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1.INTRODUCAO

O Tambaqui (C. macropomum, Curvier, 1818) € uma espécie migratéria de
agua doce, e a segunda maior espeécie, de peixe, escalado na regidao Sul
americana CHELLATA et al. (1995). E de facil manuseio, alcancando altas
produtividades sob aquicultura intensiva, além de ser uma espécie nativa
brasileira com maior producdo MARIA et al.(2012). Assim é a espécie preferida
para programas de melhoramento genético. A perpetuacédo da variacdo genética
da espécie de C. macropomum € necessaria para aquicultura, especialmente na
natureza onde as populacbes estdo ameacadas por barragens LOPES et al.
(2009).

E a preservacdo do material genético das espécies de peixes pode ser feita
através da criopreservacdo de espermatozoides SUQUET et al. (2000).
MARTINEZ- PARAMO et al. (2009). O glicerol, o etileno glicol, metanol, e
dimetilsulféxido (DMSO) sao crioprotetores penetrantes tradicionais incluidos nos
extensores de esperma, de peixes, congelado HORVAT; URBANYI (2000),
VIVEIROS; GODINHO (2009), embora as amidas, tais como dimetilformamida e
metilformamida foram recentemete utilizadas como crioprotetores penetrantes
para esperma congelado de C. macropomum VARELA JR et al. (2012).

Crioprotetores ndo penetrantes também estdo incluidos nos extensores,
com o objetivo de estabilizacdo da membrana espermatica (HOLT 2000),
SALAMON; MAXWELL (2000). A gema do ovo € amplamente usada como um
crioprotetor, e muito da sua eficiéncia é atribuida ao seu teor de lipoproteina de
baixa densidade (LDL), que adere a membrana do espermatozoide BERGERON
et al. (2004), formando pelicula interfacial entre os acidos graxos e a agua
ANTON et al. (2003). E os diluentes incluindo a LDL estdo relacionados aos
efeitos positivos na motilidade do espermatozoide apds o descongelamento, em
muitas espécies de mamiferos MOUSSA et al. (2002) , JIANG et al.( 2007),
VARELA JR et al. (2009), TONIETO et al. (2010), mas ainda ndo havia sido
testado em espermas de peixe.

Por isso o0 objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da LDL como
crioprotetores sobre a qualidade poOs-descongelamento sémen de C.
macropomum.

2. METODOLOGIA
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O experimento foi realizado em uma fazenda comercial localizada em
Pimenta Bueno, RO, Brasil, durante o periodo reprodutivo da espécie. Foram
utilizados 10 machos, mantidos em tanques e alimentados trés vezes por
semana, por uma dieta comercial com proteina bruta de 40% e 2.900 kcal de
energia metabolizavel/ kg.

ApOs captura cada macho, utilizado para coleta de sémen, recebeu
extrato pituitario na sua regido dorsal (1mg/kg) diluido em 0,5 de solucao salina
estéril (NaCl a 0,9%).

Os machos foram mantidos em dois tanques com uma coluna de 4gua de
0,7 m por 6,5 h. Em seguida as papilas urogenitais foram limpas e secas com
papel toalha e o esperma foi coletado com um tubo cbnico de 15 ml, por
massagem abdominal, evitando a extrusdo simultanea de fezes e urina para evitar
contaminagao.

Foram avaliados motilidade e vigor, antes do congelamento do sémen,
colocando 1 pl de esperma e 44 pl de agua destilada a 25° C em uma lamina
coberta com uma laminula, utilizando microscopia de contraste de fase, com
ampliacdo 200X. Para serem processadas todas as amostras tinham que
apresentar pelo menos 80% de motilidade espermatica, 10 seg. apds a ativacao.
Foi avaliada também a concentragcdo espermatica, com uma camara de
Neubauer.

Criopreservacao do esperma:

Foi usado o Beltsville Thawing Solution (BTS), as amostras de sémen
foram diluidas a 1/9 (v/v). O tratamento controle consistiu BTS, incluindo 10 % de
DMSO como crioprotetor penetrante. E 0s outros 4 tratamentos usou-se LDL
contido em quatro concentracdes (4%, 8%, 12%, e 16%) e 10 % de DMSO. A LDL
foi obtida a partir da gema de ovo de galinha.

Essas amostras foram armazenadas em palhetas de 250 puL e
estabilizadas a temperatura ambiente, durante 2 min. Posteriormente as palhetas
foram expostas ao vapor de nitrogénio liquido (-80°C) e permaneceram por 12 h e
foram armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C) durante pelo menos 15 d.

Avaliacbes subsequentes de qualidade do esperma  pos-
descongelamento, foram realizadas no ReproPel/RAC. As amostras de esperma
foram descongeladas em banho de agua a 45°C durante 5 segundos e
ressuspenso em 400uL de BTS(1:3, v/v) a 22°C em um tubo cénico de 1,5 ml
para que os efeitos toxicos do crioprotetor seja minimizado. A viabilidade do
esperma foi avaliada pela contagem de 200 células de esperma com um
microscopio de Epifluorescéncia, com ampliacdo de 400 vezes.

A viabilidade foi avaliada utilizando as sondas de diacetato de
carboxifluorescéncia (CFDA) e de iodeto de propidio (Pl). O espermatozéide
considerado viavel apresentou fluorescéncia verde, enquanto aqueles que
apresentaram fluorescéncia vermelho ou verde e vermelha foram considerados
inviaveis.

Os dados foram analisados no software statistix 9.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O volume coletado de esperma fresco foi de 4,7 + 0,2 mL. Concentracao
espermatica foi de 8,6 + 0,2 x 109/ mL, com a motilidade espermatica de 96,0 +
2,2 % e periodo de motilidade de 98,0 £ 6,0 s.

Diluidor incluindo 12% e 16% LDL apresentaram melhor viabilidade
espermatica em comparacdo ao controle (P<0,05), mas tanto a motilidade
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espermdtica e o periodo de motilidade foram reduzidos (P<0,05) para estes
tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1: Motilidade po6s-descongelamento, periodo motilidade e
viabilidade para Colossoma macropomum esperma congelado no extensor com
distintas concentracdes de lipoproteina de baixa densidade (LDL) *

Motilidade Periodo de Viabilidade
Diluente

espermatica (%) motilidade (Ss) Espermatica (%)
10% DMSO 35.0 +2.28 196 +1.72 472 +4.3°
10% DMSO + 4% LDL 11.0 + 2.8° 12.1+2.7%® 65.0 + 4.1
10% DMSO + 8% LDL 8.0+22° 11.4 +2.8%® 66.7 + 4.3%
10% DMSO + 12%LDL 5.0 +2.0° 6.8 +2.0° 79.3+2.72
10% DMSO + 16%LDL 3.0+1.1° 4.8+ 1.7° 79.3+3.3%

*n =250 (10 X 5 peixes tratamentos X 5 repeticdes por tratamento).
AP Means + EPM tendo expoentes distintos diferem na coluna, pelo menos, P
<0,05.

4. CONCLUSOES

A incluséo de 12% e 16% no LDL extensores para esperma congelado de
C. macropomum foi associada com uma melhor viabilidade espermatica pos-
descongelamento e integridade e funcionalidade mitocondrial, mas também para
a fertilizacéo reduzida e taxas de eclosao.
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