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1. INTRODUCAO

A piscicultura brasileira apresenta-se em crescimento nos ultimos anos,
com destaque para as espécies nativas de agua doce, como o Jundia
Amazobnico (Leiarius marmoratus), segundo SAINT-PAUL (2017) possuindo
grande importancia na piscicultura nacional. Neste contexto, a criopreservacao
espermética é uma técnica de grande interesse, pois além de otimizar o
manejo reprodutivo e o desenvolvimento de programas de melhoramento
animal (CABRITA et al. 2010), ainda reduz problemas de assincronia entre
macho e fémeas.

O sucesso da criopreservacao espermatica depende da composicéo
dos diluentes, concentracdo e tipo/classe quimica dos crioprotetores
(DEGRAAF e BERLINSKY, 2004). Para o congelamento de sémen de peixes
de &gua doce nativos, o crioprotetor interno mais utilizado é o Dimetilsulféxido —
DMSO em concentracbes de 5 — 15% (VIVEIROS e GODINHO, 2009)
associado ao meio diluente BTS (Beltsville Thawing Solution®).

A dimetilacetamida (DMA) € um composto organico, liquido, do grupo
das amidas utilizado como crioprotetor interno, tendo esse grupo sendo testado
com resultados satisfatérios em diferentes espécies de peixes (OGIER DE
BAULNY et al. 1999; VARELA JR et al. 2012). Com 0 exposto, 0 objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito de diferentes concentracdes de dimetilacetamida,
associados ao meio diluente BTS, sob parametro in vitro de motilidade
espermatica (total, progressiva e tempo de motilidade) em Jundia Amazoénico
(Leiarius marmoratus).

2. METODOLOGIA

Foram utilizados 8 reprodutores de L. marmoratus da Piscicultura Boa
Esperanca - Pimenta Bueno, RO, Brasil. A coleta de sémen foi realizada por
massagem abdominal (BILLARD et al. 1995), posterior inducdo hormonal - 1
mg de extrato de hipofise de carpa/kg de animal vivo, diluida em 0,5 mL de
solucao fisioldgica estéril (0,9% de NaCl). Antes da criopreservacgéo foi avaliada
a motilidade e tempo de motilidade de cada amostra seminal, sendo
descartado quando verificada a ativagdo espermética devido a contaminacao
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por urina, fezes ou &gua. ApOs constatar que nao ocorreu ativacdo, a
motilidade foi avaliada colocando-se 1 ul de sémen e 49 ul de agua destilada
(25° C) em lamina sob laminula, em microscopio Optico de contraste de fases
(BX 41 Olympus®, 400x). Para criopreservacdo, foram utilizadas somente
amostras que apresentaram motilidade acima de 80%, 10s apds a ativacdo
com agua destilada. Para avaliar o tempo de motilidade, foi mensurado o
tempo desde a ativacdo até a parada total da movimentacdo espermatica
(segundos).

As amostras foram diluidas na propor¢do de 1.9 (sémen: diluente) em
solucéo base diluente Beltsville Thawing Solution (BTS) como indica PURSEL
e JOHNSON,1975 em diferentes concentracbes dos tratamentos
dimetilacetamida (2,5,8 e 11%), e tratamento controle dimetilsufoxido (15%),
nas concentracdes em meio diluido com BTS, e envasadas em palhetas de
250 uL segundo VARELA JR. et al. (2012). Em seguida, as amostras foram
congeladas por 12h em um “dry-shipper”, e entdo armazenadas em nitrogénio
liquido (-196 °C) até o descongelamento.

Para descongelamento, as palhetas foram submergidas em banho-maria
(38°C) por 8 segundos e, em seguida, analisada a qualidade seminal.
Amostras de duas palhetas de cada tratamento de cada macho foram
descongeladas, diluidas novamente em 400 uL de BTS (1:3) a 22 °C.

A motilidade espermética foi realizada através do CASA (Computer
Assisted Sperm Analysis), sendo realizada apds ativacdo seminal utilizando
solugdo de ativacdo e sémen (4:1) respectivamente, em uma lamina de
microscopia Optica sendo recoberta por laminula.

O tempo de motilidade espermatica foi verificado através de cronémetro
acionado quando colocado 1 pL de sémen em contato com 4L de solugao de
ativacdo em uma lamina de microscopia oOtica registrando o tempo decorrido
até que a taxa de motilidade tenha porcentagem de 10%.

Para o teste estatistico se realizou a analise de normalidade para todas as
variaveis dependentes, pelo teste de Shapiro-Wilk. Em seguida foi realizado
analise de variancia com subsequente comparacdo entre as médias através do
teste de Tukey. Todos os dados foram expressos em média * erro padrdo da
média (S.E.M.). Todas as analises foram realizadas no software Statistix 9.0
(2010).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Para o sémen fresco, o volume médio foi de 4,5 + 0,3 mL, concentracdo

espermatica de 8,7 + 0,2 x 10%mL, motilidade espermatica de 95,7 + 2,0% e o
tempo de motilidade foi 122,6 + 5,0 segundos.



42 SEMANA XXVII CONGRESSO DE
Ll
i\k S ety COClI INICIACAQ CIENTIFICA

Tabela 1: Efeito de diferentes concentracdes de crioprotetores dimetilsulfoxido
(DMSO) e dimetilacetamina (DMA) sob parametros in vitro de motilidade total
(Mot Total), motilidade progressiva (Mot P) e tempo de motilidade (T Mot)
(média £ erro padrdao da média) em amostras de sémen criopreservadas de
Jundia Amazonico (Leiarius marmoratus).

Crioprotetor [1] Mot Total (%) Mot P (%) T Mot (s)
DMSO 15% 26.2+1.72 19.8+1.62 66+10¢
2% 85+1.44d 48 +1.19 27.1+4
5% 275+2.9%« 23.5+ 3% 155+93bc
DMA 8% 25.5+1.72 20.1+1.72 132+8.8%¢
11% 329+2.2° 28.9+2.1° 151+8.9abc

Expoentes diferentes na mesma coluna, indicam diferenca estatisticamente (P
< 0,05).

O efeito superior observado no tratamento com DMA a 11%, em relacdo ao
tratamento controle DMSO 15%, pode ser devido ao menor peso molecular, da
amida em relacdo ao DMSO, promovendo assim uma rapida interacdo com a
agua. Portanto, o efeito crioprotetor das amidas pode ser atribuido a reduzida
formacdo dos cristais de gelo, pois a alta interacdo com a molécula de agua
propicia a formacg&o de micro-cristais intracelular.

4. CONCLUSOES

Conclui-se que a utilizagdo do tratamento com DMA a 11% obteve
resultado positivo quando comparado ao tratamento controle DMSO,
considerando-se analise in vitro e condi¢cdes experimentais testadas neste
estudo.
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