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1. INTRODUCAO

A espécie L. marmoratus é um peixe de agua doce, nativo da América do
Sul, com grande importancia econdémica, utilizado para criacao de peixes hibridos,
(Pintado-da-Amazoénico), resultante do cruzamento do macho L. marmoratus e a
fémea Pseudoplatystoma punctifer. Devido ser uma espécie onivora, reduz o
canibalismo entre as larvas, fator de grandes perdas nas larviculturas de
Pseudoplastystoma.

A criopreservacao esperméatica tem importante papel na hibridacdo e na
preservacdo da espécie, € uma técnica indispensavel na rotina de reproducéo
induzida e no melhoramento genético, possibilitanto o controle reprodutivo de
varias espécies e esta em amplo desenvolvimento em peixes (Mins et. al 2000).
Bedore (1999) observou que DMSO é um dos melhores crioprotetores para
espécies de peixe de agua doce, apesar de sua elevada toxicidade que segundo
Leung e Jamielson (1991) pode ser suprida pela adicdo de carboidratos no
diluente. A utilizacdo de Beltsville Thawing Solution (BTS) é citado por diversos
autores em seus trabalhos, pois apesar de ser um diluente indicado
principalmente para suinos, sua férmula possui componentes que nutrem a célula
espermatica, proporcionam um microambiente osmoticamente favoravel e protege
a membrana citoplasmatica pela face intracelular durante o congelamento.

Sendo assim, objetivo deste estudo foi testar um protocolo de
criopreservacdo para o Jundid Amazodnico (L. marmorartus) associando meio
diluente BTS, com diferentes concentracbes de DMSO (5,10,15,20%), e uma
curva de congelamento utilizando dry shipp, sobre parametros de in vitro de
qualidade espermaética.

2. METODOLOGIA

Foram utilizados neste estudo oito animais, apos a indugédo hormonal com
extrato de hipdfise de carpa (1 mg/kg). As amostras foram diluidas na propor¢éo
de 1:9 (sémen: diluente) em solucéo base diluente BTS (Pursel & Johnson 1975)
e diferentes concentracdes DMSO e envasadas em palhetas de 250 pL (Varela
JR. et al. 2012). Em seguida, as amostras foram congeladas por 12 horas em um
botijdo dry-shipper (Taylor-Wharton, modelo CP 300 dry shipper (Taitson et al.
2008), onde permaneceram, por 12hs e entdo transferidas e armazenadas em
nitrogénio liquido (-196 °C).

O descongelamento foi realizado em banho — maria (40°C/8 segundos).
Seguido de andlises integridade de membrana plasmatica com coloracdo de
iodeto de propidio e diacetato de carboxifluoresceina (Harrison & Vickers, 1990).
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As células que apresentavam fluorescéncia verde serdo consideradas integras,
enquanto as células com fluorescéncia vermelha ou verde/vermelha indicarem
células com membranas lesadas.

A integridade de DNA, com coloragéo de acridine e orange (Bencharif et
al., 2010), células com fluorescéncia verde serdo considerados com o DNA
integro, enquanto aqueles com fluorescéncia vermelha ou laranja considerados
com o DNA néo integro. As andlises de integridade de membrana e DNA foram
analisadas em aumento de 400x em microscépio de epifluorescéncia (Olympus
BX 51, América INC, S&do Paulo, SP), utilizando-se filtro WU com excitacGes de
450-490 nm e emissé&o de 516-617 nm.

O tempo de motilidade espermatica foi estimado apos ativacdo seminal
utilizando solucéo de ativacdo NaHCO3 119 mM (Carolsfield et al., 2003) e sémen
(4:1) respectivamente, em uma lamina de microscopia optica sendo recoberta por
laminula. Analisando o tempo em segundos (uso de timer) até a reducdo da
motilidade proxima de 10%.

Todos os dados foram expressos em meédia + erro padrdo da meédia
(S.E.M.). Todas as analises foram realizadas no software Statistix 9.0 (2010).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

E frente as avaliacGes realizadas ap6s o descongelamento ndo houve
diferenca estatistica (P>0,05) entre os tratamentos contendo as diferentes
concentracfes de DMSO (Tabela 1).

Isso pode ter ocorrido pelo fato do DMSO interagir com os fosfolipidios
estruturais da membrana espermatica, mantendo a propriedade de transporte de
agua em temperaturas abaixo do 0°C, reduzindo a formacgéo de cristais de gelo,
por diminuir o ponto de congelamento do fluido intracelular durante o processo de
criopreservacdo. Assim, principal atuacdo do DMSO é em nivel intracelular,
justificando os resultados encontrados no DNA, sendo a membrana plasmatica
protegida pelos aclUcares presentes no BTS, devido a sua composicao ser
composta de 80% de glicose que auxilia na nutricdo da célula espermatica, e a
presenca de ions que em um meio de congelamento auxilia no controle da
pressdo osmotica durante a desidratacdo celular (Kopeika e Kopeika 2008),
proporcionando um microambiente osmoticamente favoravel e a protecéo da face
intracelular da membrana plasmética (Murgas et.al. 2007).

Tabela 1. Tempo de motilidade, integridade de membrana e DNA das células
espermaticas de Jundia-Amazdnico frente a diferentes concentracdes de DMSO.

Integridade Tempo motilidade
Diluentes Membrana (%) DNA (segundos)
DMSO 5% 33.2 4,8 70+ 22.6 52.2 +5.2
DMS010% 28+ 3.1 105 £ 23.6 46 +5.7
DMSO 15% 315+5 60 +12.8 50.2+8.1
DMSO 20% 42 £ 6.7 110+ 44.1 66 + 2

4. CONCLUSOES
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Com base nos resultados obtidos frente as diferentes concentracbes de
DMSO néo se observou diferenca estatistica, porém essas concentracdes néo
interferiram na integridade de membrana e DNA dos espermatozoides de L.
marmoratus , assim como nao alteraram o tempo de motilidade, podendo ser
utilizadas na criopreservacao seminal de Jundid Amazoénico.

Ainda sdo necessarios mais estudos a cerca desse objetivo.
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