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1 INTRODUCAO

O tambaqui Colossoma macropomum (Cuvier,1818), € um peixe nativo
da bacia amazbnica, sendo considerado o segundo maior peixe de escamas do rio
Amazonas (Goulding & Carvalho, 1982). E também um dos peixes mais produzidos
comercialmente, devido a suas caracteristicas especiais como rusticidade, sabor,
facil cultivo e rapido crescimento, além de habito alimentar diversificado (Lovshin,
1985). O maior entrave para a produgdao comercial € a criagéo de reprodutores, pois
em condicdes experimentais pode levar 3,5 anos para que o animal inicie sua vida
reprodutiva chegando a custar U$5,13/Kg ( Chabalin et al,1993) .

A criopreservagao seminal € uma ferramenta importante na psicultura,
apesar da dificuldade da producéo de reprodutores devido ao grande dispéndio de
tempo e aplicacdo de capital, traz beneficios como conservagdo da variabilidade
genética em populagdes domesticadas e a facilidade no estabelecimento de
programas de melhoramento genético (Suquet et al, 2000), além da possibilidade de
armazenamento de gametas em banco de germoplasma.

Em peixes, diferentemente das outras espécies que serviram de embase
para seus métodos de avaliagdo seminal como o mamifero, por exemplo, existe a
necessidade de um diluente seminal isosmético (Chambeyron & Zohar ,1990), pois
caso contrario podera acarretar na ativagdo prévia das células espermaticas.
Ressaltando, portanto, a necessidade de desenvolver solugcbes alternativas de
crioprotetores para que as perdas na qualidade seminal pds-descongelamento
sejam minimas. Neste trabalho objetivou-se avaliar o efeito de diferentes
concentragdes do crioprotetor Dimetilsulféxido (DMSQO) sobre as taxas de fertilizagao
e motilidade de sémen criopreservado de C.Macropum.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

O experimento foi desenvolvido durante a estagao reprodutiva (dezembro
a fevereiro) do ano de 2010. Foram utilizados dezesseis reprodutores de
Colossoma.macropum, que permaneceram em viveiros sob condigbées ambientais e
dieta padronizada fornecida trés vezes por semana. O sémen foi coletado em um
tubo cbnico de 15 ml exclusivo para cada animal, através de massagem
abdominaevitando-se a extrusao de fezes e/ou urina para impedir a contaminagao e
ou prévia ativagdo das amostras. A motilidade de cada amostra foi avaliada antes da
criopreservagao (95,7+- 2%) e foram descartadas as amostras que apresentavam
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motilidade menor que 80%, contaminagdo e/ou prévia ativagdo espermatica por
urina, agua ou fezes.

A diluicdo das amostras foi com Beltsville Thawing Solution (BTS) na
proporcao de 1/9(v/v) acrescido de 5, 10(controle) 15 e 20 % de DMSO. No método
de criopreservacgao utilizado, as amostras permaneceram 10 mina 5 cm do NoL em
palhetas de 250 pl e posteriormente imersas no mesmo, e depois armazenadas em
botijao de nitrogénio a -196°C.

Para avaliar a taxa de fertilizacdo foram utilizadas 16 fémeas, uma para
cada macho, das quais os 6vulos foram extrusados por massagem abdominal e
dividida em aliquotas para os diferentes tratamentos. As amostras de sémen foram
descongeladas em banho-maria a 45°C por 5 segundos, e como controle foi utilizado
sémen fresco, coletado de dois machos no momento da execugdo do teste para
assegurar a qualidade dos ovulos. O acompanhamento dos estagios de
desenvolvimento se deu através de um estereomicroscépio e a avalicdo ocorreu
apos 8 horas, sendo considerado o numero total de ovos fertilizados sobre o total de
embrides avaliados, e o final expresso em percentual.

Para realizar a analise estatistica, foi utilizado o software Statistix 9.0
(2008), as diferentes concentragdes do crioprotetor foram consideradas fatores
independentes e as variaveis motilidade e taxa de fertilizacdo classificadas como
fatores dependentes. Foi realizada a analise de normalidade para ambas as
variaveis dependentes pelo teste de Shapiro-Wilk. Em seguida o teste de Tuckey foi
realizado para analise de variancia e subsequente comparagao entre as médias.
Todos os dados foram expressos em média + erro padrao da média (S.E.M.)

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os resultados observados, os tratamentos com DMSO nas
concentragbes de 5, 10 e 15% nao apresentaram diferenga estatistica entre si em
relacdo a taxa de motilidade, e o tratamento com 20% apresentou o pior resultado
(p<0,05) (Fig. 1). Apesar de o Dimetilsulfoxido ser considerado dentre os
crioprotetores 0 que apresenta uma das menores citotoxicidades (Jamieson, 1991) e
ja ter tido sua eficiéncia comprovada em diversas espécies (Menezes et al ,2008;
Viveiros & Godinho, 2009), no presente trabalho na concentracdo de 20% houve
uma redugao da motilidade espermatica, fato este possivelmente explicado pelo seu
efeito citotdéxico potencializado quando utilizado em concentragdes elevadas (Rana,
1955).

A taxa de motilidade € uma das principais analises utilizadas para
avaliacdo seminal, ja sendo também correlacionada no pés-descongelamento com
citotoxicidade e qualidade do efeito crioprotetor do composto usado em sémen de
piau-agu - Leporimus macrocephalus (Ribeiro & Godinho,2003). Portanto, o efeito
citotoxico € um dos principais fatores a ser trabalhado devido limitar o uso de altas
concentracbes de crioprotetores. Mesmo respeitando as variagdes espécie-
especificas tal afirmagao indica que no sémen podem ocorrer pequenas alteragdes
na concentracdo suportavel e ou maior ou menor sensibilidade a diferentes
crioprotetores.

As taxas de fertilizacdo nao diferiram estatisticamente do grupo controle
(Fig 1). Segundo Rana & MacAndrew (1989), a taxa de fertilizacdo dos ovos & sem
duvida o mais apropriado e pratico critério nos protocolos de avaliacdo para a
criopreservacao de espermatozoides uma vez que ira depender tanto da capacidade
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fisioldgica como bioquimica da célula espermatica, além da integridade do material
genético e organelas do espermatozoide. Tais caracteristicas muitas vezes podem
ser mascaradas quando ocorrem somente analises androlégicas ditas fisicas como,
por exemplo, concentracdo e morfologia espermatica, andlises estas que tem
potencial indicador, mas nao sao suficientes quando sozinhas para avaliar a
qualidade seminal e 0 macho reprodutor.

Com a obtengdo de um resultado positivo pds-descongelamento em
relacdo a motilidade e taxa de fertilizacdo, o objetivo deste trabalho e de diversos
outros na busca de melhorias no método de manutencao e criopreservagao seminal
em peixes € atingido e corrobora para um maior desenvolvimento na psicultura,
conquistando maior espacgo entre os setores de produgao.

Figura 1 - Taxa de fertilizagdo (%) e motilidade espermatica (%) (média t erro padrao da
média) obtidas de sémen de Colossoma macropomum descongelado, com 5, 10, 15 e 20 % de
DMSO. O grupo controle utilizado na andlise de taxa de fertilizacdo era constituido de sémen fresco
com motilidade > 80% . Letras diferentes para a mesma avaliagéo diferem estatisticamente (P<0,001)
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4 CONCLUSAO

Conclui-se, portanto, que a criopreservagdao com 5, 10 e 15 % de DMSO ¢ a
mais indicada para manter as caracteristicas fisioldgicas e estruturais do sémen de
Colossoma macropomum descongelado, e manter uma boa taxa de fertilizagao.
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