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1. INTRODUCAO

O jundia (Rhamdia quelen) é um bagre amplamente distribuido pela América
do Sul BALDISSEROTTO et al. (2020). E na piscicultura geralmente, apresentam
alto potencial de consumo, sendo representativos na producdo pesqueira de aguas
interiores em algumas regides, devido a seu rendimento e qualidade da carne
(REID,1983). Desta forma se tornando um dos bagres com grande potencial para
aquicultura (VALLADAO et al., 2018). No Brasil, a producéo total de pescado chega
a cerca de 1,6 milhGes de toneladas por ano, e a aquicultura responde por cerca
de 50% disso (FAO, 2022.) Porem para um melhor aproveitamento desta espécie
na piscicultura, sdo necessarios mais estudos, pois Sdo poucos as pesquisas com
a espécie na aréa, principalmente no que diz respeito a inseminacao artificial e a
maxima utilizagao dos gametas disponiveis e a qualidade e viabilidade destes para
uma maior satisfacdo dos produtores destes animais (BOMBARDELLI et al., 2006).
Por isso, o desenvolvimento de técnicas aplicadas a reproducdo vem assumindo
papel relevante na aquicultura e na conservacao de recursos genéticos (MURGAS
et al., 2004).

Uma questdo importante na reproducdo € a criopreservacdo, que é
caracterizada como a preservacdo da viabilidade do material biolégico em
temperaturas extremamente baixas, abaixo de -80°C ou de -140°C (BAUST et al,
2009). O congelamento de sémen de peixes foi obtido com sucesso pela primeira
vez nos anos 50 (BLAXTER, 1953), sendo usada até os dias de hoje, de forma
viavel para muitas espécies de peixes. Para realizar o congelamento, utiliza-se do
recurso dos crioprotetores, a fim de evitar ao maximo danos a célula espermatica.
Os crioprotetores sdo solventes organicos que agem protegendo as células e
tecidos no momento de queda abrupta de temperatura (CHIAN et al., 2004). E
existem dois principais tipos de crioprotetores: Extracelular e intracelular. O
intracelular, ¢ uma substancia quimica ndo tdxica para o0s gametas que
simplesmente retira a agua da célula e diminui a temperatura na qual o interior da
célula é congelado, impedindo a formacédo de cristais de gelo. (CAROLSFELD;
HARVEY, 1999). O objetivo deste trabalho € avaliar os efeitos de diferentes
crioprotetores intracelulares na criopreservacdo seminal do Jundia (Rhamdia
quelen).

2. METODOLOGIA

Os animais foram obtidos em uma propriedade particular, localizada na zona
rural no municipio de Pelotas, e levados para o laboratério de ictiologia da
Universidade Federal de Pelotas. Onde os animais foram aclimatados e as coletas
foram realizadas durante a estac&o reprodutiva. A coleta de sémen foi realizada
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através de massagem abdominal, evitando a contaminacdo por fezes e /ou urina
GODINHO et al. (2003). NO qual foram coletados somente ejaculados que
apresentaram, pelo menos, 80% de motilidade espermatica e 90% de
espermatozoides com morfologia normal. Amostras contaminadas por urina, fezes
e que apresentassem motilidade antes da ativacéo foram descartadas. Nos dias de
realizacdo dos experimentos as amostras apos coletadas, eram levadas para o
laboratério de Andrologia da mesma Universidade.

Para esse experimento foram utilizados crioprotetores intracelulares, mais
precisamente do grupo dos alcoois 3 tipos: DMSO (Dimetilsulféxido), Metilglicol,
Glicerol. No qual cada alcool foi diluido em BTS, para formar a solugéo
crioprotetora, as concentragdes utilizadas: concentracéo 1: 5%; concentracédo 2: 7,5
%; Concentracéo 3 :10 %; Concentracao 4: 12,5 %, concentracao 5: 15 %. Logo as
amostras foram envasadas palhetas de 250 ul para cada tratamento e
concentracéo, sempre em duplicata. As palhetas foram previamente identificadas
com o numero do macho, tratamento e concentracdo, importante ressaltar que
foram pintadas com cores diferentes para uma melhor diferenciacdo. Apés, foram
colocadas em contato com o vapor do nitrogénio liquido, para realizar a curva de
congelamento, e depois postas em contato direto com o0 nitrogénio, a seguir
colocadas emracks e levadas ao botijdo. Apds algum tempo as amostras passaram
pelo processo de descongelamento, na qual as palhetas eram retiradas do botijao
de nitrogénio identificadas e levadas ao banho maria, na temperatura de 25 graus,
por 30 segundos (ADAMS et al.,, 2015). Ap6s as amostras eram retiradas e
transferidas para eppendorfs, e novamente diluidas a solugcdo em Beltsville
Thawing Solution (BTS). Foram realizadas dois principais tipos de analises
motilidade e citometria. As analises de motilidade foram realizadas no equipamento
Sperm Vision que € um sistema computadorizado de avaliagdo seminal, para
analise automatica de motilidade e concentracdo de espermatozoéides. Os
parametros espermaticos analisados foram: motilidade total (MT); motilidade
progressiva (MP); motilidade progressiva; distancia média do tracado (DAP);
distancia em linha curva (DCL) e em linha reta (DSL); velocidade média do tracado
(VAP); velocidade curvilinea (VCL), velocidade média do caminho (VAP),
velocidade em linha reta (VSL), retiddo do caminho espermatico (STR), oscilacédo
(WOB) e frequéncia cruzada de batimento (BCF). As amostras foram ativadas com
agua a e realizadas em até 30 segundos ap0s a ativacao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de motilidade espermatica pés-descongelamento encontram-
se na Tabela.1l, os mesmos sdo uma analise estatistica dos dados referentes
apenas um dos crioprotetores utilizados neste estudo o glicerol, sendo desta forma
uma analise parcial dos dados.

Tabela 1. Motilidade pds-descongelamento das células esperméaticas do Rhamdia
guelen, utilizando o crioprotetor glicerol.
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GLI c1 Cc2 C3 ca C5
Mot tot | 26,9233~ | 28,0+ 3,04~ | 23,5£252~ | 24,0£2,64~ | 19,1£2,20%
Mot 22,9 227~ | 2124264~ | 19,242,40~ | 18,542,277 | 14,742,245
prog

DAP 13,70,62* | 13,840,903 | 14,0¢0,53~ | 12,7+0,53* | 12,9+0,65"
DCL 15,4+0,67» | 16,5:0,96 | 16,420,57 | 15,9%0,64* | 15,9+0,82%
DSL 12,120,614 | 11,80,90~ | 12,020,54~ | 10,740,45~ | 10,7+0,63"
VAP 29,6+ 1,347 | 30,542,064 | 31,1+1,17~ | 27,4+1,13~ | 28,9+1,444
VCL 332+ 1,455 | 36,442,164 | 36,4+1,20% | 34,5¢1,41~ | 35,8+2,014
VSL 26,11,32~ | 26,14#2,00% | 26,7¢1,17~ | 23,1¢0,96" | 23,8+1,344
STR 0,8616,89* | 0,8+0,01%8 | 0,8+8,57~ | 0,840,018 | 0,7+0,02°
WOB 0,8t8,44~ | 0,8£0,01~ | 0,8£0,01~ | 0,7¢0,02* | 0,70,03"
ALH 0,9t0,05 | 1,240,074 1,4£0,14 1,0£0,08% | 1,4+0,10%
BCF 22,1%#0,63~ | 22,1#0,82% | 253+1,10~ | 22,3t0,92 | 24,71,404

motilidade total (MT); motilidade progressiva (MP); motilidade progressiva; distancia média
do tracado (DAP); distancia em linha curva (DCL) e em linha reta (DSL); velocidade média
do tracado (VAP); velocidade curvilinea (VCL), velocidade média do caminho (VAP),
velocidade em linha reta (VSL), retiddo do caminho espermatico (STR), oscilagcdo (WOB)
e frequéncia cruzada de batimento (BCF), glicerol (GLI), concentragdo 1 (c1),concentragéo
2 (c2), concentracdo 3 (c3), concentracao 4 (c4), concentracao 5 (c5).

Os parametros mais comumente utilizados para avaliacdo espermatica
referentes a motilidade, sdo a motilidade total e progressiva. Os dados avaliados
para motilidade total apresentaram uma pequena diferenca estatistica, sendo
impercepitivel para o teste de Tukey, o qual os dados foram submetidos.

Em relacdo a motilidade total, vale destacar a superioridade nas concentracdes 4
e 1% de glicerol. Considerando a andalise da motilidade progressiva também
apresentada na tabela 1, houve uma diferenga sutil entre as concentracdes, a
concentracéo 1 de 5% foi superior, sendo a segunda de 7,5%, apresentou valores
melhores, em relagdo as demais concentracdoes.Esses fatos indicam que os
melhores resultados, dentre as possibilidades testadas, quanto a motilidade total e
progressiva, estdo nas menores concentracdes de glicerol.

Porém como os dados mostram para todos demais parametros analizados, que se
encontram na tabela a cima, revelando uma diferenca estatistica praticamente
irrelevante, salvo o parametro de analise de retiddo do caminho espermatico (STR).
Fica claro que o crioprotetor glicerol ndo é o mais indicado para a espécie, outros
crioprotetores podem gerar efeitos mais desejaveis, como por exemplo o
crioprotetor Dimetilsulféxido (DMSO), e o metanol. Corso (2014) conseguiu bons
resultados de motilidade em R. quelen usando Beltsville Thawing Solution (BTS)
como diluidor e metanol como crioprotetor, na proporcao de 1:3 (sémen: diluente).
Ja Aradjo et al. (2011) recomendam o uso do crioprotetor DMSO com diluente BTS
para Steindachneridion parahybae pois este proporciona altos rendimentos na
gualidade do esperma apos o descongelamento.
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4. CONCLUSOES

Conclui-se que o glicerol ndo € o melhor crioprotetor para a espécie jundia
(Rhamdia quelen), sendo que outros crioprotetores como por exemplo o
Dimetilsulféxido (DMSO), e o metanol, podem ser mais benéficos para o processo de
criopreservacao das células espermaticas.
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