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Resumo

O tambaqui Colossoma macropomum é uma espécie de peixe de alto
valor econdbmico para piscicultura nacional. Técnicas de criopreservacdo do
sémen podem contribuir para o desenvolvimento da producédo dessa espécie em
cativeiro. O objetivo do estudo foi avaliar a influéncia do volume do criotubo
e da velocidade de descongelamento sobre a cinética espermatica do sémen
de tambaqui criopreservado. Amostras de sémen de cinco reprodutores foram
coletadas e diluidas em metilglicol, glicose 5% e gema de ovo. As amostras
foram envasadas em recipientes de 1,6 e 5,0 mL, congeladas em botijdo de
vapor de nitrogénio liquido e descongeladas a 60 °C por 70 e 90 s. Apds o
descongelamento os parametros de motilidade (total e progressiva) e velocidade
espermatica (curvilinear - VCL, linear -VSL e média da tragetéria - VAP) foram
avaliados. Em média o sémen criopreservado em criotubos de 1,6 mL apresentou
maior motilidade espermatica em relacdo ao de 5,0 mL, entretanto para os
parametros VCL, VSL e VAP essa diferenca nao foi significativa. Maiores taxas
de motilidade espermatica e VCL foram observadas para o sémen descongelado
a 60 °C por 90 s quando comparado a 60 °C por 70 s, ndo sendo observada
diferenca significativa para o VSL e VAP. Com base nesses resultados podemos
concluir que o sémen de tambaqui criopreservado em criotubos de 1,6 mL e
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descongelado a 60 °C por 90 s proporciona maior taxa de motilidade e velocidade
espermatica pés-descongelamento.

Palavras-chave: Colossoma macropomum, criotubos, velocidade de
descongelamento.

Introducéo

A criopreservacdo do sémen é uma técnica que visa a conservacao dos
espermatozéides em nitrogénio liquido por tempo indeterminado. Esse processo
mantém a estrutura e funcionalidade das células geneticamente vidveis e serve
de instrumento para manutencdo de programas genéticos e maximizacdo do
manejo de producdo (PEGG, 2007).

Nos ultimos anos, diversos protocolos de criopreservacdo do sémen de
peixes tém sido desenvolvidos para espécies oriundas das bacias hidrograficas
brasileiras (VIVEIROS & GODINHO, 2009), entretanto para o sucesso do
processo de criopreservacao alguns detalhes devem ser observados, tais como:
composicdo dos diluidores, formas e tipo de envase, velocidade de congelamento
e descongelamento do sémen (MARIA et al., 2011).

O tipo de recipiente utilizado no envase do sémen é um parametro
importante no processo de criopreservacao, pois além de definir a quantidade
de material biolégico a ser armazenado, tem influéncia direta na velocidade de
congelamento e descongelamento do sémen. Estas velocidades sdao um fator
importante para determinacdo de um protocolo ideal na criopreservacao do sémen
(VIVEIROS & GODINHO, 2009). Dentre os recipientes utilizados no envase do
sémen para congelamento, as palhetas de 0,5 mL sdo as mais usadas. Essas
palhetas, no entanto, apresentam algumas limitagcdes quanto a sua utilizacao
em larga escala, necessitando ainda a determinacdo de metodologias para o
armazenamento de sémen em recipientes de maior volume como macropalhetas
e criotubos.

A técnica de criopreservacdo de sémen em recipientes de maior volume
contribui para o intercambio de material genético necesséario para os programas
de melhoramento, além de maximizar as atividades de rotina de producdo de
alevinos nas pisciculturas. Nesse sentido, o objetivo do estudo foi avaliar a
influéncia do volume do criotubo e da velocidade de descongelamento sobre a
cinética espermatica do sémen de tambaqui criopreservado.
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Material e Métodos

O experimento foi realizado utilizando-se amostras seminais de cinco
reprodutores, (peso 6,5 + 1,4 Kg, comprimento 66,9 = 5,5 cm). Foi realizada a
inducdo hormonal em cada macho com 2,0 mg de extrato de hipéfise de carpa/
kg de peso. O sémen foi coletado e a motilidade avaliada em microscépio 6ptico.
Amostras que apresentaram motilidade superior a 80% foram selecionadas e
adicionadas a solucdo de congelamento, composta por glicose 5 %, metilglicol
e gema de ovo, envasadas em criotubos de 1,6 e 5 mL e congeladas em botijao
de vapor de nitrogénio liquido. Os criotubos foram descongelados a 60 °C
sendo testados dois tempos de imersdo: 70 e 90 segundos. Anélise da cinética
espermatica (motilidade total - MT, motilidade progressiva - MP, velocidade
curvilinear - VCL, velocidade em linha reta - VSL e velocidade média da trajetéria
- VAP) foi feita no programa de anélise computadorizada para sémen SCA®, apés
ativacdo com bicarbonato de sédio 125 mM (230 mOsm/kg). Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-
Knott (p=0,05), através do programa Sisvar.

Resultados e Discussao

A interacdo entre volume do recipiente e tempo de descongelamento
ndo foi significativa (p>0,05) para todos os parametros avaliados. Em média
o sémen criopreservado em criotubos de 1,6 mL apresentou maior motilidade
espermatica total e progressiva quando comparado ao de 5,0 mL, entretanto
para os parametros de velocidade espermatica (VCL, VSL e VAP) essa diferenca
ndo foi significativa. O sémen descongelado a 60 °C durante 90 s foi superior
ao descongelado a 60 °C durante 70 s para a motilidade total, motilidade
progressiva e VCL. Para VSL e VAP nado houve diferenca significativa quando
se avaliaram os dois tempos de descongelamento (Tabela 1). Deste modo, a
melhor relacdo entre volume do recipiente e velocidade de descongelamento
encontrada para a criopreservacdo do sémen tambaqui foi o criotubo de 1,6 mL,
descongelado a 60°C por 90 s.
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Tabela 1. Parametros de cinética espermatica para o sémen de tambaqui criopreservado

em recipientes de diferentes volumes e descongelados a 60°C por 70 ou 90 segundos.

1.6 42,6 £ 16,6 51.9 £ 8,0 47.3 = 14,84

Motilidade Total (%) 5,0 34.7 £ 8,1 43.7 £ 10,2 39.2 + 11,6®
Média 38.7 £14,2°> 47.8 + 12,0*

1,6 19 £ 15,2 26.6 + 7,8 228 + 12,4*

Motilidade Progressiva (%) 5,0 14.7 + 6,1 20 + 6,9 17.4 + 7,98
Média 16.9 + 11,9° 23.3 + 8,3°

1.6 78.2 + 21,8 91.3 + 12,9 84.7 £19,6*

VCL (um/s) 5,0 77.2 + 11,4 829 £ 12,1 80.0 +13,5*
Média 77.7 £18,7° 87.1 +13,5°

1,6 47.4 £ 18,0 57.8 + 14,7 52.6 +17,2*

VSL (um/s) 5,0 49.6 £ 14,9 52.3 + 16,5 50.9 +17,8*
Média 48.5 +17,5° 5b5.0 £16,9°

1,6 65.6 + 23,1 76.6 =+ 20,0 71.0 £23,1*

VAP (um/s) 5,0 63.6 + 14,1 71 £ 14,2 67.3 £16,1*
Média 64.6 +20,5° 73.8 £18,3°

ABabMédias seguidas por letras distintas, maidsculas na coluna e minutsculas nas linhas,

diferem entre si pelo teste de Skott-knott (p <0,05).

Os fendOmenos que requerem temperaturas e tempos de
descongelamento distintos entre as espécies de peixes podem ser explicados pela
necessidade de recuperacdo da estabilidade da membrana ou do metabolismo
dos espermatozéides, sendo considerados esses parametros espécie-especificos
(LANSHSTEINER et al., 2000).

Conclusoes

O sémen de tambaqui criopreservado em criotubos de 1,6 mL e
descongelado a 60 °C por 90 s proporciona maior taxa de motilidade e velocidade
espermatica pds-descongelamento.
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