções 
ativadoras por mais de 3 min para sêmen fresco e 1 minuto 
criopreservado. A metodologia para congelamento e descongelamento 
do sêmen foi eficiente para manter a motilidade espermática, no entanto, 
as taxas de fertilização obtidas com sêmen criopreservado foram 
inferiores ao sêmen fresco. 
 
 



ABSTRACT 
 
The dourado Salminus brasiliensis is a Brazilian fish that has attracted 
interest for aquaculture. The induced spawning has already been 
obtained, but the low fertilization rates of the eggs were evident. This 
work aimed to develop a protocol for dourado oocytes fertilization 
during the induced spawning. Different water volumes with different 
dissolved oxygen concentrations were tested for the gametes activation, 
storage time of oocytes after extrusion and different contact time 
between activation solution and gametes during insemination. Different 
relation between sperm (fresh and cryopreserved), oocytes and different 
types of activating solutions were also evaluated. The water volume 
influenced the fertilization rates, where 10 grams of oocytes fertilized by 
adding 10 mL of water had fertilization rates significantly lower than 
those where it was used 50 mL or more. Dissolved oxygen 
concentrations did not affect fertilization rates. The concentration of 
sperm in fertile solution affected the fertilization rates and the best 
results were obtained when the concentration was 7.10 x106 
spermatozoa.mL-1, which was achieved using 0.05 mL of sperm, 100 
mL of water and 10 g of oocytes. The fertilization rate decreased when 
the oocytes were stored for more than 30 minutes after extrusion and the 
time of contact of the activating solutions were harmful when kept for 
more than 3minutes to fresh sperm and 1 minute to cryopreserved 
sperm. The protocol for freezing and thawing of sperm cryopreserved 
were efficient to maintain good sperm motility, however, the 
fertilization rates with cryopreserved sperm were significantly lower 
when compared to fresh semen. 
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INTRODUÇÃO  
 

A piscicultura no sul do Brasil 
O Sul do Brasil é o maior produtor de peixes de água doce do 

país com 30,73% da produção nacional (IBAMA, 2007). Dentre os três 
estados do sul, o maior produtor é o Rio Grande do Sul com 23,78 mil 
toneladas anuais, seguido de Santa Catarina e Paraná com 22,92 e 17,79 
mil toneladas, respectivamente. 

Nesta região, a produção esteve e ainda está baseada na 
piscicultura de espécies exóticas, com destaque para as carpas e tilápias 
(ZANIBONI-FILHO et al., 2009). Entre os três estados do sul, verifica-
se uma pequena diferenciação nas proporções do cultivo destas espécies, 
onde no RS predominam o cultivo das carpas, em SC atualmente as 
proporções entre as carpas e tilápias são semelhantes e no PR 
predominam as tilápias (SILVA, 2005). Esta distribuição está 
diretamente relacionada às características climáticas de cada estado, pois 
quanto mais ao sul, menores são as temperaturas médias anuais, bem 
como as temperaturas mínimas durante o inverno, desfavorecendo o 
cultivo da tilápia. 

De modo geral, nos últimos anos tem-se verificado incremento na 
produção da tilápia no sul do Brasil, fato este relacionado ao aumento da 
demanda deste peixe, e desta forma, possibilitando melhor remuneração 
ao produtor. Contudo, comparado ao Nordeste, onde mais de 85% da 
produção de peixes de água doce está baseada no cultivo da tilápia, a 
produção desta espécie no sul do Brasil ainda é baixa quando comparada 
ao cultivo das carpas, onde o principal fator para isto é a questão 
climática. No ano de 2001, quando se observou um inverno mais 
rigoroso em Santa Catarina, foi registrada por técnicos da EPAGRI 
(Empresa de Pesquisa Agropecuária e Extensão Rural de Santa 
Catarina), para a região do alto vale do Itajaí, mortalidade de 
aproximadamente 57% dos peixes estocados em viveiros de terra, sendo 
a espécie predominante nestes cultivos a tilápia (SILVA, 2005). 

Entre os anos de 2000 e 2007 o crescimento na produção de 
peixes de água doce cultivados no Brasil foi de aproximadamente 58% 
(IBAMA, 2000; IBAMA, 2007). Chama atenção neste período a queda 
na participação da região Sul, que no ano de 2000 participava com mais 
de 55% do total da produção e em 2007 diminuiu 31%. Apesar de ter 
sua produção total aumentada neste período, os aumentos nas regiões 
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Nordeste e Centro-Oeste foram ainda mais significativos, diminuindo a 
participação do Sul no total da produção brasileira. A região Nordeste 
teve impulso na produção devido às ótimas condições climáticas para o 
cultivo da tilápia, e o Centro-Oeste foi impulsionado pelos grandes 
investimentos no cultivo de espécies nativas, principalmente os peixes 
redondos e o híbrido produzido pelo cruzamento dos grandes bagres 
Pseudoplatystoma corruscans x P. fasciatum. 

Analisando a evolução da produção de peixes no Sul do Brasil 
onde se observa limitações climáticas para a expansão do cultivo de 
tilápia, associado à baixa aceitação das carpas pelo mercado 
consumidor, o cultivo de espécies nativas adaptadas a região e que 
possam remunerar adequadamente o produtor poderá ser uma alternativa 
para a manutenção de boas taxas de crescimento para a produção 
dulceaquícola nesta região. Para tal, o investimento no desenvolvimento 
de tecnologias que possibilite o cultivo destas espécies é de suma 
importância. Uma realidade que já é possível de ser observada na 
expansão do cultivo de espécies nativas no Sul do Brasil é o cultivo do 
jundiá (Rhamdia sp.), que apresenta seu crescimento diretamente 
relacionado ao bom desempenho em regiões mais frias (FRACALOSSI 
et al. 2003; CARNEIRO, 2004). 

 
O dourado 

O dourado, Salminus brasiliensis é representante da família 
Characidae, ordem Characiformes e classe Actinopterygii. Até 2007, 
eram conhecidas três espécies para o gênero Salminus: S. affinis 
Steindachner, 1880; S. hilarii Valenciennes, 1850 e S. brasiliensis 
(CUVIER, 1816). S. affinis é nativo das bacias dos rios Magdalena na 
Colômbia, onde é conhecido como dorada ou rubia, e do rio Pachitea no 
Peru, onde é conhecido como sábalo macho. S. hilarii é originário das 
bacias do Alto Rio Paraná, São Francisco, Tocantins e Alto Amazonas, 
sendo conhecido como dourado ou mais comumente tabarana. Também 
está distribuído na Venezuela e Colômbia, sendo encontrado na bacia do 
rio Orinoco, comum a esses dois países, onde é chamado de dorada e 
dorado, respectivamente.  A terceira espécie, denominada S. 
brasiliensis, possui ampla distribuição geográfica, encontrada nas bacias 
dos rios Paraná, Paraguai, Uruguai, Alto rio Chaparé e Mamoré, ambos 
na Bolívia, e nas bacias ligadas ao sistema lagunar da Lagoa dos Patos 
(MORAIS FILHO e SCHUBART, 1955; FROESE e PAULY, 2003). 
Os autores também incluíam a bacia do São Francisco como área de 
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distribuição de S. brasiliensis, porém, uma revisão feita por Lima e 
Britski (2007), considerou tratar-se de uma nova espécie. 
Anteriormente, considerava-se que o gênero possuía ainda outras 
espécies, como S. cuvieri (VALENCIENNES, 1850), S. maxillosus 
(VALENCIENNES, 1850) e S. orbignyanus (VALENCIENNES, 1850), 
porém uma revisão feita por Géry e Lauzanne (1990) concluiu que essas 
espécies eram sinonímias de S. brasiliensis (CUVIER, 1816) (Figura 1). 

Recentemente, uma revisão feita por Lima e Britski (2007) 
descreveu outra espécie para o gênero, o S. franciscanus, que apresenta 
distribuição restrita à bacia do rio São Francisco. Anteriormente, o 
dourado do rio São Francisco era conhecido como S. brasiliensis. 
Apesar da semelhança entre as espécies, S. franciscanus apresenta 
menor número de escamas em várias partes do corpo quando comparado 
com S. brasiliensis (LIMA e BRITSKI, 2007). Segundo os autores, S. 
franciscanus pode ser distinguida de suas congêneres pela combinação 
dos seguintes caracteres: presença de um dente da série externa do 
dentário consideravelmente maior que os demais dentes, ausência de 
uma faixa pós-orbital escura, contagens intermediárias de escamas (68-
82 escamas na linha lateral, 11-14 séries de escamas horizontais entre a 
origem da nadadeira dorsal e a linha lateral e 6-8 séries de escamas 
horizontais entre a linha lateral e a inserção da nadadeira pélvica) e um 
prolongamento mediano da nadadeira caudal bem desenvolvido. 

Dentre as espécies do gênero, S. brasiliensis é a que possui maior 
número de trabalhos relacionados a produção, sendo considerada a 
espécie com grande potencial para a aquicultura. É um peixe de grande 
porte, com características organolépticas adequadas e, além disso, tem 
características indicadas para a pesca esportiva, sendo um excelente 
atrativo em estabelecimentos de pesque-pague. Segundo Castagnolli 
(1997), S. brasiliensis, bem como outras espécies carnívoras de grande 
porte, deverá ter sua produção aumentada na mesma proporção dos 
acréscimos da demanda dos pesque-pagues. Considerando-se que S. 
franciscanus pode atingir 1,4 m de comprimento e pesar até 30kg 
(SATO e GODINHO, 2003 – ainda chamado S. brasiliensis), bem como 
as demais semelhanças que apresenta com S. brasiliensis, possivelmente 
seja uma espécie que também apresenta potencial para o cultivo, apesar 
da falta de estudos. 

Neste trabalho será abordada a espécie S. brasiliensis, 
anteriormente descrita como S. maxillosus, sendo atribuído o nome 
comum “dourado” para fazer referência a esta espécie (Figura 1). 
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Figura 1 – Exemplar adulto de dourado Salminus brasiliensis. 

 

De acordo com Vazzoler (1996), S. brasiliensis é uma espécie de 
desova anual e total, que apresenta ovos semi-densos e não apresenta 
cuidado parental. É uma espécie que vive solitária a maior parte do ano 
e realiza migração ascendente no período reprodutivo, quando podem 
ser encontrados em grandes cardumes (MORAIS FILHO e 
SCHUBART, 1955; ZANIBONI-FILHO e SCHULZ, 2003) buscando 
as cabeceiras dos rios onde encontram águas caudalosas para realizar a 
desova (BARBIERI et al., 2000). Na região sudeste do Brasil, o período 
reprodutivo ocorre de novembro a janeiro, com pico no mês de 
dezembro, coincidindo com as cheias dos rios (BARBIERI et al., 2000). 
No sul do Brasil, na região do Alto Rio Uruguai, não existe um período 
de cheias bem definido, as maiores vazões do rio são constatadas nos 
meses de inverno, sem que haja reprodução do dourado. Com a elevação 
dos valores de temperatura e horas de luz, inicia o processo de 
maturação gonadal e aparentemente, as pequenas variações de nível do 
rio possibilitam o estímulo necessário para iniciar a migração 
ascendente, sendo assim, possível ultrapassar os obstáculos naturais 
(MACHADO, 2003). Nessa região, a reprodução acontece entre 
novembro e fevereiro (ZANIBONI-FILHO e SCHULZ, 2003). 

Por se tratar de espécie migradora, o dourado não se reproduz 
espontaneamente em cativeiro (WEINGARTNER e ZANIBONI-
FILHO, 2005). No entanto, para peixes reofílicos, a maturação gonadal 
pode ocorrer nestas condições alcançando o estágio de vitelogênese 
(ANDRADE e YASUI, 2003). Uma vez atingida a fase de maturação 
gonadal, a maturação final, ovulação e desova podem ser obtidas através 
do uso das técnicas de indução hormonal em laboratório (ZANIBONI-
FILHO e WEINGARTNER, 2007).  
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Reprodução e fertilização em peixes migradores Sul-americanos 
O desenvolvimento da técnica da indução hormonal através da 

técnica de hipofização iniciou por volta do ano de 1933 com os 
trabalhos realizados por Rodolpho Von Ihering que tomou por base as 
experiências realizadas em 1930 pelo argentino Bernardo Houssay que 
verificou o efeito da gonadotropina trabalhando com peixes da bacia do 
Prata (SILVA, 2005). A técnica desenvolvida por Rodolpho Von 
Ihering, que é considerado o pai da piscicultura no Brasil, passou a ser 
utilizada em laboratórios, principalmente no Nordeste, onde o DNOCS 
atuava no fomento da produção de alevinos para estocagem em 
reservatórios daquela região (CASTAGNOLLI, 2004). Na década de 70, 
com o intuito de impulsionar a piscicultura, alevinos de tilápia foram 
importados da Costa do Marfim. Por se tratar de uma espécie que se 
reproduz naturalmente em cativeiro, a técnica da hipofização não se 
fazia necessária e nos anos seguintes houve poucos avanços no 
aprimoramento desta técnica no Brasil. No mundo, esta técnica passou a 
ser conhecida quando os resultados dos trabalhos de Rodolpho Von 
Ihering foram apresentados no V Congresso Mundial de Fisiologia, na 
Rússia, em 1935. Seu uso se espalhou rapidamente pelo mundo, sendo 
aprimorada em países como a China e países do leste europeu (SILVA, 
2005). 

O uso da reprodução induzida de peixes voltou a ser novamente 
utilizado com maior intensidade na piscicultura nacional durante a 
década de 80, através de tecnologias trazidas por técnicos estrangeiros, 
principalmente os húngaros, devido a um programa de cooperação 
mantido com esse país (ANDRADE e YASUI, 2003). Neste período 
houve muitos avanços na reprodução de espécies exóticas no Brasil, 
principalmente as carpas comum e chinesas. Porém, foi devido a este 
período que muitos erros foram cometidos na tentativa de utilizar as 
mesmas técnicas desenvolvidas para as espécies exóticas na reprodução 
das espécies autóctones (ZANIBONI-FILHO, 2000). 

De certa forma, os protocolos convencionais de indução 
hormonal funcionam bem para estimular a ovulação e desova da maioria 
das espécies de peixes (WOYNAROVICH e HORVARTH, 1983; 
BOMBARDELLI et al., 2006). Para as espécies migradoras, observou-
se que pequenas modificações neste protocolo proporcionam melhorias 
significativas nas taxas de fecundidade e fertilização dos ovos 
(ZANIBONI-FILHO e BARBOSA, 1996). Os processos endócrinos e 
fisiológicos responsáveis pela formação e maturação das gônadas nos 
peixes seguem um padrão similar (BILLARD et al. , 1981; ZOHAR e 
MYLONAS, 2001), motivo pelo qual a técnica da hipofização tende a 
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funcionar para muitas espécies de peixes cultivados (BOMBARDELLI 
et al., 2006). No entanto, devido a variação nas estratégias e táticas 
reprodutivas observada nos peixes de água doce (VAZZOLER, 1996) 
durante a reprodução induzida, a manipulação dos gametas após a 
desova deve respeitar a biologia de cada espécie para alcançar taxas de 
fertilização elevadas (COWARD e PARRINGTON, 2003). 

Segundo Coward e Parrington (2003) as taxas de fertilização 
obtidas durante o processo de reprodução artificial dos peixes tendem a 
ser menores do que aquelas observadas na reprodução natural dos 
exemplares selvagens no meio ambiente, e atribuem este fato a erros nos 
procedimentos utilizados durante a fertilização e incubação. Detalhes a 
respeito dos processos utilizados na fertilização artificial em peixes 
devem ser observados para que se obtenha sucesso, principalmente em 
relação ao volume, homogeneização e ativação dos gametas. A relação 
entre os gametas (ovócitos:sêmen), o volume de solução ativadora, 
qualidade de água, método seco ou úmido de fertilização, são fatores 
que podem ser decisivos para o sucesso na reprodução de peixes 
(CHEREGUINI et al., 1999;  CIERESZKO et al., 2000; ALAVI e 
COSSON, 2006; SHIMODA et al., 2007; SANCHES et al., 2009). 
Desta forma, desenvolver protocolos espécie/específicos de fertilização 
pode ser um passo chave que possibilite a produção massiva das formas 
jovens dos peixes e venha a viabilizar o cultivo em larga escala. 

 
Criopreservação de sêmen de peixes  

O uso da técnica de criopreservação na aquicultura permite 
maximizar o uso dos machos de um plantel de reprodutores através de 
coletas sucessivas de sêmen durante o período reprodutivo, aumentando 
a produção de sêmen por indivíduo. Essa possibilidade permite diminuir 
o número de reprodutores necessários para a reprodução e 
conseqüentemente, diminui os custos de manutenção do plantel, 
otimizando o processo reprodutivo (ZANIBONI-FILHO e NUÑER, 
2004). Outra vantagem está associada à variação da qualidade do sêmen 
ao longo do período reprodutivo, possibilitando que as coletas para 
armazenamento sejam feitas quando os machos estão no auge da 
produção de sêmen e qualidade ideal (YAO et al., 2000).  A 
possibilidade de ter o sêmen criopreservado disponível evita problemas 
de falta de sincronismo na maturação gonadal entre machos e fêmeas, 
muitas vezes observado em peixes de cativeiro. 

Esta técnica também favorece a realização de trabalhos de 
melhoramento genético pela facilidade de manipulação do sêmen, 
auxiliando no desenvolvimento de novas linhagens. Além disso, um dos 
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fatores mais importante dessa técnica é a possibilidade de armazenar 
germoplasma, garantindo a manutenção da variabilidade genética de 
populações ameaçadas de extinção (CAROLSFELD et al., 2003). 

Os trabalhos referentes à criopreservação de sêmen de peixes 
foram iniciados na década de 1950 com a descoberta dos primeiros 
crioprotetores (TIERSCH, 2008). Foi empregada inicialmente na 
criopreservação de sêmen de salmonídeos (COSER et al., 1987). A 
adaptação dessa técnica para as espécies migradoras tropicais da 
América do Sul foi iniciada na Colômbia e Venezuela em 1994 
(HARVEY, 2000). No Brasil, estudos sobre a criopreservação de sêmen 
de espécies nativas haviam sido conduzidos na década de 80 
(KAVAMOTO et al, 1989), mas foi nos anos 90 que foram 
intensificados, impulsionados principalmente pela preocupação com a 
preservação da variabilidade genética das populações selvagens devido 
a construção de barragens de usinas hidrelétricas e a degradação dos 
habitats (CAROLSFELD et al., 2003). 

Desta forma, nos últimos anos, grandes avanços foram obtidos no 
desenvolvimento de protocolos para criopreservação de sêmen das 
espécies nativas migradoras, entre elas, o dourado (CAROLSFELD et 
al., 2003). Resultados positivos foram obtidos com o uso de uma 
solução crioprotetora contendo 10% DMSO (dimetilsulfóxido) (v/v), 
5% glicose (p/v), água destilada e uma gema de ovo para 150 mL da 
solução (SILVA, 2000; CAROLSFELD et al., 2003). No entanto, estes 
trabalhos se limitaram a avaliar a qualidade do sêmen criopreservado 
pela medida de motilidade espermática. Segundo Viveiros e Godinho 
(2009), a forma ideal para verificar a qualidade do sêmen criopreservado 
é a avaliação da sua capacidade de fertilização dos ovócitos. Devido a 
possíveis prejuízos causados aos espermatozóides durante o 
congelamento e descongelamento, especial atenção deve ser dada 
quanto ao uso do sêmen criopreservado, sendo necessário maior rigor 
em relação ao volume de sêmen e soluções ativadoras que permitam 
bons resultados. Sendo assim, estudos que visem a realização de 
protocolos que possibilitem taxas de fertilização com a utilização do 
sêmen criopreservado semelhantes a sêmen fresco são imprescindíveis 
para que haja difusão e ampla utilização desta tecnologia.   
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Razão entre os volumes de água de ativação, sêmen, ovócitos e 
concentração de oxigênio do meio fecundante na fertilização de ovos 
de dourado Salminus brasiliensis 
 
Marcos Weingartner & Evoy Zaniboni Filho 
Laboratório de Biologia e Cultivo de Peixes de Água Doce 
(LAPAD/CCA/UFSC) 
Rodovia SC 406, n° 3532, Armação, Florianópolis, SC, 88066-000. 
(marcos@lapad.ufsc.br) 

 
RESUMO 

O dourado Salminus brasiliensis é uma espécie reofílica cujo cultivo 
tem sido desenvolvido, no entanto, apresenta baixas taxas de fertilização 
dos ovos na reprodução induzida. Desta forma, objetivou-se avaliar as 
relações entre os volumes e a qualidade da água de ativação com 
distintas proporções de ovócitos e sêmen na taxa de fertilização dos 
ovos. Para tal, 10 g de ovócitos foram fertilizados com volumes de água 
variando entre 10 e 1000 mL e com concentração de oxigênio dissolvido 
variando entre 0,10 a 10,5 mg.L-1. Além disso, um arranjo fatorial foi 
realizado fertilizando ovócitos (10 g) com diferentes volumes de água 
(10; 100 e 1000 mL) e de sêmen (0,01; 0,05; 0,10 e 0,21 mL). Também 
foi avaliado o consumo de oxigênio dissolvido durante a fertilização em 
dois volumes de água. A fertilização foi afetada pelo volume de água, 
tendo o volume de 10 mL as menores taxas, que aumento no volume de 
50 mL, mantendo valores semelhantes até 1000 mL, o maior volume 
testado.  O volume de água de ativação (100 e 1000 mL) contendo a 
mesma concentração de oxigênio dissolvido (7,15 mg.L-1) afetou o 
consumo de oxigênio, sendo 2,5 vezes maior no maior volume de água. 
Decorridos 5 min da ativação do sêmen a concentração de oxigênio foi 
de 0,62 mg.L-1 e 5,55 mg.L-1 para o menor e maior volumes, 
respectivamente. Apesar disso, a concentração de oxigênio dissolvido da 
água de ativação não afetou a fertilização.  Na relação entre o volume de 
água e sêmen, a interação mostrou ser mais significativa do que volume 
de água ou volume de sêmen isoladamente, sendo que a concentração de 
espermatozóides existente na solução de ativação foi determinante sobre 
a taxa de fertilização, com as maiores taxas de fertilização observadas 
em uma concentração de 7,10x106 espermatozóides.mL-1. Essa condição 
foi obtida quando 10 gramas de ovócitos foram fertilizados com 0,05 
mL de sêmen e ativados com 100 mL de água. 
Palavras-chave: peixe; migrador; fecundação; gametas. 
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ABSTRACT 
The dourado Salminus brasiliensis is a rheophilic species with 
increasing interest to aquaculture; however, the induced reproduction of 
this species still presents lower fertilization rates when compared to 
other similar species. The aim of the present study was to evaluate the 
effect of the water: egg: sperm ratio and the water quality in the 
fertilization rate of the eggs of dourado. Samples of 10 grams of oocytes 
were fertilized using water volumes ranging from 10 mL to 1000 mL 
and dissolved oxygen (DO) concentration ranging from 0.10 to 10.5 
mg.L-1. Also a factorial design was carried out and 10 grams of oocytes 
were fertilized with different water volumes (10, 100 and 1000 mL) and 
sperm volumes (0.01, 0.05, 0.10 and 0.21 mL). The  DO consumption 
was evaluated during fertilization using two water volumes (100 and 
1000 mL) with the same DO concentration (7.15 mg.L-1). The 
fertilization rate was strongly affected by water volumes; 10 mL 
produced the lowest fertilization rate, which increased with increasing 
water volumes, until 50 mL; stabilizing from 50 mL to 1000 mL. The 
water volume affected DO consumption; after five minutes in sperm 
activation, the dissolved oxygen concentration was 0.62 mg.L-1 and 5.55 
mg.L-1 to 100 and 1000 mL, respectively. Nevertheless, DO 
concentration did not affect the fertilization rates. The effect of the 
water: egg: sperm ratio was more significant than the effect of water or 
semen volume by themselves, and the sperm concentration in the 
fertilization solution was decisive on the fertilization rate. The best 
result was observed at a concentration of approximately 7.10 x106 

spermatozoa.mL-1. This condition was obtained when 10 grams of 
oocytes were fertilized with 0.05 mL of sperm and 100 mL of water. 
Key-words: fish; migratory; fecundation; gametes. 

 

INTRODUÇÃO 
As técnicas empregadas na reprodução artificial de espécies de 

peixes migradores da América do Sul são similares entre si, tanto em 
relação à indução hormonal para promover a maturação final e 
ovulação, quanto aos protocolos de fertilização e incubação. A 
utilização do procedimento convencional de reprodução tem 
possibilitado sucesso da produção das formas jovens de muitas espécies 
de peixes migradores Sul-americanos (Woynarovich e Horvarth, 1980; 
Zaniboni-Filho e Barbosa, 1996; Zaniboni-Filho e Nuñer, 2004). A 
mesma metodologia vem sendo utilizada para a fertilização dos gametas 
na reprodução artificial de peixes migradores brasileiros. 
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Autores recomendam que um pequeno volume de água deva ser 
utilizado para induzir a fertilização, sendo esse volume o mínimo 
necessário para promover a ativação dos gametas sem diluir o sêmen, e 
assim não diminuir as chances de encontro dos espermatozóides com os 
ovócitos (Woynarovich e Horvarth, 1980; Furuya e Furuya, 2001). No 
entanto, o uso desse procedimento na reprodução de dourado Salminus 
brasiliensis tem resultado em baixas taxas de fertilização, e 
conseqüentemente, reduzida produção de larvas (Weingartner e 
Zaniboni-Filho, 2005).  

O dourado S. brasiliensis é um peixe nativo da América do Sul, 
encontrado nas bacias dos rios Paraná, Paraguai, Uruguai, no sistema 
lagunar da lagoa dos Patos e na bacia do alto Mamoré e Chaparé na 
Bolívia (Lima et al., 2003). Esta espécie se destaca na pesca esportiva 
por ser de grande porte e brigar ativamente quando capturada (Zaniboni-
Filho e Schulz, 2003), e na pesca comercial pela grande demanda de 
mercado e elevado valor comercial. O potencial da espécie está 
associado ao valor econômico, à qualidade da carne e ao rápido 
crescimento inicial (Fracallossi et al, 2004). Contudo, a sua utilização 
em cultivos ainda é bastante restrita, situação atribuída à escassa 
disponibilidade das formas jovens aos criadores. 

Sato et al. (1997) observaram em relação ao Salminus 
franciscanus, espécie com características reprodutivas muito similares 
ao S. brasiliensis, taxas de fertilização em torno de 50%, considerando 
estes valores baixos quando comparado as demais espécies nativas, 
quando utilizado protocolo convencional de reprodução de peixes 
reofílicos. 

Devido às baixas taxas de fertilização dos ovos de dourado 
quando esse protocolo é utilizado, este estudo objetivou avaliar o efeito 
de diferentes volumes da água de ativação dos gametas e da 
concentração de oxigênio dissolvido dessa água sobre a taxa de 
fertilização, bem como, definir a melhor proporção de sêmen e ovócitos 
no momento da fertilização para o dourado, Salminus brasiliensis. 

 
MATERIAIS E MÉTODOS 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Biologia e 
Cultivo de Peixes de Água Doce (LAPAD), da Universidade Federal de 
Santa Catarina, Florianópolis (SC). Os experimentos foram realizados 
durante o período reprodutivo da espécie – novembro a fevereiro – entre 
os anos de 2006 e 2009. 

Foram utilizados peixes do plantel de reprodutores do LAPAD 
compostos por dourados selvagens capturados na região do alto rio 
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Uruguai, no sul do Brasil e de descendentes diretos destes. O plantel de 
reprodutores é mantido em tanques de terra de 2.000 metros quadrados, 
sendo alimentados diariamente com ração comercial contendo 40% de 
PB. 

Para realização dos experimentos foram selecionados no campo 
matrizes que apresentavam características de maturação gonadal: fêmeas 
com abdômen abaulado/proeminente, macio e orifício genital saliente; e 
machos que liberavam sêmen sob leve pressão abdominal. Os animais 
selecionados foram conduzidos ao laboratório de reprodução e pesados 
individualmente para o cálculo das doses hormonais. Foram utilizadas 
oito fêmeas com peso médio (± desvio padrão) de 3.653±1.792 gramas, 
obtendo-se 100% de desova das fêmeas induzidas e que produziram em 
média 592±297 gramas de ovócitos. Cada grama de ovócito possuía em 
média 1.220±205 ovócitos. Foram utilizados 10 machos com peso 
médio de 2.234±1.237 gramas e que apresentaram a concentração 
espermática média de 10,23x109±2,269x109. A contagem da 
concentração espermática foi realizada em câmara de Neubauer, com o 
sêmen diluído 200 vezes e a concentração final estimada pela média de 
três contagens por amostra. Nos experimentos foi utilizado apenas o 
sêmen que apresentou taxa de motilidade superior a 80% e tempo de 
motilidade maior que 40 segundos. 

Para indução à maturação final e ovulação, as fêmeas receberam 
duas doses de extrato bruto hipofisário de carpa: 0,5 mg.kg-1 na primeira 
dose e 10 h depois a segunda, com 5,0 mg.kg-1. Para facilitar a liberação 
do sêmen, os machos receberam 80% das doses aplicadas nas fêmeas. 

As desovas ocorreram aproximadamente 5 h após a última 
aplicação, a uma temperatura média de 25,5°C que corresponde a 127,5 
horas-grau. A coleta do sêmen foi realizada minutos antes da coleta dos 
gametas femininos, buscando-se agilizar os procedimentos de 
fertilização após a desova. Para a realização de cada experimento, foram 
utilizados ovócitos de uma única fêmea e um pool de sêmen contendo 
volumes idênticos provenientes de dois machos. 

Para cumprir com os objetivos do trabalho foi necessária a 
realização de vários experimentos descritos a seguir:  

 
Experimento I – Volumes de água de ativação 

Para avaliar o efeito do volume de água de ativação dos 
gametas sobre a taxa de fertilização de dourado foram realizados dois 
experimentos (V-1 e V-2) (Tabela 1) onde a quantidade da água de 
ativação variou entre 10 e 90 mL em V-1 e entre 10 e 1000 mL em V-2, 
para ativar a homogeneização de 10g de ovócitos e 0,05mL de sêmen.  
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A coleta dos gametas femininos foi realizada através de extrusão, 
sendo os ovócitos acondicionados em beckers de dois litros, previamente 
pesados. Em cada becker foi  adicionando sêmen na proporção de 5 mL por 
quilograma de ovócito. Após a adição e mistura do sêmen, amostras de 10 g 
foram distribuídas em recipientes plásticos com volumes que variaram entre 
500 a 2.000 mL em função do volume de água utilizado para fertilização. 
Os tratamentos foram realizados em triplicata. Para evitar o efeito do tempo 
entre a coleta dos ovócitos e a fertilização, a adição da água foi realizada 
simultaneamente em todos os tratamentos, variando o tempo de adição da 
água entre as repetições. A água de fertilização foi mantida por três minutos 
em contato com os gametas, e posteriormente foi drenada com auxílio de 
uma peneira sendo os ovos acondicionados em incubadoras cilindro-cônicas 
de 10 L com circulação constante de água. A água utilizada na fertilização e 
incubação foi abastecida por um sistema de recirculação fechado com 
temperatura controlada mantida entre 25,5°C e 26,0°C e oxigênio 
dissolvido em 7,0 mg.L-1. 

A estimativa da taxa de fertilização foi realizada 7 h após a 
fertilização, quando os embriões se encontravam na fase de fechamento 
do blastóporo.  

 
Experimento II - Consumo de oxigênio dissolvido durante a ativação 
dos gametas 

Para avaliar o efeito do volume da água de ativação dos 
gametas sobre os valores de concentração de oxigênio dissolvido da 
solução foi realizado experimento que avaliou o consumo de oxigênio 
dissolvido durante o processo de fertilização. Amostras de 100 g de 
ovócitos foram homogeneizados a 0,5 mL de sêmen e os gametas 
ativados com 100 e 1000 mL de água (relação entre gametas e água de 
1:1 e 1:10, respectivamente). Para proceder a fertilização, os gametas 
foram colocados em sacos plásticos de três litros e adicionada água de 
ativação contendo 7,15mg.L-1 de oxigênio dissolvido. Uma sonda de 
oxímetro (modelo 550A YSI) foi inserida em cada saco plástico e sua 
abertura foi fechada após a retirada do ar existente. A leitura da 
concentração de oxigênio foi feita a cada 15 segundos até completar 300 
segundos. Foram realizadas três repetições no tempo e utilizado gametas 
de diferentes peixes para cada uma delas. 

 
Experimento III - Diferentes concentrações de oxigênio dissolvido da 
água de ativação dos gametas 

Para avaliar o efeito da concentração do oxigênio dissolvido 
(OD) da água de ativação sobre a taxa de fertilização dos ovos de 
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dourado foram realizados os testes de fertilização variando a 
concentração de OD desde 0,1 até 10,5 mg.L-1. Diferentes concentrações 
de OD foram testadas em três experimentos cujo detalhamento está 
apresentado na tabela 1 (OD-1, OD-2, OD-3). Os testes foram realizados 
utilizando-se três repetições para cada tratamento.   

A preparação da água nas diferentes concentrações de OD foi 
feita com adição de nitrogênio gasoso (N2) ou de oxigênio puro (O2). 
Quando a concentração de OD atingiu o valor requerido, a água foi 
embalada em sacos plásticos sem a presença de ar atmosférico em seu 
interior. 

Após a coleta e pesagem da desova foi adicionado sêmen na 
proporção de 5 mL/kg de ovócitos. Alíquotas de 10 g da foram 
distribuídos em sacos plásticos de 500 mL e, posteriormente foram  
adicionados 150 mL de água em diferentes concentrações de OD. A 
água foi mantida em contato com os gametas por três minutos, sendo 
drenada com o auxílio de uma peneira e os ovos liberados nas 
incubadoras, seguindo procedimento utilizado nos experimentos 
anteriores.  

 
Experimento IV - Proporção entre ovócitos, espermatozóides e água de 
ativação 

Para avaliar o efeito da proporção entre as quantidades dos 
gametas e volume de água de fertilização foi realizado um experimento 
que utilizou diferentes volumes de água de ativação e também variou a 
proporção entre ovócitos e sêmen (RGA) (Tabela 1). Três diferentes 
volumes de água (10; 100 e 1000 mL) foram utilizados para fertilizar 10 
g de ovócitos, correspondendo a uma relação entre água e ovócitos de 
1:1; 1:10 e 1:100, respectivamente. Para cada um dos volumes testados 
foi utilizado o volume de 0,01; 0,11 e 0,21 mL de sêmen para fertilizar 
10 gramas de ovócitos. Um tratamento controle foi realizado utilizando 
10g de ovócitos; 0,05 mL de sêmen e 100 mL de água. A desova da 
fêmea utilizada neste experimento apresentou 1.118 ovócitos por grama, 
enquanto os machos apresentaram concentração espermática média de 
11,48x109±1,31x109 espermatozóides.mL-1. 

 
Análise estatística 

Os resultados da taxa de fertilização e do consumo de oxigênio 
dissolvido foram submetidos à análise de variância (ANOVA, α=0,05) a 
fim de verificar diferenças entre os tratamentos. Foi utilizado Tukey 
como teste separador de médias quando observadas diferenças 
estatísticas (P<0,05). Além da Anova, os experimentos foram 
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submetidos a análise de regressão a fim de avaliar a relação entre os 
tratamentos com as taxas de fertilização e consumo de oxigênio 
dissolvido. 

 
Tabela 1 - Detalhamento dos experimentos realizados para testar a 
fertilização dos ovócitos de Salminus brasiliensis (em negrito estão 
representados os tratamentos). 

Variáveis experimentais 
Experimentos 

Ovócitos 
(g) 

Sêmen 
(mL) 

Água de 
ativação (mL) 

OD 
(O2 mg.L-1) 

V-1 10 0,05 

10 / 50 / 90 / 
130 / 170 / 
210 / 250 / 

290 
 

7,15 
I - Volume de 
água de 
ativação 

V-2 10 0,05 

10 / 100 / 250 
/ 400 /  

550 / 700 / 
850 / 1000 

7,15 

II - Consumo 
de O2 durante 
ativação 

C O2 100 0,05 100 e 1000 7,15 

OD-1 10 0,05 150 

0,9 / 1,5 / 3,0 / 4,5 
/ 6,0 / 7,5 / 9,0 / 

10,5 
 

OD-2 10 0,05 150 

0,2 / 1,0 / 2,0 / 3,0 
/ 4,0 / 5,0 / 6,0 / 

8,0 / 10,0 
 

III - 
Concentração 
de OD da água 
de ativação 

OD-3 10 0,05 150 0,1 / 3,0 / 6,0 / 9,0 

IV - Relação 
ovócitos : 
sêmen : água 

RGA 10 
0,01; 
0,05; 

0,11; 0,21 
10; 100; 1000 7,15 
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RESULTADOS 
Experimento I – Volume de água de ativação 

O volume da água de ativação influenciou a taxa de fertilização 
dos ovos de S. brasiliensis (Figuras 1 e 2). Em ambos os testes 
realizados a relação entre água e ovócitos de 1:1 apresentou baixas taxas 
de fertilização (27,70±12,74%). Houve um aumento de 
aproximadamente 3 vezes na taxa de fertilização quando o volume de 
água para fertilizar 10g de ovócitos foi acrescido desde 10 mL até 50 
mL (relação de 1:5 entre quantidade de ovócitos e de água). A taxa de 
fertilização manteve valores semelhantes (87,47±4,99%) em volumes de 
50 mL e superiores da água de ativação (Fig. 1). Testando uma maior 
amplitude de variação do volume da água de ativação, a menor taxa de 
fertilização foi observada novamente na relação de 1:1 entre a 
quantidade de ovócitos e de água (33,63±16,66%), mantendo valores 
semelhantes quando a relação entre a quantidade de ovócitos e o volume 
de água de ativação variou entre 1:10 e 1:100, com valor médio 
(±desvio padrão) de 79,80±6,93% de taxa de fertilização (Fig. 2). 
 
Experimento II - Consumo de oxigênio dissolvido durante a ativação 
dos gametas 

A demanda de oxigênio dissolvido (OD) durante a fase de 
ativação dos gametas causa uma redução da concentração de oxigênio 
dissolvido da solução ativadora. A redução na concentração de OD foi 
mais pronunciada quanto menor o volume de água utilizado (Fig. 3). 
Observou-se diferença na concentração de OD após 15 s do início da 
ativação dos gametas (P<0,05). Decorridos 5 minutos da ativação a 
concentração média de OD na solução foi de 5,55±0,59 mg.L-1 na 
proporção de 1:10 (relação entre a quantidade de ovócitos e o volume de 
água da solução ativadora), sendo de apenas 0,62±0,39 mg.L-1 quando a 
proporção foi de 1:1. Considerando-se a disponibilidade de OD na 
solução ativadora dos dois tratamentos (100 mL x 7,15 mg.L-1 = 0,715 
mg e 1000 mL x 7,15 mg.L-1 = 7,150 mg de OD), o consumo de OD 
durante o período de 5 minutos foi 2,5 vezes maior no tratamento onde a 
proporção de ovócito:volume de água foi de 1:10, quando comparado 
com a de 1:1. 
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Figura 1 – Efeito do volume da água de ativação dos gametas na taxa de 
fertilização dos ovos de dourado, Salminus brasiliensis.  

 

 
Figura 2 – Efeito do volume da água de ativação (10 a 1.000 mL) dos 
gametas na taxa de fertilização dos ovos de dourado, Salminus 
brasiliensis.  
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Figura 3 – Variação dos valores de concentração de oxigênio dissolvido 
da água de ativação dos gametas de dourado (Salminus brasiliensis) 
durante o tempo (segundos) para duas proporções (1:1 e 1:10) entre a 
quantidade de ovócitos (10g) e o volume de água de ativação (10 e 100 
mL).  
 
Experimento III – Efeito de diferentes concentrações de oxigênio 
dissolvido da água de ativação dos gametas 

A taxa de fertilização dos ovos de dourado não foi afetada pela 
variação dos valores de concentração de OD da água de ativação dos 
gametas entre de 0,10 a 10,50 mg.L-1, quando utilizada uma proporção 
entre ovócitos e volume de água de 1:15 (Figura 4). 
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Figura 4 - Taxas de fertilização de ovos de dourado (S. brasiliensis) 
submetidos à diferentes concentrações de OD da água de ativação dos 
gametas. Cada experimento foi realizado com gametas oriundos de 
distintos reprodutores (OD-1: valores de OD variando entre 0,90 e 10,50 
mg.L-1; OD-2: entre 0,20 a 10,00 mg.L-1; OD-3: entre 0,10 a 9,00 mg.L-

1). 
 
 A diferenças nas taxas médias de fertilização (91,75±2,53% e 
51,88±4,70) em cada um dos experimentos, provavelmente decorreram 
da variação na qualidade dos gametas utilizados, porém a concentração 
de OD da água de ativação não afetou a taxa de fertilização dos ovos de 
dourado em nenhum dos experimentos realizados. 

 
Experimento IV - Relação entre a quantidade de ovócitos, 
espermatozóides e o volume da água de ativação (RGA) 

Os maiores valores da taxa de fertilização foram registrados 
quando a relação entre ovócitos e água foi de 1:10 (10g de ovócitos 
fertilizados com 100 mL de volume da água de ativação), com valor 
médio (±desvio padrão) de  37,44±14,91% (P<0,05) (Fig. 5).  A taxa de 
fertilização foi semelhante quando a proporção entre ovócitos e água de 
ativação foi de 1:1 e 1:100, com valor médio de 13,45±14,38%. Quando 
analisado o volume de sêmen, os melhores resultados foram observados 
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para o tratamento controle de 0,05 mL com 49,79±16,84% de 
fertilização (P<0,05). Nos demais volumes de sêmen não houve 
diferenças significativas com valor médio de 19,41±16,27% (P>0,05). 

A quantidade de sêmen utilizada para fertilizar 10 g de ovócitos 
não afetou os valores da taxa de fertilização, apesar disso, houve 
correlação entre a quantidade de espermatozóides existentes no meio 
fecundante e a taxa de fertilização. Valores extremos testados 
apresentaram baixas taxas de fertilização, sugerindo haver um valor 
ideal para a concentração de espermatozóides para maximizar a 
fertilização. Considerando-se apenas os testes realizados com a 
proporção 1:10 (entre a quantidade de ovócitos e o volume da água de 
ativação), que proporcionou as maiores taxas de fertilização dentre as 
proporções testadas, a concentração de 7,10x106 espermatozóides.mL-1 
no meio fertilizante foi a que proporcionou a maior taxa de fertilização 
para gametas de dourado (Fig. 6).  

 
DISCUSSÃO 

A utilização de um volume de água para a ativação dos gametas 
superior a 5 vezes a quantidade de ovócitos de S. brasiliensis produz 
altas taxas de fertilização. Essa observação contraria o recomendado 
para a fertilização dos ovócitos de peixes de água doce, que sugere a 
inclusão de um pequeno volume de água (Woynarovich e 
Horvarth,1980; Pereira et. al., 2006), havendo a recomendação de 
utilização de 15% de água sobre o peso total dos ovócitos para 
promover a ativação dos gametas e a fertilização adequada (Furuya e 
Furuya, 2001). Apesar disso, Woynarovich e Horvarth (1980) relatam 
que um baixo volume de água de ativação dos gametas pode causar 
problemas físicos, tais como o impedimento da penetração do 
espermatozóide devido à obstrução da micrópila pelo muco dos ovários 
ou mesmo pelo contato entre os ovócitos que podem cobrir a abertura da 
micrópila. 

Coward e Parrington (2003) relataram que os protocolos de 
fertilização para peixes teleósteos devem ser específicos devido à grande 
variação nas estratégias reprodutivas adotadas pelas diferentes espécies. 
Esta afirmação é comprovada quando comparados os resultados 
satisfatórios obtidos com o uso das técnicas convencionais de 
fertilização aplicada para a maioria das espécies de peixes de água doce 
produzidas comercialmente, mas que não tem sido eficientes na 
fertilização de dourado, conforme os dados apresentados por Sato 
(1997) e observados neste trabalho. 
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utilizado para fertilizar 10 gramas de ovócitos de dourado (Salminus 
brasiliensis) sobre a taxa de fertilização (valor indicado ao lado do 
símbolo que indica o volume de água de ativação representa o volume 
de sêmen utilizado).  
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Figura 6 – Efeito da concentração de espermatozóides (sptz.mL-1) no 
meio fecundante sobre a taxa de fertilização de ovos de dourado 
(Salminus brasiliensis) ( proporção de 1:10 - 10 gramas de ovócitos e 
100 mL da água de ativação). 
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As baixas taxas de fertilização observadas no presente trabalho 
quando foi utilizado um pequeno volume de água de ativação dos 
gametas podem estar relacionadas à ativação deficiente dos 
espermatozóides. A motilidade espermática é um fator que afeta a taxa 
de fertilização dos peixes, sendo utilizada para medir a qualidade do 
sêmen (Ciereszko et al. 2000; Coward et al, 2002; Streit et al, 2008). 
Apesar disso, a motilidade pode ser afetada não apenas pela qualidade 
do sêmen, mas também pela forma como o mesmo é ativado. 

Foi observada uma diminuição no tempo e na porcentagem de 
motilidade do sêmen de esturjão (Acipenser persicus) quando utilizado 
uma diluição de 1:10 (sêmen/água) quando comparado com a proporção 
de 1:50 (Alavi e Cosson, 2005). De modo semelhante, o tempo de 
motilidade do sêmen de dourado foi 50% menor quando foi ativado 
numa relação de 1:1 quando comparado aos resultados de 1:1500 
(Sanches et al., 2009). Em ambos os trabalhos, a justificativa para 
explicar o fato está associada à concentração iônica da solução 
ativadora, que mantém altos níveis de osmolaridade quando o volume da 
água de ativação é pequeno.  

Alavi e Cosson (2006) descreveram que Na+, K+, e Cl+ são os 
íons predominantes no plasma seminal de peixes de água doce e que a 
motilidade do espermatozóide está diretamente relacionada à quebra da 
pressão iônica destes íons. Viveiros et al (2009) verificaram redução de 
22% na taxa de motilidade de sêmen de dourado quando foi ativado com 
uma solução contendo 154 mM de NaCl em comparação com o sêmen 
ativado com água.  

De acordo com Cosson (2010), a concentração osmótica do 
plasma seminal dos peixes de água doce é de 300 mOsm.L-1, sendo que 
uma motilidade adequada é observada quando a osmolaridade do meio 
em que ocorre a ativação apresenta valor em torno de 10 mOsm.L-1. 
Dessa forma, desconsiderando-se os fluidos provenientes dos ovários, o 
sêmen deve ser diluído 30 vezes para uma adequada ativação. Estes 
dados corroboram com os resultados encontrados no presente trabalho, 
visto que as taxas de fertilização foram crescentes com o aumento do 
volume de água de ativação dos gametas de dourado. 

Neste trabalho, o consumo de oxigênio dissolvido durante a 
ativação dos gametas de dourado ficou evidente, revelando que pode 
haver uma grande redução na concentração dos valores de oxigênio 
dissolvido quando o volume da solução ativadora for pequeno. Os 
espermatozóides de dourado apresenta um curto tempo de vida (Streit et 
al, 2008; Sanches et al, 2009), iniciando antecipadamente a 
decomposição do sêmen e o gradativo consumo de oxigênio pela 
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oxidação. O prejuízo da qualidade de água pela decomposição do sêmen 
de peixes no momento posterior a fertilização é bem conhecido, sendo 
recomendadas várias lavagens dos ovos e trocas de água logo após a 
fertilização (Zaniboni-Filho e Nuñer, 2004).  

Apesar de ser observada uma significativa redução na 
concentração dos valores de oxigênio dissolvido da água de ativação 
durante a fertilização, a taxa de fertilização de ovos de dourado não foi 
afetada quando utilizada água com diferentes valores de oxigênio na 
ativação dos gametas. Esta é uma constatação interessante para a 
espécie, pois segundo Barbieri et al. (2001), a reprodução do dourado 
em ambiente natural ocorre em águas caudalosas contendo elevado teor 
de oxigênio dissolvido. 

Autores descreveram consumo mínimo de oxigênio por ovos 
recém-fertilizados (Parra et al, 1999; Green, 2004), verificando consumo 
crescente de oxigênio a medida que ocorre o desenvolvimento 
embrionário e larval. Pelster (1999) cita que Amphiprion melanopus 
tolera um curto período de anóxia na fase inicial embrionária sem afetar 
o desenvolvimento normal do embrião. Os gametas de dourado não 
foram afetados pela condição de hipóxia na fase de ativação mantendo 
elevadas taxas de fertilização. Provavelmente, a necessidade do dourado 
de buscar águas caudalosas com elevada concentração de oxigênio para 
a reprodução no ambiente natural pode estar associada a rápida diluição 
do sêmen no momento de ativação ou mesmo à crescente demanda de 
oxigênio com o desenvolvimento embrionário e larval.  

Avaliando os valores da taxa de fertilização obtidos nas 
diferentes proporções entre sêmen, ovócitos e água de ativação, 
verificou-se que a concentração de espermatozóides no meio fecundante 
(número de espermatozóides por volume da água de ativação) é a 
condição que mais influencia a taxa de fertilização de dourado. 
Resultados semelhantes foram observados para outras espécies de 
peixes (Hoysak e Liley, 2001; Casselman et al. 2006).  Os melhores 
resultados de fertilização foram obtidos numa relação de 7,10x106 
espermatozóides por mililitro da solução ativadora, onde concentrações 
maiores e menores afetaram negativamente a taxa de fertilização. 
Resultado semelhante foi observado por Sanches et al. (2009) para o 
dourado, que encontrou uma relação ideal de 30 mil 
espermatozóides/ovócitos, para obter as máximas taxas de fertilização. 
Transformando os dados dessa relação ideal apresentada por Sanches et 
al. (2009), a concentração de espermatozóides por volume de solução 
ativadora é de 5,76x106 espermatozóides.mL-1, valor um pouco inferior 
ao observado no presente trabalho.  
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Algumas espécies de peixes apresentam uma relação mínima de 
espermatozóides/ovócitos para a obtenção de uma taxa de fertilização 
máxima, sem que ocorram prejuízos a fertilização quando o volume de 
sêmen é aumentado (Sander vitreus, Rinchard et al., 2005; Brycon 
insignis, Shimoda et al., 2007), enquanto outras, semelhantes ao 
dourado, apresentam uma relação ideal, a partir da qual, apresentam 
redução da taxa de fertilização, tais como  Clarias gariepinus 
(Rurangwa et al., 1998).  

O fator limitante para o sucesso da fertilização está relacionado 
com a probabilidade do encontro do espermatozóide com a micrópila do 
ovócito. Dessa forma, ovócitos menores ampliam a chance de 
fertilização em relação aos maiores, bem como, a ampliação do tempo 
de viabilidade e a velocidade de natação dos espermatozóides (Cosson, 
2010).  

Provavelmente, os resultados das baixas taxas de fertilização 
em consequência da elevada concentração de espermatozóides pode ser 
devido a polispermia (Blanc, 1892; Kanoh, 1953), embora essa 
possibilidade seja amplamente questionada (Ginzburg, 1972; Coward et 
al., 2002; Murata, 2003; Psenicka et al., 2010). Talvez o aumento da 
concentração espermática possa ter influenciado por meio da elevação 
da concentração iônica do meio fertilizante, resultando em problema 
semelhante ao que é observado quando é utilizado um pequeno volume 
de água para a ativação dos gametas. Essa condição causa uma redução 
na taxa de fertilização de algumas espécies, entre elas o dourado.  
  

CONCLUSÃO 
 A taxa de fertilização do dourado foi afetada pela relação entre 
a quantidade de ovócitos, sêmen e o volume da solução ativadora, 
embora o fator preponderante tenha sido a concentração de 
espermatozóides da solução fertilizante, sendo recomendada a 
concentração espermática de 7,10x106 espermatozóides por mL para 
obtenção da máxima taxa de fertilização. Adicionalmente, é 
recomendada a manutenção de uma razão 1:10 (ovócitos : água de 
ativação) e a adição de aproximadamente 5 mL de sêmen por quilo de 
desova. A concentração dos valores de oxigênio dissolvido da água de 
ativação não interferiu sobre a taxa de fertilização do dourado. 
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RESUMO 
Vários fatores podem afetar a taxa de fertilização dos ovos durante a 
reprodução induzida de peixes, sendo que além da qualidade dos 
gametas, o manejo utilizado pode ser determinante para o sucesso da 
fertilização. Este trabalho objetiva avaliar o efeito de um curto tempo de 
estocagem dos ovócitos e o tempo de manutenção da água de ativação 
dos gametas contendo diferentes concentrações de oxigênio dissolvido 
sobre a taxa de fertilização de ovos de dourado Salminus brasiliensis. 
Para isso, ovócitos obtidos através de reprodução induzida de duas 
fêmeas foram fertilizados com diferentes intervalos de tempo (10, 30, 
60, 90 e 120 minutos) após a extrusão. Em outro experimento, ovócitos 
de uma fêmea foram fertilizados com distintos períodos de tempo de 
manutenção da água de ativação (3, 13 e 23 minutos) e com diferentes 
concentrações de oxigênio dissolvido (0,1; 3; 6 e 9 mg.L-1). Houve 
redução na taxa de fertilização com o aumento do tempo entre a 
extrusão e a inseminação dos ovócitos.  Para uma das fêmeas, a queda 
foi bastante acentuada, sendo diferente entre o controle (10 minutos) e 
30 minutos de estocagem com valores (média ± desvio padrão) de 
fertilização de 63,09±1,11% e 14,66±5,50%, respectivamente. Para a 
segunda fêmea, não ocorreu diferença significativa entre o controle (10 
minutos) e 30 minutos de estocagem com taxa média de fertilização de 
90,54±7,35%, que foi superior a observada nos demais tempos de 
estocagem.  A taxa de fertilização do dourado não foi afetada pelas 
diferentes concentrações dos valores de oxigênio dissolvido da água de 
ativação, com valor médio de 50,20±8,66%. O tempo de manutenção da 
água de ativação alterou a taxa de fertilização, sendo de 56,91±4,46% 
com 3 minutos de exposição e com valores reduzidos com o aumento do 
tempo de manutenção da água de ativação.  
Palavras chaves: água doce; gametas; manutenção; peixes 
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ABSTRACT 
Several factors can affect the fertilization rate of fish eggs during an 
induced reproduction; besides the quality of the gametes, the 
management used may be determinant to the fertilization success. This 
study evaluates the effect of short–term storage of the oocytes in 
environmental conditions and the time of maintenance of gametes in 
activation water containing different dissolved oxygen concentrations, 
to the fertilization of eggs of the dourado Salminus brasiliensis. For this, 
oocytes obtained from two females induced spawning were fertilized 
with different intervals of time (10, 30, 60, 90 and 120 minutes) after 
extrusion (experiment 1A and 1B). And in the second experiment, 
oocytes were fertilized with different time of maintenance in the 
activation water (3, 13 and 23 minutes) with different dissolved oxygen 
concentrations (0.1, 3, 6 and 9 mg L-1). The fertilization rate was 
reduced with increasing time between extrusion and insemination of the 
oocytes. In experiment 1A (female 1), the decrease in fertilization rates 
was significant between control (10 minutes) and 30 minutes of storage 
with fertilization rates (mean ± SD) of 63.09±1.11% and 14.66±5.50%, 
respectively. Nevertheless, in experiment 1B (female 2), no significant 
difference was observed between the control (10 minutes) and 30 
minutes of storage with an average fertilization rate of 90.54 ± 7.35%, 
higher than observed in the remaining storage times. The fertilization 
rate of dourado was not affected by the different dissolved oxygen 
concentrations of the activation water tested with a mean value of 
50.20± 8.66%. The time of maintenance in the activation water altered 
the fertilization rate, being 56.91±4.46% with 3 minutes of exposure and 
lower values with increasing time of maintenance in the activation 
water. 
Key-words: fish; freshwater; gametes; short-term storage 
 
 

1. Introdução 
O Brasil possui uma fauna de peixes de água doce diversificada, 

para a qual são citadas mais de 3.000 espécies conhecidas (McAllister et 
al., 1997). Diante de tantas espécies, algumas tem se destacado na 
piscicultura, sendo atualmente amplamente cultivadas, enquanto outras 
se mantêm como promissoras. Entre os entraves que impedem a 
expansão da criação das espécies nativas, encontra-se a falta de 
tecnologia que possibilite a produção massiva das formas jovens. Para 
muitas espécies de peixes, a obtenção da desova por indução hormonal é 
facilmente possível, porém, devido à incorreta manipulação dos gametas 
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é obtida uma baixa taxa de fertilização e, consequentemente, uma 
pequena produção de juvenis. Segundo Coward et al. (2002), 
incrementar o conhecimento sobre os processos que envolvem a 
ativação dos gametas e fertilização para o grupo de peixes de interesse 
para a aquicultura promoverá uma significante contribuição à expansão 
dos cultivos. 

Entre as espécies amplamente cultivadas no mundo, muito se 
conhece das exigências dos gametas pós-ovulação para obtenção de 
razoáveis taxas de fertilização (Rottmann et al., 1991). No entanto, para 
as espécies nativas brasileiras, faltam conhecimentos essenciais para o 
sucesso da reprodução em cativeiro. Segundo Zaniboni-Filho (2000), a 
falta de conhecimento para o cultivo de espécies nativas esta 
relacionado ao fato de que o desenvolvimento inicial da piscicultura 
brasileira se deu pela criação de espécies exóticas, sendo que, por muito 
tempo, as espécies autóctones não foram consideradas para a 
piscicultura nacional. Desta forma, muitas das técnicas utilizadas na 
reprodução induzida dos peixes nativos ainda estão sendo 
desenvolvidas, sendo que os principais pacotes tecnológicos voltados à 
reprodução destes peixes são os mesmos utilizados para as espécies 
exóticas (Andrade e Yasui, 2003). 

Entre as espécies de peixes autóctones que tem despertado 
interesse entre os piscicultores e centros de pesquisa, destaca-se o 
dourado, Salminus brasiliensis. O interesse por esta espécie se dá pelo 
seu elevado valor comercial, grande porte e rápido desenvolvimento 
inicial (Fracalossi et al. 2004). 

O dourado (S. brasiliensis) é originário da América do Sul, 
encontrado nas bacias dos rios Paraná, Paraguai, Uruguai, sistema 
lagunar da lagoa dos Patos e bacia do alto Mamoré e Chaparé na Bolívia 
(Lima et al., 2003). Esta espécie pode atingir um comprimento total 
superior a um metro (Morais Filho e Schubart, 1955). Segundo Vazzoler 
(1996), é uma espécie migradora de desova total anual, possui ovos 
semi-densos e não apresenta cuidado parental. Por ser uma espécie de 
piracema, não reproduz naturalmente em cativeiro, necessitando de 
indução hormonal para atingir a maturação final, ovulação e desova. 

De acordo com Weingartner e Zaniboni-Filho (2005), 
historicamente é descrito que para o dourado baixas taxas de fertilização 
são obtidas durante o processo de reprodução induzida para diferentes 
centros de reprodução de peixes no Brasil. Os autores sugerem que as 
baixas taxas de fertilização estão associada ao uso de procedimentos 
inadequados no manejo dos gametas, e que a aplicação das técnicas 
desenvolvidas para as espécies exóticas é inadequada para aplicá-la a 
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esta espécie. Sato et al. (1997), tendo trabalhado com a reprodução 
induzida de várias espécies nativas, indica para o dourado (S. 
francisicanus), espécie com características reprodutivas bastante 
semelhante ao S. brasiliensis, há necessidade de melhoria das técnicas 
de reprodução devido às baixas taxas de fertilização. 

Dos processos envolvidos durante a reprodução, as condições 
em que ocorre a fertilização são determinantes para a obtenção de altas 
taxas de fertilização, para a garantia da produção final e da qualidade 
das larvas (Sawada et al., 2006). Notadamente, dentre estes processos o 
tempo transcorrido entre o momento da liberação dos gametas e a sua 
ativação pode afetar as taxas de fertilização, sendo um fator importante 
que deva ser considerado para o sucesso na reprodução (Yang e Chen, 
2006).  

Este trabalho objetiva avaliar a viabilidade dos ovócitos de 
dourado, Salminus brasiliensis, estocados por curto período após a 
desova, e o efeito do tempo de manutenção da água de ativação dos 
gametas com diferentes concentrações de oxigênio dissolvido sobre esta 
viabilidade. 

 
2. Materiais e métodos 

2.1. Reprodutores 
Os experimentos foram realizados no Laboratório de Biologia e 

Cultivo de Peixes de Água Doce (LAPAD/UFSC), durante o período 
reprodutivo 2008/2009. Foram utilizados reprodutores de dourado do 
plantel mantido pelo LAPAD composto por exemplares selvagens e por 
seus descendentes diretos (F1 - produto do cruzamento dos indivíduos 
selvagens). Os indivíduos selvagens foram capturados no alto rio 
Uruguai, na divisa dos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul. 
Os peixes foram individualmente marcados, o que possibilita um 
controle dos cruzamentos para evitar problemas decorrentes da 
consanguinidade. Os reprodutores foram mantidos em viveiros de terra 
de 1.600 metros quadrados numa densidade de estocagem de 1 peixe 
para cada 25 metros quadrados. Foram alimentados diariamente ad 
libitum com ração comercial contendo 40% proteína bruta. 

Exemplares em maturação final foram selecionados e 
transferidos para o laboratório, onde foram pesados e mantidos em 
tanques circulares de 1.000 litros. Para promover à maturação final e 
ovulação foram aplicadas duas doses do hormônio de extrato bruto de 
pituitária de carpa, 0,5 mg.kg-1 e 5,0 mg.kg-1, com intervalo de 10 horas 
entre as aplicações. A água dos tanques de indução foi mantida a uma 
temperatura de 25,5ºC e o oxigênio dissolvido (OD) em 
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aproximadamente 7,5 mg.L-1. Em cada experimento foram utilizados os 
ovócitos de uma fêmea fertilizados com sêmen homogeneizado 
provenientes de dois machos (Tabela 1). 

A extrusão dos ovócitos nos experimentos que avaliou o tempo 
de estocagem ocorreu 5,5 horas após a última aplicação hormonal em 
uma temperatura média de 25,5° C, o que representa 140,25 horas-grau 
para uma das fêmeas utilizadas e para outra, 4,7 horas nessa mesma 
temperatura, o que representou 123,16 horas-grau. Para o experimento 
que avaliou a qualidade e tempo de manutenção da água de ativação dos 
gametas, a extrusão ocorreu em situação similar à primeira fêmea 
descrita acima.  

Nos experimentos os tratamentos foram realizados em triplicata, 
sendo utilizadas amostras de 10 g de ovócitos e 150 mL de água de 
ativação em recipientes de 500 mL. Igual volume de sêmen proveniente 
de dois machos foi previamente homogeneizado e posteriormente 
misturado aos ovócitos, mantendo uma proporção de 5 mL de sêmen por 
quilo de ovócitos. 

 
2.2. Efeito do tempo de estocagem sobre a taxa de fertilização 

Em dois experimentos (1A e 1B) foram avaliadas a influência 
do tempo de estocagem dos ovócitos, entre a extrusão e a ativação dos 
gametas sobre a taxa de fertilização. Os ovócitos foram estocados em 
temperatura ambiente por distintos intervalos de tempo: 10 minutos 
(controle), 30, 60, 90 e 120 minutos entre a extrusão dos ovócitos e a 
indução à fertilização. O tempo de 10 minutos foi utilizado como 
controle pelo fato deste ser o tempo mínimo necessário para a 
manipulação dos gametas entre a extrusão e o início da fertilização. O 
tempo de manutenção da água de ativação até os ovos serem lavados foi 
de 3 minutos, tendo a água de ativação uma concentração de oxigênio 
dissolvido de 7,50 mg.L-1. Posteriormente os ovos foram estocados em 
incubadoras cilindro-cônicas de 10L, mantidas com fluxo constante de 
água. Durante a estocagem em condição ambiente, 640 e 474 gramas 
(respectivamente experimentos 1A e 1B) de ovócitos foram mantidos 
em becker de 2 L, coberto com uma toalha umedecida e estocados a 
uma temperatura de 22,8°C. A motilidade do sêmen foi avaliada no 
início e no final do tempo de estocagem dos ovócitos, mantendo 
motilidades semelhantes durante este período, com tempo de motilidade 
superior a 40 segundos. Essa condição experimental permitiu garantir 
que as eventuais diferenças nas taxas de fertilização fossem atribuídas 
somente ao tempo de estocagem dos ovócitos.  Durante o período de 
estocagem dos ovócitos, o sêmen de dois machos (5 mL de cada macho) 
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foi armazenado em tubo de falcon de 12 mL e mantido em gelo, sendo 
misturados com os ovócitos apenas no momento da fertilização. 

 
2.3. Efeito do tempo de manutenção da água de ativação e da 
concentração de oxigênio dissolvido 

Outro experimento foi realizado para avaliar o efeito do tempo 
de manutenção da água de ativação e a influência da concentração de 
oxigênio dissolvido dessa água na taxa de fertilização. A água de 
ativação é aquela adicionada aos gametas para desencadear o processo 
de hidratação dos ovócitos e motilidade do sêmen, técnica conhecida 
como fertilização à seco (Lahnsteiner et al., 2003). Para retirada do 
excesso de sêmen lavou-se os ovos imediatamente após a fertilização, 
do contrário, pode haver o comprometimento da qualidade da água 
durante a incubação dos ovos pela oxidação e decomposição do sêmen 
remanescente. 

Neste experimento, os ovócitos foram fertilizados 10 min após a 
extrusão com diferentes intervalos de tempo de manutenção da água de 
ativação (3, 13 e 23 min), e variando a concentração de oxigênio 
dissolvido da água de ativação (0,1; 3,0; 6,0 e 9,0 mg.L-1). Decorrido o 
tempo de manutenção da água de ativação, conforme cada um dos 
tratamentos, a água de ativação foi drenada para retirada do excesso de 
sêmen e os ovos liberados nas incubadoras, semelhante ao descrito no 
experimento anterior. 
 
2.4. Análise dos dados 

Foi utilizada a taxa de fertilização para avaliar o efeito do 
tempo de estocagem dos ovócitos e a influência do tempo de 
manutenção e concentração de OD da água de ativação. A avaliação da 
taxa de fertilização foi realizada sete horas após a inseminação, quando 
foi observada a fase de fechamento do blastóporo. Para tal, foram 
amostrados cerca de 260 ovos de cada incubadora. A taxa de fertilização 
foi calculada pela fórmula: 

 
Nº de ovos fertilizados 

Taxa de fertilização (%) =  
Nº total de ovos observados 

X 100 

 
Em ambos os experimentos, os dados foram submetidos à 

análise de regressão para avaliar o efeito dos tratamentos sobre as taxas 
de fertilização. Foi utilizada ANOVA NESTED no experimento no 
experimento que avaliou o tempo de estocagem para verificar a 
existência de diferença estatística nas taxas de fertilização entre os 
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tratamentos, bem como dos diferentes peixes utilizados nos 
experimentos, e o Teste de Tukey como teste de separação de médias. 
Uma ANOVA BIFATORIAL também foi usada para analisar a 
interação entre tempo de manutenção da água de ativação dos gametas e 
a concentração de oxigênio da mesma. 

 
3. Resultados 
Foi observada a redução na taxa de fertilização com o aumento 

do tempo de estocagem dos ovócitos em ambos os experimentos (Figura 
1). No experimento 1A, a queda foi acentuada, com diferença 
significativa (P<0,01) entre o controle (10 minutos) e a estocagem de 30 
minutos. Decorridos 30 minutos de estocagem a taxa de fertilização foi 
menor que ¼ daquela observada no tratamento controle (63,09±1,11%). 
Esse valor foi reduzido para 4,16±2,34% depois de 60 minutos de 
estocagem e nulo após 90 minutos. Apesar disso, no experimento 1B, 
não ocorreram diferenças significativas entre o tratamento controle (10 
minutos) e aquele com 30 minutos de estocagem, com taxa de 
fertilização média de 90,54±7,35%. Esses tratamentos apresentaram 
taxas de fertilização maiores que as observadas quando o tempo de 
estocagem dos ovócitos foi igual ou superior a 60 minutos (P<0,01). 
Após o tempo de estocagem de 30 minutos, houve uma gradativa 
redução dos valores com o aumento do tempo de estocagem, atingindo o 
valor médio de 8,67±5,20% após 120 minutos de estocagem.  

A análise da variância aninhada (ANOVA, NESTED) mostrou 
haver efeito do tempo de estocagem e da fêmea na taxa de fertilização 
dos ovócitos estocados por diferentes tempos. 
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Tabela 1 – Dados biométricos dos reprodutores e detalhes dos gametas 
utilizados nos experimentos. 

– foi retirado apenas 5 mL de sêmen de cada macho, sem esgotá-los. 
 
O tempo de manutenção da água de ativação apresentou 

influência na taxa de fertilização (P<0,05), que foi maior quando 
mantida por 3 minutos (Figura 2). Esse valor foi reduzido em cerca de 
20% quando a água de ativação foi mantida por 13 ou 23 minutos. A 
concentração dos valores de oxigênio dissolvido da água de ativação 
não afetou a taxa de fertilização dos ovos de dourado (P>0,05), nem 
mesmo quando a água de ativação foi mantida por um tempo 
prolongado (23 minutos). 

 
4. Discussão 
A taxa de fertilização apresentou redução quando os ovócitos de 

dourado foram estocados por curto período de tempo, sendo afetada 
depois de 30e 60 minutos nos experimentos 1A e 1B respectivamente. 
Aparentemente, a qualidade dos ovócitos estocados interferiu no tempo 
de viabilidade dos ovócitos. 

 

Experimentos 
Peso dos 
peixes 

(g) 

Peso desova 
(g) ou vol. 

sêmen (mL)1 

Número de 
ovócitos 

por grama 

Fecundidade 
total 

(No de 
ovócitos) 

Concentração de 
espermatozóides.m

L-1 

 Fêmea 10.150 640 1.208 773.120 - 
1A Macho 1 3.000 5 - - 9,35 x 109 
 Macho 2 3.100 5 - - 9,65 x 109 

 Fêmea 8.070 474 1.111 526.614 - 
1B Macho 1 3.500 5 - - 8,85 x 109 

 Macho 2 3.180 5 - - 8,20 x 109 
 Fêmea 2.600 435 1.220 530.700 - 
2 Macho 1 1.300 5 - - 12,40 x 109 

 Macho 2 1.100 5 - - 10,55 x 109 
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Figura 1 – Taxas de fertilização de ovos de dourado, Salminus 
brasiliensis, fertilizados em diferentes períodos de tempos após a 
extrusão (A: experimento 1A; B: experimento 1B). Letras minúsculas 
diferentes indicam diferença estatística (P<0,05) pelo teste de Tukey. 
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Figura 2 – Efeito do tempo de manutenção da água de ativação dos 
gametas e da concentração de OD contida na água sobre a taxa de 
fertilização de ovos de dourado, Salminus brasiliensis. (Letras diferentes 
demonstram diferença estatística para tempo de manutenção da água de 
ativação - P<0,01, teste de Tukey). 

 
 
O experimento em que os ovócitos permaneceram viáveis por 

um tempo superior apresentou uma taxa de fertilização cerca de 30% 
superior no tratamento controle, quando comparado com o taxa do 
experimento 1A. Durante a reprodução induzida, enquanto a extrusão da 
fêmea do experimento 1A ocorreu depois que já haviam sido observados 
alguns poucos ovócitos liberados no tanque de indução, a fêmea do 
experimento 1B não havia liberado ovócitos no tanque antes da 
extrusão, sendo possível observar a ruptura da membrana que recobre a 
saída do canal do oviduto na região do orifício urogenital. Essas 
observações indicaram que o tempo entre a ovulação e a coleta dos 
ovócitos foi diferente entre as fêmeas, podendo este tempo ter 
interferido na qualidade dos ovócitos no início da experimentação. Em 
teste de estocagem dos ovócitos de Prochilodus marggravii, Rizzo et al. 
(2003), observaram que o prejuízo na  taxa de fertilização é maior 
quando os ovócitos são mantidos no interior dos ovários, quando 
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comparada aos ovócitos coletados e mantidos em condições semelhantes 
às utilizadas neste trabalho. Por outro lado, essa diferença observada 
entre as fêmeas pode ser atribuída a simples diferença da qualidade dos 
ovócitos produzidos por cada uma delas, como sugerido por Nguenga et 
al. (2004) para o bagre africano, Heterobranchus longifilis.  

A manutenção da qualidade dos ovócitos de peixes estocados 
após a extrusão varia entre as diferentes espécies. Peixes de clima 
temperado tendem a manter a qualidade dos gametas por períodos que 
podem chegar a várias horas após a coleta. Enquanto espécies de 
esturjão (Acipenser ruthenus e Acipenser baeri) mantêm semelhantes 
taxas de fertilização por até quatro horas de estocagem (Gisbert e 
Williot, 2002), os ovócitos de truta (Oncorhynchus mykiss) apresentam a 
mesma viabilidade para fertilização e eclosão quando mantidos por até 
48 horas juntamente com o fluído celomático (Goetz e Coffman, 2000). 
Para peixes de clima tropical e subtropical, de modo geral, os ovócitos 
estocados tendem a perder a viabilidade rapidamente, mantendo suas 
características inalteradas por alguns poucos minutos (Espinach et al., 
1984; Richter e Van der Hurk, 1982; Rizzo et al., 2003). 

A estrutura dos ovócitos de P. marggravii estocados por um 
período de até duas horas após a ovulação não apresenta alteração, no 
entanto, foram observadas modificações no citoesqueleto (Rizzo et al., 
2003). Os autores descrevem que essas modificações não impediram a 
fertilização, porém, prejudicaram o desenvolvimento inicial dos ovos, 
levando-os à morte. De acordo com Linhart et al. (1995), após a 
ovulação ocorre uma redução dos processos aeróbicos dos ovócitos e 
tem início uma rota metabólica alternativa com produção de ácido 
láctico, fazendo com que o  pH diminua rapidamente. A redução do pH 
em condições de estocagem de ovócitos também foi observada por 
Hajirezaee e Niksirat (2009) para A. persicus. 

Apesar da redução da viabilidade dos ovócitos ao longo do 
tempo em que são armazenados em temperatura ambiente, trabalhos têm 
mostrado que o armazenamento dos ovócitos sob refrigeração produz 
resultados de fertilização ainda menores que aqueles mantidos em 
temperatura ambiente (Glenn e Tiersch, 2002; Rizzo et al., 2003). 

A concentração dos valores de oxigênio dissolvido da água de 
ativação não interferiu na taxa de fertilização dos ovos de dourado, 
mesmo quando a água de ativação foi mantida em contato com os 
gametas por um tempo longo (23 minutos). Trabalhos têm mostrado que 
na fase inicial de desenvolvimento dos ovos de peixes, a condição de 
hipóxia pode não prejudicar o desenvolvimento normal do embrião 
(Nakano, 1953; Parra et al., 1999; Pelster, 1999; Green, 2004). A 
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exposição de ovos de Seriola dumerili na fase de gástrula, durante duas 
horas a uma concentração de OD de 0,90 mg.L-1, não promoveu 
prejuízos durante o desenvolvimento embrionário, o que foi observado 
quando a exposição ocorreu durante a fase de aparecimento dos somitos 
(Sawada et al., 2006). A tolerância a baixas concentrações de OD na 
fase inicial do desenvolvimento dos ovos tem sido atribuída à uma 
adaptação às condições naturais, pois, enquanto ainda não estão 
completamente hidratados, os ovos são mais densos e menos facilmente 
movimentados pela água, podendo experimentar momentos de hipóxia 
(Sawada et al., 2006). 

O aumento no tempo de manutenção da água de ativação dos 
gametas interferiu negativamente na taxa de fertilização, embora esse 
prejuízo não esteja associado ao suprimento de oxigênio dissolvido. Um 
fator que pode ter contribuído para a diminuição da viabilidade dos ovos 
com o aumento do tempo de manejo para a fertilização, pode estar 
relacionado à maior exposição dos ovos a choques mecânicos. Enquanto 
os ovos de cada tratamento foram incubados em volume de 10 L durante 
a fase de ativação dos gametas foram mantidos em movimento constante 
em recipiente contendo apenas 150 mL de água. Essa condição sugere 
que os ovos expostos a um maior tempo com a água de ativação, 
estiveram mais suscetíveis a choques mecânicos. Autores têm relatado 
mortalidade devido à sensibilidade dos ovos de peixes a choques 
mecânicos, principalmente na fase inicial de desenvolvimento (Jensen e 
Alderdice, 1989; Crisp, 1990; Hilomen-Garcia, 1998). Essa maior 
sensibilidade na fase inicial do desenvolvimento dos ovos pode estar 
associada à pequena hidratação dos ovos, o que reduz a proteção 
oferecida pelo amplo espaço perivitelínico (Jones et al., 2009).  

 
5. Conclusões 
Os ovócitos de dourado são sensíveis à estocagem após a 

extrusão, embora haja variação no intervalo de tempo de viabilidade 
entre os ovócitos provenientes de fêmeas distintas, sendo recomendada a 
fertilização em intervalo de tempo inferior a 30 min, visto que para 
ambas as fêmeas foram observadas altas taxas de fertilização quando a 
fertilização ocorreu 10 min após da coletas dos ovócitos. A 
concentração dos valores de oxigênio dissolvido da água de ativação dos 
gametas não afetou a taxa de fertilização dos ovos. O tempo de 
manutenção da água de ativação para a obtenção da máxima taxa de 
fertilização foi de 3 minutos, quando então a água deve ser drenada e os 
ovócitos liberados nas incubadoras.  
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CAPÍTULO III - USO DE SÊMEN CRIOPRESERVADO NA 
FERTILIZAÇÃO DE OVÓCITOS DE DOURADO, Salminus 
brasiliensis 
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Resumo 
O dourado, Salminus brasiliensis é um peixe migrador que tem 
despertado interesse para piscicultura. Os procedimentos para a sua 
reprodução induzida já estão dominados, contudo, o uso de sêmen 
criopreservado ainda apresenta uso restrito. Desta forma, objetivou-se 
avaliar o uso de sêmen criopreservado ativado com distintos ativadores 
(água, NaCl 0,45% e NaHCO3 1%), a variação do volume de sêmen 
criopreservado (0,025; 0,05 e 0,10 mL  para 10 g de ovócitos) e do 
período de tempo de manutenção da solução ativadora (30; 60; 180 e 
300 s) na taxa de fertilização. Para tal, o sêmen foi coletado, misturado à 
solução crioprotetora (10% DMSO, 5% glicose, 1 gema de ovo de 
galinha e 135 mL de água destilada) na proporção de 1:4 
(sêmen:solução) e criopreservado em palhetas de 0,5 mL em vapor de 
nitrogênio líquido. Ovócitos foram obtidos por reprodução induzida e 
amostras de 10 g oriundas de uma única fêmea foram separadas e 
fertilizadas conforme os distintos tratamentos, utilizando 100 mL de 
solução ativadora, e um controle fertilizado com um volume equivalente 
de sêmen fresco. As diferentes soluções testadas e a duração do tempo 
de contato dos ativadores com os gametas afetaram significativamente 
as taxas de fertilização, com valores que variaram entre 13,4 e 27,8%, 
enquanto o uso de sêmen fresco propiciou 80,8% de taxa de fertilização. 
A relação entre sêmen criopreservado e ovócito interferiu na taxa de 
fertilização do dourado, sendo recomendado o equivalente a 0,05 mL de 
sêmen criopreservado para fertilizar 10g de ovócitos. Estes valores 
obtidos são semelhantes ao observado para outras espécies sul-
americanas quando utilizado sêmen criopreservado na fertilização, no 
entanto, são baixos quando comparado ao uso de sêmen fresco. 
Palavras chaves: espermatozóides; congelamento; reprodução induzida; 
peixes; água doce 
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Abstract 
The dourado Salminus brasiliensis is a migratory fish species that has 
attracted interest for aquaculture. The induced spawning is already 
controlled but the use of cryopreserved sperm is still restricted. The goal 
of this study was to evaluate the use of cryopreserved sperm activated 
with different solutions (water, NaCl 0.45% and  NaHCO3 1%), 
different sperm : egg ratio (0.025; 0.05 and 0.10 mL to 10 g oocytes) 
and different time of maintenance of activator solution (30; 60; 180 and 
300 seconds) on the fertilization rate. Sperm was collected and mixed 
with cryoprotectant solution (10% DMSO, 5% glucose, 1 egg yolk of 
chicken and 135 mL of distilled water) at a ratio of 1:4 (sperm : 
solution) and frozen in dry shipper in 0.5 mL straws. Oocytes were 
obtained by induced spawning and samples of 10 g were separated and 
fertilized according to different treatments, using 100 mL of activator 
solution. A control treatment was fertilized with fresh sperm. The 
different solutions tested and the time of the maintenance of activator 
solutions affected the fertilization rates, which varied between 13.4 and 
27.8%. The use of fresh sperm provided 80.8% of fertilization rate. The 
sperm : egg ratio affected the fertilization rate, where 0.05 mL of frozen 
sperm to fertilize 10g of oocytes presented the best results. The results 
obtained were similar to the observed for other South American species 
when using cryopreserved semen for fertilization, however, they were 
low when compared to using fresh sperm. 

Key-words: spermatozoa; frozen; insemination; fish; fresh water 
 
Introdução 

Os trabalhos referentes à criopreservação de sêmen de peixes 
foram iniciados na década de 1950 com a descoberta dos primeiros 
crioprotetores (Tiersch, 2008). No Brasil, o desenvolvimento de 
tecnologia para a criopreservação de sêmen das espécies nativas foi 
intensificado durante os anos 90, impulsionados principalmente pela 
preocupação com a preservação da variabilidade genética das 
populações selvagens, devido à construção de barragens de usinas 
hidrelétricas e à degradação dos habitats (Carolsfeld et al., 2003). 

Na aquicultura, o uso da técnica de criopreservação permite 
maximizar o uso dos machos de um plantel de reprodutores através de 
coletas sucessivas de sêmen durante o período reprodutivo, aumentando 
a produção de sêmen por indivíduo. Essa possibilidade diminui o 
número de reprodutores necessários para a produção e, 
conseqüentemente, reduz os custos de manutenção do plantel. Outra 
vantagem está associada à variação da qualidade do sêmen ao longo do 
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período reprodutivo, possibilitando que as coletas para armazenamento 
fossem feitas quando os machos estivessem no auge da produção de 
sêmen (Yao et al., 2000). Esta técnica também favorece a realização de 
trabalhos de melhoramento genético pela facilidade de manipulação do 
sêmen, ajudando no desenvolvimento de novas linhagens. Além disso, 
um dos fatores mais importantes dessa técnica é a possibilidade de 
armazenar germoplasma, garantindo a manutenção da variabilidade 
genética de populações ameaçadas de extinção (Carolsfeld et al., 2003). 

O dourado, Salminus brasiliensis se enquadra dentre as espécies 
Sul-americanas com interesse para a aquacultura e com necessidade de 
trabalhos de conservação, estando entre as espécies ameaçadas de 
extinção em várias bacias hidrográficas de sua área de distribuição. O 
dourado é um peixe nativo da America do Sul, sendo encontrado nas 
bacias dos rios Paraná, Paraguai, Uruguai, sistema lagunar da lagoa dos 
Patos e bacia do alto Mamoré e Chaparé na Bolívia (Lima et al., 2003). 
Pode atingir comprimento total superior a um metro (Morais Filho e 
Schubart, 1955). Segundo Vazzoler (1996), é uma espécie migradora de 
desova total anual, que possui ovos semi-densos e que não apresenta 
cuidado parental. Por ser uma espécie de piracema, não reproduz 
naturalmente em cativeiro, necessitando de indução hormonal para a 
maturação final, ovulação e desova. 

Estudos sobre a criopreservação do sêmen de dourado tem sido 
realizados desde a década de 90 (Carolsfeld et al., 2003), apesar disso, 
se limitaram a avaliar a qualidade do sêmen criopreservado através da 
medida de motilidade espermática. O teste ideal para avaliar a qualidade 
do sêmen criopreservado é a avaliação da taxa de fertilização dos 
ovócitos (Viveiros et al., 2009). Desta forma, objetivou-se estimar a taxa 
de fertilização obtida pelo uso de diferentes soluções crioprotetoras, 
pelo uso de volume crescente de sêmen criopreservado e pelo tempo de 
contato da solução ativadora com os gametas de dourado.  

 
Materiais e métodos 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Biologia e 
Cultivo de Peixes de Água Doce (LAPAD/UFSC), durante os períodos 
reprodutivos entre 2007 e 2009. Foram utilizados reprodutores de 
dourado do plantel mantido pelo LAPAD que é composto por 
exemplares selvagens capturados no alto rio Uruguai, bem como por 
descendentes diretos (F1 – peixes produzidos pelo cruzamento dos 
indivíduos selvagens). Os reprodutores foram mantidos em viveiros de 
terra de 1.600 metros quadrados e alimentados diariamente ad libitum 
com ração comercial contendo 40% proteína bruta. 
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Para os trabalhos de reprodução, os peixes foram coletados nos 
viveiros e selecionados os machos que liberavam sêmen com leve 
pressão abdominal e as fêmeas que apresentavam abdômen abaulado, 
macio e abertura do orifício genital. Os peixes foram levados para o 
laboratório onde foram pesados e mantidos em tanques circulares de 
1.000 litros. Para promover a maturação final e a ovulação, as fêmeas 
receberam duas injeções intramusculares de extrato bruto de pituitária 
de carpa (0,5 mg.kg -1 e 5,0 mg.kg -1), com intervalo de 10 h entre as 
aplicações, sendo que os machos receberam 80% destas doses. Para os 
testes de fertilização, foram utilizados os gametas de uma fêmea e de 
dois machos para a realização de cada experimento (Tabela 1). Durante 
a indução, os peixes foram mantidos em tanques com água a uma 
temperatura de 25,5ºC, e concentração de oxigênio dissolvido em 7,5 
mg.L-1. Os dados biométricos dos reprodutores utilizados e as principais 
características dos gametas estão apresentados na Tabela 1. Os 
detalhamentos dos experimentos estão apresentados na Tabela 2. 

 
Criopreservação 

Para a realização dos experimentos, o sêmen de oito machos 
foram coletados e, posteriormente, amostras foram criopreservadas. 
Foram utilizados machos cujo sêmen fresco apresentava tempo de 
motilidade superior a 40 segundos. Para a coleta do sêmen, os machos 
foram retirados dos tanques, enrolados em toalhas e colocados sobre 
uma mesa acolchoada. Após secar a região urogenital com papel toalha, 
o sêmen foi retirado através de pressão abdominal, tomando-se o 
cuidado para evitar a contaminação do sêmen por fezes e urina. Para o 
teste de motilidade espermática os machos não foram induzidos antes da 
coleta do sêmen e também não foi realizada a contagem da concentração 
espermática. Neste experimento, o sêmen foi criopreservado e a taxa de 
motilidade foi realizada após um mês de estocagem. Para os demais 
experimentos, que envolveram o uso de sêmen fresco como tratamento 
controle, o sêmen foi coletado uma hora antes do teste de fertilização. 
Nos tratamentos, o sêmen foi misturado à solução crioprotetora, 
envasado em palhetas de 0,5 mL e acondicionado em botijão de vapor 
de nitrogênio (Taylor-Wharton, modelo CP 300). Amostras de sêmen 
fresco foram mantidas em tubos de falcon e acondicionadas em 
recipiente com gelo até o momento da fertilização, sendo estas 
consideradas tratamento controle. 

Como solução crioprotetora foi utilizada a fórmula genérica 
desenvolvida para peixes migradores Sul-americanos e que consiste na 
mistura de 10% (15 mL) de DMSO (dimetilsulfóxido), 5% (7,5 g) de 
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glicose e uma gema de ovo de galinha, acrescidos a 135 mL de água 
destilada (Carolsfeld et al., 2003). O sêmen foi adicionado à solução 
crioprotetora numa relação de 1:4 (sêmen:solução) e armazenado em 
palhetas de 0,5mL, de modo que esta combinação continha 0,1 mL de 
sêmen em cada palheta. 

 
Teste de motilidade do sêmen criopreservado - MTL 

As amostras do sêmen criopreservado foram mantidas por 24 
horas em vapor de nitrogênio e, posteriormente, transferidas para botijão 
de nitrogênio líquido, onde permaneceram estocadas por um mês até a 
realização dos testes de motilidade. 

Para o descongelamento, a palheta com o sêmen congelado foi 
imersa em água a temperatura ambiente de 25 ºC que foi mantida por 40 
segundos. Posteriormente, uma gota do conteúdo da palheta foi retirada 
e colocada sobre lâmina e procedida à mistura com a solução ativadora 
(0,5 mL). A avaliação da motilidade espermática foi realizada sob 
microscópio (400x). Para cada solução ativadora testada (água, NaCl 
0,45% e NaHCO3 1%), o tempo de motilidade foi avaliado quatro vezes 
(Tabela 1).  

 
Diferentes soluções ativadoras na fertilização de ovócitos - ATV 

Neste experimento, ovócitos de dourado foram fertilizados 
usando sêmen fresco e a taxa de fertilização comparada com aquela 
obtida com o sêmen criopreservado ativados com diferentes soluções. 
Portanto, após a desova, amostras de 10 g de ovócitos provenientes de 
uma mesma fêmea foram distribuídas em recipientes de 500 mL e 
fertilizadas com 0,05 mL de sêmen fresco ou 1 palheta de sêmen 
criopreservado (0,10 mL de sêmen). Em ambas as situações, a ativação 
foi realizada com cada um dos três diferentes ativadores, sendo: água; 
solução de NaCl 0,45% e solução NaHCO3 1%. Para o 
descongelamento, as palhetas foram imersas por 40 s em água com 
temperatura ambiente de 25 oC e o conteúdo adicionado sobre os 
ovócitos. Após a homogeneização do sêmen fresco ou criopreservado 
aos ovócitos, foi adicionado um volume de 100 mL das distintas 
soluções ativadoras que foram mantidas por 3 min, sendo 
posteriormente drenada e os ovos transferidos para as incubadoras 
cilindro-cônicas de 10L com fluxo contínuo de água. Os testes foram 
realizados em triplicata. 
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Diferentes volumes de sêmen criopreservado na fertilização - VLSE 
Neste experimento, ovócitos de dourado fertilizados com sêmen 

fresco foram comparados com os fertilizados com diferentes volumes de 
sêmen criopreservado. Após a desova, amostras de 10 g de ovócitos de 
uma mesma fêmea foram distribuídos em recipientes de 500 mL e 
fertilizados com 0,05 mL de sêmen fresco ou com 0,025, 0,05 e 0,10 mL 
de sêmen criopreservado (equivalente a ¼; ½ e 1 palheta com volume de 
0,5mL). A ativação dos gametas foi realizada com 100 mL de água. O 
procedimento de descongelamento do sêmen criopreservado, a 
fertilização e a incubação ocorreram conforme descrito anteriormente. 

 
Efeito do tipo e tempo de contato de solução ativadora sobre a taxa de 
fertilização – ATV/T 

Amostras de ovócitos de dourado foram fertilizadas utilizando 
sêmen fresco ou criopreservado. Após a desova, amostras de 10 g de 
ovócitos provenientes de uma única fêmea foram distribuídos em 
recipientes de 500 mL e fertilizados com 0,05 mL de sêmen fresco ou 
0,10mL de sêmen criopreservado (1 palheta 0,5 mL). A ativação dos 
gametas foi realizada com água e solução NaHCO3 1% sendo mantida 
em contato com os gametas por um tempo variável (0,5; 1; 3 e 5 min). 
Os procedimentos de descongelamento, fertilização e incubação foram 
realizados conforme descrito anteriormente. 
 
Análise dos dados 

O tempo de motilidade do sêmen criopreservado foi utilizado 
para determinar a melhor solução ativadora, enquanto que a taxa de 
fertilização determinou os melhores resultados dos testes de fertilização. 
A avaliação da taxa de fertilização foi realizada aproximadamente sete 
horas após a inseminação, quando foi observada a fase de fechamento 
do blastóporo. Para tal, foram amostrados cerca de 260 ovos de cada 
incubadora. A taxa de fertilização foi calculada pela fórmula: 

 

Nº de ovos fertilizados 
Taxa de fertilização (%) =  

Nº total de ovos observados 
X 100 

 
Foi utilizada ANOVA para verificar a existência de diferenças 

estatísticas entre os tratamentos e o teste de Tukey para separação de 
médias (P<0,05). ANOVA Multifatorial também foi usada para analisar 
a interação entre solução ativadora e tempo de manutenção da solução 
ativadora sobre a taxa de fertilização. 
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Tabela 1 – Dados biométricos dos peixes, fecundidade e concentração 
espermática.  

 

 

A fim de anular o efeito da qualidade dos ovócitos sobre os 
resultados obtidos, foi realizado o cálculo de ajuste das taxas de 
fertilização descrito por Carolfeld et al. (2003). Esse ajuste consiste em 
estimar a taxa de fertilização relativa de cada tratamento em relação ao 
tratamento controle (considerado 100%). Desta forma, todos os valores 
da taxa de fertilização de cada tratamento serão apresentados corrigidos 
em relação à taxa de fertilização do respectivo tratamento controle. 
 

 

Experimentos1 Peso (g) 
Peso desova (g) 

vol. sêmen (mL)1 

Ovócitos 

por grama / 

fecundidade 

Concentração 

de 

espermatozóid

es por mL 

Macho 1 4.000 9,0 - NA 

Macho 2 4.500 7,0 - NA 

Macho 3 4.000 4,5 - NA 

MTL 

Macho 4 3.000 6,0 - NA 

Fêmea 3.735 559 
1.172 / 

655.148 
- 

Macho 1 3.500 14 - 11,17 x 109 

ATV 

VLSE 

Macho 2 4.850 14 - 5,19 x 109 

Fêmea 2.300 352 
1.211 / 

426.272 
- 

Macho 1 1.400 6 - 8,85 x 109 
ATV/T 

Macho 2 1.275 6 - 8,20 x 109 

MTL –  avaliação do tempo de motilidade de sêmen criopreservado; 

ATV –  avaliação de diferentes ativadores de sêmen fresco e criopreservado na 
fertilização de ovócitos; 

VLSE –  avaliação de diferentes volumes de sêmen criopreservado na fertilização de 
ovócitos; 

ATV/T – avaliação de diferentes ativadores e tempo de manutenção de contato com os 
gametas na ativação de sêmen fresco e criopreservado na fertilização de 
ovócitos; 

 NA:        não avaliado 
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Tabela 2 - Detalhamento das relações dos volumes (mL) de sêmen 
fresco e criopreservado, tipos de solução ativadora e tempo (s) de 
manutenção das soluções ativadoras em contato com os gametas 
utilizados nos experimentos (em negrito estão representados os 
tratamentos). 

 

 
Resultados e discussão 
Teste de motilidade do sêmen criopreservado - MTL 

A solução crioprotetora e os procedimentos de congelamento e 
descongelamento utilizados foram eficientes para promover a motilidade 
do sêmen de dourado ao ser ativado com as soluções testadas, 
observando-se um elevado tempo de motilidade do sêmen após um mês 
de congelamento. As soluções de NaCl 0,45% e NaHCO3 1%  

Variáveis experimentais 

Experimentos                  
Sigla Volume de 

sêmen (mL) 
Solução ativadora 

Tempo de 

manutenção da 

solução ativadora  

Teste de 
motilidade 

MTL 0,05 

Água;               

NaCl 0,45%; 

NaHCO3 1% 

- 

Solução 
ativadora 

ATV  0,05; 0,10 

Água;               

NaCl 0,45%; 

NaHCO3 1% 

3 min 

 
Volume de 
sêmen 
 

VLSE 
0,025; 0,05; 

0,10 
Água 3 min 

 
Sol. ativadora / 
tempo 
 

ATV/T 0,05; 0,10 
Água;         

NaHCO3 1% 
0,5; 1; 3; 5 min 

MTL –  avaliação do tempo de motilidade de sêmen criopreservado; 

ATV –  avaliação de diferentes ativadores de sêmen fresco e criopreservado na fertilização 
de ovócitos; 

VLSE –  avaliação de diferentes volumes de sêmen criopreservado na fertilização de 
ovócitos; 

ATV/T – avaliação de diferentes ativadores e tempo de manutenção de contato com os 
gametas na ativação de sêmen fresco e criopreservado na fertilização de ovócitos; 
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produziram tempo de motilidade espermática semelhante (108±18,26 s), 
com valor cerca de três vezes maior que o observado quando ativado 
com água (36±5,35 s). Estes valores são superiores aos obtidos por 
Sanches et al. (2009) para sêmen fresco de dourado. De acordo com 
Viveiros et al. (2009), dentre várias soluções crioprotetoras testadas, a 
mistura de glicose com DMSO proporcionou resultados superiores para 
a criopreservação do sêmen de dourado. 

A ativação do sêmen criopreservado de dourado com NaHCO3 
1% apresentou o tempo de motilidade espermática semelhante aquele 
ativado com NaCl 0,45%, superando o tempo observado pela ativação 
com água. Resultado semelhante foi observado para a ativação do sêmen 
criopreservado de  Leporinus elongatus (Murgas et al., 2007). Apesar 
disso, Carolsfeld et al. (2003) não observaram diferença quando o 
sêmen de dourado foi ativado com água ou com  NaHCO3 1%.  

 
 
Diferentes soluções ativadoras na fertilização de ovócitos - ATV 

A utilização de diferentes soluções ativadoras afetou as taxas de 
fertilização (P<0,05) (Tabela 3).  A maior taxa para o sêmen fresco foi 
observada quando a água foi utilizada como solução ativadora, embora a 
água e o NaHCO3 1% tenham proporcionado resultados semelhantes 
(P>0,05) com o uso de sêmen criopreservado. A solução de NaCl 0,45%  
apresentou a menor taxa de fertilização, tanto para o sêmen fresco 
quanto para o criopreservado, mesmo tendo sido eficiente para induzir a 
maior duração da motilidade, juntamente com a solução NaHCO3 1%, 
durante o teste de motilidade espermática. 

 
 
Diferentes volumes de sêmen criopreservado na fertilização de ovócitos 
- VLSE 

A maior taxa de fertilização com o uso do sêmen criopreservado 
foi observada quando utilizado um volume de 0,05 mL de sêmen (0,05 
mL de sêmen + 0,20 mL de solução crioprotetora = ½ palheta). O uso de 
uma quantidade maior ou menor que esta, reduziu a taxa de fertilização 
dos ovos de dourado (Tabela 4). 
Trabalhos têm demonstrado a importância de uma adequada relação 
entre sêmen e ovócitos (Rinchard et al., 2005; Shimoda et al., 2007; 
Sanches et al., 2009) ou ainda entre os volumes de sêmen e da solução 
ativadora (Hoysak e Liley, 2001; Casselman et al. 2006). O melhor 
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Tabela 3 - Taxa de fertilização (média ± DP) de ovos de Salminus 
brasiliensis fertilizados com sêmen fresco ou criopreservado misturados 
com diferentes soluções ativadoras. 

Sêmen Sol. ativadora Repetições  Fertilização (%)1 Teste Tukey2 

água 3 
100,00±7,71 

(64,05) 
a 

NaHCO3 1% 3 46,55±2,69 b 
Fresco 

NaCl 0,45% 3 5,25±2,75 de 

água 3 23,73±8,18 c 

NaHCO3 1% 3 16,67±2,65 cd Criopreservado 

NaCl 0,45% 3 1,89±0,15 e 

1- Entre parênteses: o valor médio real da taxa de fertilização observada para 
o tratamento controle, que foi ajustado para 100%, sendo os demais 
valores também ajustados em relação ao controle. Este ajuste foi realizado 
para desconsiderar o efeito da qualidade dos ovócitos sobre os resultados. 

2- Letras diferentes indicam diferença estatística significativa (P<0,05). 
 

 
resultado para dourado foi obtido numa relação de 35.000 
espermatozóides para cada ovócito. Sanches et al. (2009) testaram 
distintas relações entre espermatozóides frescos e ovócitos de dourado 
recomendando a relação de  30.700 espermatozóides:1 ovócito. Apesar 
dessa proporção recomendada apresentar valores semelhantes as 
maiores taxas de fertilização obtidos neste trabalho, ela não se refere a 
sêmen criopreservado.  De acordo com Tiersch e Mazik (2003), em 
geral 40 – 90% dos espermatozóides de peixes de água doce são 
danificados após o processo de criopreservação. A perda da qualidade 
do sêmen criopreservado torna ainda mais importante à definição da 
relação ideal entre os gametas (Kopeika et al., 2007). Devido a esta 
perda de qualidade do sêmen criopreservado, era esperado que maior 
volume de sêmen criopreservado proporcionasse melhor taxa de 
fertilização, no entanto isto não foi observado neste trabalho. 

O aumento do volume de sêmen criopreservado na fertilização 
implica no aumento do volume proporcional da solução crioprotetora. 
As soluções crioprotetoras têm como característica apresentar toxidade 
as células gaméticas (Viveiros et al., 2009). Magyary et al. (1996) 
observaram decréscimo significativo nas taxas de fertilização de ovos de 
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carpa comum quando aumentaram o volume de sêmen criopreservado, 
tendo atribuído este fato a toxicidade do DMSO. De modo semelhante, 
Ribeiro e Godinho (2003) verificaram uma redução de mais de 30% na 
porcentagem de motilidade do sêmen de Leporinus macrocephalus 
quando aumentaram de 10% para 15% a concentração de DMSO na 
solução crioprotetora.  

Uma alternativa para aumentar o número de espermatozóides 
sem prejuízo da toxicidade pelo maior volume da solução crioprotetora 
é reduzir a relação entre o volume de sêmen e o de solução 
crioprotetora, que neste trabalho foi mantida em 1:4, respectivamente. 
De acordo com Carolsfeld et al. (2003), essa relação para o sêmen de 
peixes Sul-americanos pode variar entre 1:3 e 1:5. Experimentos 
testando a redução no volume da solução crioprotetora para o sêmen de 
dourado, bem como o aumento do volume da solução para a ativação 
dos gametas, podem ser importantes para avaliar a redução do efeito 
tóxico da solução crioprotetora possibilitando o aumento na taxa de 
fertilização. 

 
Efeito do tipo e tempo de contato de solução ativadora sobre a taxa de 
fertilização – ATV/T 

A utilização de água como solução ativadora do sêmen fresco 
propiciou a maior taxa de fertilização dos ovos de dourado (Tabela 5). 
Quando analisada a fatorial ativador x tempo de contato do sêmen 
criopreservado, os ativadores, água e NaHCO3 1% proporcionaram 
taxas de fertilização semelhantes quando mantidos em contato com os 
gametas por até 60 segundos. Quando analisado separadamente, não 
ocorreram diferenças (P>0,05) entre os ativadores. Contudo, foi 
verificada diferenças significativas para o tempo de contato do sêmen 
criopreservado, havendo prejuízo nas taxas de fertilização nos tempos 
de 180 e 300 segundos de contato. 
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Tabela 4 - Taxa de fertilização (média ± DP) de ovos de Salminus 
brasiliensis fertilizados com diferentes volumes de sêmen 
criopreservado. 

Sêmen 
Volume 

sêmen (mL) 
Repetições  

Fertilização 

(%) 
Teste Tukey2 

 

Fresco1 

 

0,05 

(controle) 
9 

100,00±11,04 

(67,22) 
a 

 0,10 3 0,33±0,57 c 

Criopreservado 0,05 3 22,61±7,79 b 

 0,025 3 0,00±0,00 c 

1- Entre parênteses o valor médio real da taxa de fertilização observado para o 
tratamento controle, que foi ajustado para 100%, sendo os demais valores 
também ajustados em relação ao controle.  

2- Letras diferentes indicam diferença estatística significativa (P<0,05). 
 
Apesar de a água e do NaHCO3 1% proporcionarem resultados 

semelhantes de fertilização, a água induziu a motilidade espermática por 
apenas 1/3 do tempo observado para a ativação feita com NaHCO3 1%. 
De acordo com Viveiros et al. (2009), pode haver uma relação entre as 
diferentes soluções ativadoras e os tipos de crioprotetores utilizados para 
sêmen de peixes, onde determinada solução poderia amenizar os efeitos 
tóxicos do crioprotetor, além de servir de ativador do sêmen. 

O aumento do tempo de manutenção da solução ativadora em 
contato com os gametas exerceu efeito negativo sobre a taxa de 
fertilização dos ovos de dourado, embora os melhores resultados tenham 
sido obtidos quando a solução ativadora foi mantida por até 60 
segundos. Este fato esta de acordo com os resultados de motilidade 
obtidos no experimento testando diferentes soluções ativadoras na 
motilidade do sêmen de dourado, de modo que o retardo na lavagem dos 
ovos, além do tempo de motilidade espermática não estimula a 
fertilização, pelo contrário, apenas aumenta o tempo de exposição dos 
ovos aos efeitos tóxicos dos crioprotetores.  
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Tabela 5 - Taxas de fertilização (média±DP) de ovos de Salminus 
brasiliensis fertilizados com sêmen fresco e criopreservado utilizando 
diferentes soluções ativadoras e períodos de tempo de manutenção da  
solução ativadora em contato com os gametas. 

1- Entre parênteses o valor médio real da taxa de fertilização observado para o 
tratamento controle, que foi ajustado para 100%, sendo os demais valores 
também ajustados em relação ao controle. Este correção é realizada para 
desconsiderar o efeito da qualidade dos ovócitos sobre os resultados. 

2- Teste de Tukey – comparações de médias entre: 1 – diferentes ativadores para 
sêmen fresco; 2 – diferentes ativadores e períodos de tempo de manutenção do 
ativador para sêmen criopreservado (analise fatorial); 3 – diferentes ativadores 
para sêmen criopreservado; 4 – diferentes períodos de tempo de manutenção do 
ativador para sêmen criopreservado; 5- comparação da fertilização entre sêmen 
fresco e criopreservado. Letras diferentes na mesma coluna demonstram 
diferença estatística (P<0,05). 

 
 

Teste Tukey2 
Sêmen Variáveis Tratamentos 

Fertilização 
(%)1 

1 2 3 4 5 

água (controle) 
100,00±9,20 

(87,30) 
a    

Fresco 
Solução 
ativadora 

NaHCO3 1% 74,63±5,86 b    
a 

30’ água 27,17±5,34  ab   

60’ água 34,41±0,87  a   

180’ água 16,79±3,97  ab   

300’ água 17,08±6,13  ab   

30’ NaHCO3 1% 24,50±5,60  ab   

60’ NaHCO3 1% 22,15±7,17  ab   

180’ NaHCO3 1% 16,58±2,65  b   

Solução 
ativadora x 
tempo (s) 
(análise 

bifatorial) 

300’ NaHCO3 1% 16,71±8,40  b   

Água 24,91±8,67   a  
Solução 
ativadora 

NaHCO3 1% 20,29±6,17   a  

30’ 25,57±5,00     ab 

60’ 28,28±8,12     a 

180’ 16,69±3,02        b 

Criopreservado 

Tempo (s) 

300’ 16,99±6,00        b 

  b 
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Conclusões 
O protocolo de congelamento e descongelamento do sêmen de 

dourado utilizado se mostrou adequado, preservando a motilidade 
espermática e a capacidade de fertilização do sêmen criopreservado.  

A água e a solução de NaHCO3 1% podem ser utilizadas como 
soluções ativadoras da motilidade do sêmen de dourado após o 
descongelamento, possibilitando resultados similares de taxa de 
fertilização. 

A relação ideal entre as quantias de sêmen criopreservado e 
ovócitos é aquela contida em ½ palheta de 0,5mL para cada 10g de 
ovócito quando utilizado uma diluição de 1:4 sêmen e solução 
crioprotetora.  

No uso do sêmen criopreservado, o tempo de manutenção da 
solução ativadora em contato com os gametas de dourado deve ser de no 
máximo 60 s, além dos quais poderá ser observada redução nas taxas de 
fertilização. 
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CONCLUSÕES GERAIS 
 
 A taxa de fertilização do dourado foi afetada pela relação entre 
a quantidade de ovócitos, sêmen e o volume da solução ativadora, 
embora o fator que mais influencio os resultados tenha sido a 
concentração de espermatozóide da solução fertilizante, sendo 
recomendada a concentração espermática de 7,10x106 
espermatozóides.mL-1 para obtenção da máxima taxa de fertilização. 
Adicionalmente, é recomendada a manutenção de uma razão 1:10 
(ovócitos : água de ativação) e adição de aproximadamente 5 mL de 
sêmen para cada quilo de ovócitos. A concentração dos valores de 
oxigênio dissolvido da água de ativação não interferiu na taxa de 
fertilização do dourado. 

Os ovócitos de dourado são sensíveis a estocagem após a 
extrusão, embora haja variação no intervalo de tempo de viabilidade 
entre os ovócitos provenientes de fêmeas distintas, sendo recomendada a 
fertilização em um intervalo de tempo inferior a 30 minutos. O tempo de 
manutenção da água de ativação com a utilização de sêmen fresco, que 
permite a obtenção da máxima taxa de fertilização é de 3 minutos, 
quando a água deve ser drenada e os ovócitos lavados para disposição 
nas incubadoras.  

O protocolo de congelamento e descongelamento do sêmen de 
dourado utilizado se mostrou adequado, preservando a motilidade 
espermática e a capacidade de fertilização do sêmen criopreservado.  

A água e a solução de NaHCO3 1% podem ser utilizadas como 
ativadores da motilidade do sêmen de dourado após o descongelamento, 
possibilitando resultados similares de taxa de fertilização. 

A relação ideal de sêmen criopreservado e ovócito, 
resguardando a concentração espermática do sêmen, é aquela contida em 
½ palheta de 0,5mL para cada 10g de ovócito.  

No uso do sêmen criopreservado, o tempo de manutenção da 
solução ativadora em contato com os gametas de dourado deve ser no 
máximo de 60 segundos, além do qual poderão ser observadas reduções 
nas taxas de fertilização. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Este trabalho faz referência a uma das etapas relacionadas ao 
cultivo de peixes. Como já descrito anteriormente, a obtenção de 
gametas viáveis de dourado já vem sendo possível há alguns anos, no 
entanto, as taxas de fertilização não eram consideradas satisfatórias. 

Dentre os vários gargalos existentes para o cultivo do dourado, 
este trabalho contribuiu como mais uma peça na construção de um 
pacote que direcione o cultivo desta espécie para patamares onde o 
produtor será remunerado adequadamente, e o consumidor terá acesso a 
um produto com preço e qualidade compatível com o mercado. 

Pensando na cadeia produtiva, um aumento representativo nos 
índices iniciais de produtividade, como a obtenção de melhores taxas de 
fertilização e consequentemente aumento na produção de larvas poderá 
possibilitar ganhos ainda maiores do que aquelas representadas por estes 
índices, visto que um aumento na fase de produção de larvas poderá ter 
reflexos econômicos muitos significativos, primeiro pela possibilidade 
de aumento na produção final de juvenis e segundo pela possibilidade da 
diminuição do número de reprodutores necessários para alcançar a 
produção desejada. 

Dentre os objetivos propostos por este trabalho, pode-se dizer que 
o principal deles foi alcançado, que foi gerar um protocolo que 
padroniza a metodologia de fertilização de ovócitos de dourado na 
reprodução induzida, de modo a se obter valores superiores e constantes 
em relação às taxas de fertilização. 

Em relação à técnica da criopreservação, pode-se relatar que 
houve avanços significativos, pois muito pouco existia em relação ao 
uso de sêmen criopreservado na fertilização de ovócitos de dourado, no 
entanto, os valores finais obtidos ainda são baixo quando comparados 
com o uso do sêmen fresco, desta forma, mais esforços devem ser 
direcionados na busca de melhores resultados com o uso desta 
ferramenta. 

Em relação ao dourado Salminus brasiliensis, ainda há muito a 
ser feito para que esta espécie figure dentre aquelas com altos índices de 
produção através da piscicultura. Um gargalo que ainda pesa sobre a 
espécie é o canibalismo existente na fase inicial de alimentação. Muito 
já se avançou nesta questão quando comparado aos primeiros trabalhos, 
onde via de regra os juvenis produzidos ao final de grandes desovas não 
passavam de poucas dezenas. 

Poderíamos dizer que a produção massiva das formas jovens seria 
o primeiro grande passo para o cultivo em larga escala, e de fato deve 
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ser. No entanto, no caso do dourado, muitos avanços tecnológicos ainda 
são necessários. A nutrição, manejo, densidade de estocagem, despesca, 
processamento são questões pendentes que deverão ser estudadas, 
revelando a necessidade da continuidade de pesquisas. 
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