
 

 

 PROTOCOLO DE CRIOPRESERVAÇÃO SEMINAL DE JUNDIÁ AMAZÔNICO 
(Leiarius marmoratus) ASSOCIANDO BTS E DIMETILSULFÓXIDO 

 
NATHÁLIA WACHOLZ KNABAH1; STELA MARI MENEGHELLO GHELLER2; 
GEÓRGIA DA CRUZ TAVARES2; RAFAEL MIELKE BARBOSA2; ANTONIO 

SERGIO VARELA JUNIOR4; CARINE DAHL CORCINI3 
 

1
Universidade Federal de Pelotas – UFPEL – Pelotas/RS – nathaliaknabah@gmail.com 

2
Universidade Federal de Pelotas – UFPEL – Pelotas/RS 

3
Universidade Federal de Pelotas – UFPEL, REPROPEL – Pelotas/ RS - corcinicd@gmail.com 

4
 Universidade Federal de Rio Grande – FURG- Rio Grande/ RS  

 
 

1. INTRODUÇÃO 
 

A espécie L. marmoratus é um peixe de água doce, nativo da América do 
Sul, com grande importância econômica, utilizado para criação de peixes híbridos, 
(Pintado-da-Amazônico), resultante do cruzamento do macho L. marmoratus e a 
fêmea Pseudoplatystoma punctifer. Devido ser uma espécie onívora, reduz o 
canibalismo entre as larvas, fator de grandes perdas nas larviculturas de 
Pseudoplastystoma.  

A criopreservação espermática tem importante papel na hibridação e na 
preservação da espécie, é uma técnica indispensável na rotina de reprodução 
induzida e no melhoramento genético, possibilitanto o controle reprodutivo de 
várias espécies e está em amplo desenvolvimento em peixes (Mins et. al 2000). 
Bedore (1999) observou que DMSO é um dos melhores crioprotetores para 
espécies de peixe de água doce, apesar de sua elevada toxicidade que segundo 
Leung e Jamielson (1991) pode ser suprida pela adição de carboidratos no 
diluente. A utilização de Beltsville Thawing Solution (BTS) é citado por diversos 
autores em seus trabalhos, pois apesar de ser um diluente indicado 
principalmente para suínos, sua fórmula possui componentes que nutrem a célula 
espermática, proporcionam um microambiente osmoticamente favorável e protege 
a membrana citoplasmática pela face intracelular durante o congelamento. 

Sendo assim, objetivo deste estudo foi testar um protocolo de 
criopreservação para o Jundiá Amazônico (L. marmorartus) associando meio 
diluente BTS, com diferentes concentrações de DMSO (5,10,15,20%), e uma 
curva de congelamento utilizando dry shipp, sobre parâmetros de in vitro de 
qualidade espermática.   
 

2. METODOLOGIA 
 

Foram utilizados neste estudo oito animais, após a indução hormonal com 
extrato de hipófise de carpa (1 mg/kg). As amostras foram diluídas na proporção 
de 1:9 (sêmen: diluente) em solução base diluente BTS (Pursel & Johnson 1975) 
e diferentes concentrações DMSO e envasadas em palhetas de 250 μL (Varela 
JR. et al. 2012). Em seguida, as amostras foram congeladas por 12 horas em um 
botijão dry-shipper (Taylor-Wharton, modelo CP 300 dry shipper (Taitson et al. 
2008), onde permaneceram, por 12hs e então transferidas e armazenadas em 
nitrogênio líquido (-196 °C).  

O descongelamento foi realizado em banho – maria (400C/8 segundos). 
Seguido de análises integridade de membrana plasmática com coloração de 
iodeto de propídio e diacetato de carboxifluoresceína (Harrison & Vickers, 1990). 
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As células que apresentavam fluorescência verde serão consideradas íntegras, 
enquanto as células com fluorescência vermelha ou verde/vermelha indicarem 
células com membranas lesadas.  

A integridade de DNA, com coloração de acridine e orange (Bencharif et 
al., 2010), células com fluorescência verde serão considerados com o DNA 
íntegro, enquanto aqueles com fluorescência vermelha ou laranja considerados 
com o DNA não íntegro.  As análises de integridade de membrana e DNA foram 
analisadas em aumento de 400x em microscópio de epifluorescência (Olympus 
BX 51, América INC, São Paulo, SP), utilizando-se filtro WU com excitações de 
450-490 nm e emissão de 516-617 nm.  

O tempo de motilidade espermática foi estimado após ativação seminal 
utilizando solução de ativação NaHCO3 119 mM (Carolsfield et al., 2003) e sêmen 
(4:1) respectivamente, em uma lâmina de microscopia óptica sendo recoberta por 
lamínula. Analisando o tempo em segundos (uso de timer) até a redução da 
motilidade próxima de 10%.  

Todos os dados foram expressos em média ± erro padrão da média 
(S.E.M.). Todas as análises foram realizadas no software Statistix 9.0 (2010). 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

E frente às avaliações realizadas após o descongelamento não houve 
diferença estatística (P>0,05) entre os tratamentos contendo as diferentes 
concentrações de DMSO (Tabela 1). 

Isso pode ter ocorrido pelo fato do DMSO interagir com os fosfolipídios 
estruturais da membrana espermática, mantendo a propriedade de transporte de 
água em temperaturas abaixo do 0°C, reduzindo a formação de cristais de gelo, 
por diminuir o ponto de congelamento do fluido intracelular durante o processo de 
criopreservação. Assim, principal atuação do DMSO é em nível intracelular, 
justificando os resultados encontrados no DNA, sendo a membrana plasmática 
protegida pelos açúcares presentes no BTS, devido a sua composição ser 
composta de 80% de glicose que auxilia na nutrição da célula espermática, e a 
presença de íons que em um meio de congelamento auxilia no controle da 
pressão osmótica durante a desidratação celular (Kopeika e Kopeika 2008), 
proporcionando um microambiente osmoticamente favorável e a proteção da face 
intracelular da membrana plasmática (Murgas et.al. 2007). 
 
Tabela 1: Tempo de motilidade, integridade de membrana e DNA das células 
espermáticas de Jundiá-Amazônico frente a diferentes concentrações de DMSO. 

 Integridade Tempo motilidade 

Diluentes Membrana (%) DNA (segundos) 

DMSO 5% 33.2 ±4,8 70 ± 22.6 52.2 ±5.2 

DMSO10% 28 ± 3.1 105 ± 23.6 46 ± 5.7 

DMSO 15% 31.5 ± 5 60 ± 12.8 50.2 ± 8.1 

DMSO 20% 42 ± 6.7 110 ± 44.1 66 ± 2 

 
 

 4. CONCLUSÕES 
 



 

 

Com base nos resultados obtidos frente às diferentes concentrações de 
DMSO não se observou diferença estatística, porém essas concentrações não 
interferiram na integridade de membrana e DNA dos espermatozoides de L. 
marmoratus , assim como não alteraram o tempo de motilidade, podendo ser 
utilizadas na criopreservação seminal de Jundiá Amazônico. 

Ainda são necessários  mais estudos a cerca desse objetivo. 
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