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RESUMO

O estudo foi realizado com objetivo de testar difiees concentracoes de sacarose associada
ao metanol a fim de prolongar o tempo de estocadesnembrides pelo resfriamento e
desenvolver um protocolo de congelagédo que peraritgazenar embridbes de peixes por
tempo indeterminado. Para o resfriamento, os embfidram submetidos as concentracdes de
sacarose de 8,5%, 17,0%, 25,5% e 34,0%, asso@afd¥s de metanol e mais um controle
somente com agua. Para cada tratamento, foramadwslios tempos de estocagem de 6h,
12h, 24h e 48 horas. N&o ouve diferenca estatistit® os tratamentos com 17%, 25,5% e
34% de sacarose quando o tempo de estocagem $eislboras. No tempo de estocagem de
12 horas, verificou-se menor percentagem de eclesatodos os tratamentos. Verificando o
pior resultado para a maior concentracdo de saeatdzada (34%). O tempo de 24 horas de
estocagem a -8°C permitiu sobrevivéncia de embrpesnas no tratamento com 8,5% de
sacarose associada a 9% de metanol. No entantodayse prolonga para 48 horas néo se
observa eclosdo. Para congelacao foram testadageslcom 0,25, 0,50, 0,75 e 1,00 M de
sacarose associadas a 9% de metanol e mais unoleofs#mmente 4gua). Para submeter a
gueda gradual de temperatura utilizou-se um apadsiresfriamento “BIOCOM” com curva
de congelagdo programavel de 0,5°C/min, e armamenach nitrogénio liquido quando a
temperatura atingiu -33°C. Apesar de apresentacenhigratacdo apds a descongelacéo, nao
se observou eclosdo. Os embrides foram desconggbada avaliagdo da taxa de ecloséo. Em
todos os tratamentos foram coletadas amostras @aatise em eletromicrografia de
varredura. Através da eletromicrografia de varraduwde se observar algumas alteragfes
morfolégicas. O tratamento com menores danos ntwimbs nos embrides apds a
descongelacéo foi com 17% de sacarose associddeada hetanol. Com base nos resultados

7

concluimos que € necesséario a utilizacdo de criefmme@s para manter a viabilidade de



embrides estocados a -8°C. Para seis horas dagstocsugere-se utilizar concentracdes de
17%, 25,5% ou 34% de sacarose associado a 9% daaghdQuando o tempo de estocagem
for 12 horas sugere-se utilizar 8,5%, 17% ou 25¢%6acarose associado a 9% de metanol.
Para 24 horas de estocagem, sugere-se a utilitkec8b% de sacarose associada a 9% de
metanol. Os protocolos de congelacao testados vitewaan a formacgéo de cristais de gelo,
consequentemente as deformacdes embriondrias, bilimkaado os embribes deP.
mesopotamicud?orém hé indicios de que o tratamento com 17%ackraese associada a 9%
de metanol causou as menores alteracoes estriaosaembrides submetidos a congelagéo, o
gue pode ser um fato muito promissor para novaslest

Palavras-chave: biotecnologia, metanol, preservacgao, reproducaoacarsse.



ABSTRACT

The study was carried out with objective of testilifferent sucrose concentrations associated
to the methanol in order to prolong the storagetohthe embryos by cooling and to develop
a freezing protocol to allow storing embryos ofhfigor uncertain time. For cooling, the
embryos were submitted to the concentrations ofosacof 8.5%, 17.0%, 25.5% and 34.0%,
associated to 9% of methanol and one more cormrdhming only water. For each treatment,
there were evaluated the storage times of 6, 1232148 hours. There were no statistical
difference among the treatments with 17%, 25.5%3x% of sucrose when the storage time
was of six hours. In the storage time of 12 hoargwer hatching percentage was verified in
all treatments. It was observed the worst resulttie largest concentration of used sucrose
(34%). The storage time of 24 hours at -8°C allowedembryos survival just for treatment
with 8.5% of sucrose associated to 9% of methadolvever, when it is prolonged for 48
hours the hatching was not observed. The freeohgdisns were tested with 0.25, 0.50, 0.75
and 1.00 M of sucrose associated to 9% of methamdlone more control (only water). To
submit to the gradual fall of temperature the auplequipment "BIOCOM" was used with
programmable freezing curve of 0.5°C/min, and stome liquid nitrogen when the
temperature reached -33°C. In spite of had a ggddation after the thawing, the hatching
was not observed. The embryos were thawed for atratu of the hatching tax. In all
treatments samples were collected for scanningreteenicroscopy analyzes. Through the
scanning electron microscopy analyzes it is posgibbbserve some morphologic alterations.
The treatment with lower morphologic damages in éh#ryos after the thawing was with
17% of sucrose associated to 9% of methanol. Bas#éuke results it is concluded that it is
necessary the cryoprotectans use to maintain theyes viability storage at -8°C. For six
hours of storage it is suggested to use concemiatof 17%, 25.5% or 34% of sucrose

associated to 9% of methanol. When the storage dgmes to 12 hours it is suggested the use



of 8.5%, 17% or 25.5% of sucrose associated to Bfbethanol. For 24 hours of storage it is

suggested the use of 8.5% of sucrose associat8® tof methanol. The freezing protocols

tested didn't avoid the formation of ice crystalsnsequently to the embryonic deformations,
making unfeasible for the embryos of P. mesopotamitlowever there are indications that
the treatment with 17% of sucrose associated t@B&tethanol caused the smallest structural
alterations to the embryos submitted to freezirgg@ssing, what can be a very promising fact
for new studies.

Key-words: biotechnology, methanol, preservation, reproductsacrose.



1. Introducéo geral

As perdas ambientais e de oportunidade de mercadopiscicultura com o
desaparecimento de espécies sao imensuraveis.idpdalesenvolvimento de biotécnicas de
resfriamento e criopreservacdo de embrides de pepaem contornar esse impacto
ambiental negativo. Gametas colhidos em prograreagmoducéo de populacdes silvestres
ou de cativeiro podem ser utilizados para a coagéxy de recursos genéticos e na conducéo
de estudos de melhoramento animal, podendo seerpae®s por curto ou longo tempo
(Gwo, 2000; Gorman, 2000).

O que torna pertinente a observacao feita por Ha2@00), recomendando a criagcéo
de bancos genéticos que possam assegurar a diipadi futura do material conservado,
tanto para aplicacdo ambiental como para produg@téenica, amenizando as perdas de
variabilidade genética de uma populacdo, podenpmaa contribuir para programas de
melhoramento genético.

A conservacdo de embrides envolve uma série deegsos fisico-quimicos
complexos, como: variagao de temperatura (curv@sfeamento), osmolaridade da solucao,
permeabilidade dos crioprotetores nas células mpadimentos do embrido e toxicidade dos
reagentes (Bart, 2000). Em peixes, a conservacaocdlelas pequenas, como O
espermatozoide, é facil e regularmente realizada socesso em muitos laboratérios
(Hagerdorn et al., 1997a; Strissmann et al., 1B8&, 2000). No entanto, a congelacao de
embrides de peixes ainda nao foi solucionada, deaidlguns fatores: (i) tamanho do ovo,
resultando em uma diminuta razdo entre a superéicie volume, podendo retardar o
fluxo/influxo da agua e do crioprotetor; (ii) granthmanho das células, como o vitelo, que
pode ser facilmente rompido durante a congelacéi®; compartimentalizacdo entre a

lastoderme e o vitelo, que possuem diferentes jmdguies de permeabilidade; (iv)



membranas semipermedaveis como o corion, que podemtdr a entrada e saida de agua e
crioprotetor; (v) potencial de suscetibilidade dobedo a danos pelo resfriamento (Harvey,
1983; Stoss, 1983; Zhang & Rawson, 1995; Hagerdbal., 1997a; Ninhaus-Silveira et al.,
2007).

Apesar da dificuldade até o presente momento eabtss sucesso na congelagéo de
embrides de peixes (Hagedorn et al., 2004; Zharad,,e2005), a técnica de resfriamento de
embrides tem sido demonstrada como uma alternativel (Ahammad et al., 2002). Pd&a
mesopotamicysStreit Jr. et al. (2007), estabeleceram um podocle resfriamento que
permite estocar embrides por seis horas a -8°Cr®as possiveis aplicacdes do resfriamento
de embrides, pode-se destacar, a otimizacdo daleisncubadoras e a logistica, evitando
transporte de grande volume de agua e cilindras@gnio durante a comercializacdo. Além
disso, Ahammad et al. (2003) afirmaram que é peksi\colheita de embriées em lugares
remotos, mantendo-os refrigerados durante o tratespté o local em que estes possam ser
incubados com seguranca. Com isso, essa bioteeagdoderia ser utilizada no salvamento
de desovas ameacadas por agentes poluidores em dmstesastres ecoldgicos. E ainda,
resultados da resisténcia do embrido a baixas tamopas poderdo contribuir para estudos do
protocolo de congelacéo.

Para submeter embrides a baixas temperaturasspémdiavel o uso de crioprotetores
(Harvey, 1983). Os crioprotetores sao classificadesacordo com sua ag&do, sendo 0s
intracelulares: metanol, etilenoglicol e DMSO (Reicbach et al., 2001). Entre estes, no
processo de resfriamento de embribes de espéctémmarasileiras, o metanol vem
apresentando excelentes resultados (Streit Jt., &@087), sendo este potencializado quando
associado com um crioprotetor extracelular (Deoniseét al., 2000). Os crioprotetores
extracelulares mais utilizados sdo: sacarose,gglieotrealose (Niemann, 1991; Denniston et

al., 2000).



Portanto, tornam-se necessarios estudos que passanibuir para estabelecer um
protocolo de resfriamento ou congelacdo, que parmpreservar espécies ameagadas de
extincdo, além de contribuir para programas de onathento genético.

2. Reviséo de Literatura

2.1) EspéciePiaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887) “pacu”

O pacu P. mesopotamic)i®€ um peixe da ordem Characiformes, familia Chdagce
subfamilia Myleinae (Nakatani et al., 2001). Estpéeie originaria da bacia do Prata,
especificamente dos rios Parana-Paraguai e seientfs (Castagnolli & Zuim, 1985). Em
ambientes naturais sua coloracdo é quase presgnuspara amarelo brilhante quando esta
na cabeceira dos rios para efetuar a desova (BritS®9). O periodo reprodutivo dessa
espécie estende-se de novembro a janeiro, com aléstal, fecundacdo externa e grandes
migracdes reprodutivas a fim de liberar seus gasn@amagosa et al., 1988). Por ser uma
espécie de piracema, em ambiente confinado demnitelucdo hormonal para obter sucesso
na sua reproducéo (Lima et al., 1991; Urbinati &Gaves, 2005).

Das espécies sul-americanas cultivadas no BraBil mesopotamicusaracteriza-se
como uma das principais, devido as excelentes tesisticas zootécnicas para o cultivo e
grande aceitagdo na piscicultura e mercado consunmicasileiro (Urbinati & Gonsalves,
2005). Observando as qualidades Blo mesopotamicyusem meados dos anos setenta,
pesquisadores comecaram a trabalhar com esta espéoin de desenvolver um pacote
tecnologico para seu cultivo. Desde entdo, diverfabalhos foram e vém sendo
desenvolvidos a fim de viabilizar a sua producddamgea escala (Castagnolli & Zuim, 1985;

Lima et al., 1991; Silva et al., 1997; Bock & Padol 2000; Streit et al., 2006).



2.2) Embrides doP. mesopotamicus

Espécies reofilicas brasileiras, comd omesopotamicusliminam seus gametas no
corpo d’agua, onde ocorre a fecundacdo e seu ddsenento, mecanismo reprodutivo
conhecido como ovuliparidade (Vazoller, 1996; Gsa&&Pavanelli, 2007).

O processo embrionario inicia-se com a fecundagaavdlo pelo espermatozoide, via
micropila, apos a fertilizacdo, o ovo absorve aguaeorre a formacao do espaco perivitelino,
com a separacdo do cérion da membrana vitelinaadaket al., 2001). Diferente do que
ocorre em mamiferos, em que o embrido é implantadatero e se desenvolve a partir de
nutrientes fornecidos pela mée, nos peixes, ogentds estdo contidos em um ovo (vitelo) e
sao suficientes para iniciar o desenvolvimentordbréio (Brooks et al., 1997).

Os ovos dé°. mesopotamicuecém-fecundados apresentam diametro médio de 2,69
mm e espaco perivitelino amplo (25 a 41%), com tdmaanédio de 1,41 mm. Ja o diametro
médio do vitelo € de 0,60 mm (Nakatani et al., 2001

O desenvolvimento embrionario dd mesopotamicuserificado por Ribeiro et al.
(1995) ocorre como o descrito resumidamente poatdak et al. (2001):

- blastodisco formado por uma célula, sendo queparacéo deste se da logo apos a
fecundacéo;

- segmentacéao, caracterizado por clivagens suessdiv blastodisco, em 2,4, 8, 16 e,
assim sucessivamente, dando origem aos blastémeros;

- blastulagéo, fase em que o blastodisco apresentestratificado e alto, com
pequenas cavidades entre os blastbmeros e a pretenma lamina sincicial perivitelinica,

- gastrulacdo, que caracteriza-se, quando as sétidablastodisco deslocam-se e
separam-se em epiblasto (futuro folheto exterrupablasto (notocorda, meso e endoderme),

assim o epiblasto e a lamina sincicial perivitelniexpandem-se como um manto que



recobre, inicialmente, metade do vitelo, para emuise % e, finalmente, fecha-se o
blastéporo. Entdo, o corpo do embrido alonga-sanéio sua extremidade caudal voltada para
o blastéporo;

- fechamento do blastéporo, em que ocorre haveaclmbrimento de trés regides do
vitelo: zona embriogénica (corpo de embrido, excetwda), bordas de fechamento (porgéo
caudal) e parede do saco vitelino. Nesta fase pagewisualizados 0s primeiros somitos;

- vesicula Optica, que fica evidente apds o feclmdoneo blastoporo, como expansao
lateral do prosencéfalo;

- vesicula auditiva, que se identifica com o aparento dos otélitos, além de ser
possivel neste estadio verificar os somitos;

- liberagdo da cauda, em que a cauda destacassedwitelino;

- eclosdo, que ocorre através de contragcdes mussulgorosas da cauda e do corpo,
além do amolecimento do coérion como resultado d® ale enzimas. Apos a eclosdo, o
embrido torna-se muito ativo, sendo que o grau ifigedciacdo da larva recém-eclodida

depende da espécie considerada.

2.3) Agentes crioprotetores

Agentes crioprotetores sdo essencialmente impegapara a criopreservacdo de
células, pois na auséncia de crioprotetores oeofoemacao de cristais de gelo, considerado
letal para as células (Polge, 1949; Denniston.g2@00; Leibo, 2000). Por outro lado, apesar
de necessario, a toxidez destes agentes pode provaetalidade de células durante a sua
penetracdo ou saida do interior das células (Chad.ia®», 2001). Os motivos dos
crioprotetores promoverem injurias nas células poder de origem osmatica, bioquimica ou
fisico-quimica (Fahy, 1983). Entdo, a mudanca ahrujp volume celular, resultante da

rapida introducdo e remocdo do crioprotetor, pockeratar injurias ou danos osmoticos
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(Renard et al., 1989). Ja, Robertson et al. (1988&riram também como choque osmético a
modificacdo na permeabilidade da membrana celulgu® causariam um efeito toxico
indireto. A desnaturacdo celular, considerada umaléz bioquimica, pode ser gerada em
resposta a interacdo entre o crioprotetor e asmaszcelulares (Arnold et al., 1983; Fink,
1986).

Os crioprotetores sao classificados de acordo cdiorraa que agem nas células.
Moléculas com baixo peso molecular como glicerohedil-sulfoxido (DMSO), propileno-
glicol, etileno-glicol e metanol, sdo conhecidosnocoagentes crioprotetores intracelulares,
pois atravessam as membranas celulares com refatil@ade. Por outro lado, moléculas
com peso molecular alto e que, portanto, ndo parmmeis células, como sacarose, glicose,
lactose, polivinilpirrolidona (PVP), rafinose, m#olj entre outros, sdo considerados
crioprotetores extracelulares (Niemann, 1991; Dstoniet al., 2000).

Dentre os crioprotetores intracelulares, o metavemin apresentando resultados
satisfatorios. Em embrifes &e mesopotamicyus associacdo de 9% de metanol com 17% de
sacarose na solugcdo crioprotetora permitiu a sokimesia de 69,2% de embribes apds
resfriamento a -8°C (Streit Jr. et al., 2007). Entbedes de “red drum”Sciaenops ocellatlis
Robertson et al. (1988) testaram glicerol, DMSQOlemb-glicol, metanol, sacarose e sal
marinho e observaram que o metanol e 0 DMSO apsrsem menor toxidez para a espécie
gue 0S outros crioprotetores testados. Porém, glgtamas espécies como em embrides de
“turbot” (Scophthalmus maximy® DMSO foi menos toxico que o metanol e o etitglicol
como verificaram Cabrita et al. (2003). A acdo ¢éxdo crioprotetor também pode estar
relacionada com as fases do desenvolvimento doi@mlzomo demonstraram Dinnyés et al.
(1998) com carpaQyprinus carpiy, em estadios de morula e segmentacdo, o DMSO foi
menos toxico que o metanol, por outro lado, quavel@mbrides de carpa apresentavam o

coracao batendo, o metanol foi menos toxico.
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Com embrides de “zebrafish’Bfachydanio rerip, Zhang & Rawson (1995)
mostraram que a 0°C, o metanol a concentragcdod®& ¥fpi mais eficiente em manté-los
viaveis por 18 horas (sobrevivéncia de 78%) do qu@,0 M. Entretanto, quando a
temperatura passou a —5°C, com o mesmo tempo detengfio, a concentracao de 2,0 M
manteve 95% dos embrides viaveis, enquanto na otvacéo de 1,0 M, foi de 33,3%.

O desempenho dos agentes crioprotetores intramesdulpode ser otimizado
associando-os a crioprotetores de acéo extracéltdt, 200). Para Denniston et al. (2000)
crioprotetores extracelulares como a sacarose, rdgamea concentracdo extracelular do
soluto, provocando um fechamento das células emdmias para agua extracelular.

A sacarose apresenta-se como um potencial criapraggtracelular, principalmente,
em funcdo de suas propriedades estruturais. SegMogtders (1997), essa afirmativa esta
relacionada a contribuicdo desse acucar na esi@ddida membrana celular, principalmente,
quando se refere a deformagdo mecénica provocad&fipxo de agua e o influxo de
crioprotetor intracelular. Acucares apresentamefonfluéncia na manutencdo da pressao
osmotica. E ainda quando a membrana, compostanaedes fosfolipidica, é exposta a baixa
temperatura, a molécula de agucar, em especiataosa, pode promover uma protecao
adicional contra acédo do resfriamento Holt (20@3}e efeito osmatico significativo exercido
pela sacarose provoca uma protecdo a desidratagdasthda na pré-congelacdo (Zhang &
Rawson, 1995), deste modo, reduzindo a toxidezxdoprotetores intracelular (Ahammad et
al., 2003).

Alguns trabalhos vém destacando o uso de metamotiaslo & sacarose, mostrando
ser a melhor solugéo crioprotetora para embribeszalwafish e pacuB( rerio e P.
mesopotamicysexpostos a baixas temperaturas (Zhang & Raws@®h;1Streit Jr. et al.,

2007), apresentando baixa toxidez e eficiénciaragepao da integridade dos embrides.
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Com embrides de carpa comum, Ahammad et al. (2@@8gctaram que a
concentracdo ideal do crioprotetor extracelularcaso sacarose, deve ser de 0,5 M, quando
associado ao metanol, pois, em concentragdes theamdas de sacarose, provoca ruptura do

vitelo resultando em mortalidade total.

2.4) Sensibilidade dos embrides de peixes a tempienras proximas ou abaixo de

0°C

E fato que um dos principais fatores que dificultancongelacdo de embriGes de
peixes € a sua alta sensibilidade ao frio (Std883)1 Em funcéo disso, inUmeros estudos
foram desenvolvidos para observar, em diferentedogss, os danos causados aos embrides,
guando submetidos a baixas temperaturas (ZhangwWs®a 1995; Dinnyés et al., 1998;
Calvi & Maisse, 1998; Liu et al., 2001).

A simples reducdo na temperatura da agua de ingabpgde ser suficiente para
atingir o objetivo de prolongar o tempo de inculoagés embrides de peixes, como no estudo
de Stonecypher Jr. et al. (1994) que observarandiamentes espécies de truté&almo
trutta, Oncorhynchus mykiss, Oncorhynchus clagireducédo da temperatura de 7°C para
4°C, possibilitou dobrar o tempo de incubacdo dobrédes, passando de um para dois
meses. Todavia, estes autores também constatarammartalidade elevada de embrides.

A utilizacdo de solucdes que permitam protegeréhslas embrionarias de peixes a
baixas temperaturas passa a ser quase indispertsavembrides d€. carpig Dinnyés et al.
(1998) mostraram que quando expostos, durante wre B temperatura de 0°C e 4°C,
sempre apresentaram maiores medias de sobreviy@ueiado submetidos ao crioprotetor;
glicerol e em seguida o metanol e o0 DMSO. Em erebri@eB. rerio, Zhang & Rawson
(1995) observaram quando submetidos a temperawir@°@ e no estadio com coracéo

batendo, mostraram maior resisténcia ao resfriaomdmiue os embrides em estadios de trés,
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sete, 10, 15, 20 e 25 horas de incubacao, utilzandtanol associado com sacarose. No
entanto, paraP. mesopotamicus fase de fechamento do blastoporo parece seri@ ma
apropriada, evidenciado por Streit Jr. et al. (2007

A sensibilidade dos embrides de peixes a baixapdmturas pode estar relacionada
aos fatores fisio-morfoldgicos. Um destes fatoredepser a agua intracelular, em especial a
localizada no vitelo e, que, portanto, dificultgpr@cesso de resfriamento e congelagao lenta
(Zhang & Rawson, 1995). Embrides Banio rerio foram utilizados por Hagedorn et al.
(1997a) como modelo de estudo. Os pesquisadoretataram que na reserva lipidica foi
encontrado 42% do volume de agua, entremeadapdseds. Para Hagedorn et al. (1997b) a
retirada desta agua é fundamental para que o esrg®ja mais resistente a exposicéo ao frio.

O mecanismo que gera injurias nos embrides de pgirde ser dividido em dois
grupos, de acordo com Isayeva et al. (2004): ogirargrupo é o que pode ser observado em
qualquer tipo de célula que inclui mudanca no n@isino geral das células, ruptura de
membranas, desbalanceamento do ion calcio, demiiespJa, o segundo grupo caracteriza-
se por danos especificos na formacdo dos ovéditmsp em anfibios onde o resfriamento
causa reducdo e outras mudancas na sintese dimg@sofeor outro lado, as injUrias causadas
pela baixa temperatura, de acordo com Morris & Wat$1984) também podem ser
classificadas em duas categorias: (a) as decosrelitetamente do resfriamento ou pelo
choque frio, em consequéncia do rapido resfriaméhjce as injurias causadas indiretamente
e independentes da taxa de resfriamento sdo deaqumanifestar apds periodos extensos em
baixas temperaturas. EM. rerio, Liu et al. (2001) puderam constatar estes tipes d
fendbmenos. Os pesquisadores citados observararapgisea retirada de parte do vitelo, em
estadios de desenvolvimento de 64 células, asiasjimos blastbmeros ocorreram em

decorréncia do tempo de exposicao a baixa temparaté em estadio de 50% de blastula até
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0 aparecimento de trés somitos, foi uma combindg&dfatores do rapido resfriamento e ao
tempo de exposicao a baixa temperatura.

De acordo com Mazur (1977), ao submeter uma sudpemelular contendo
crioprotetores a temperatura ao redor de -5°Cp tastcélulas como o meio circundante
provoca o abaixamento do ponto de solidificacdosdlacdo, isso ocorre pela adicao de
substéancia crioprotetoras a suspensao celulartdd ainda atribuiu que a temperatura entre -
5 e -15°C, normalmente, ocorre a formagédo de geloneio extracelular, mas as células
continuam descongeladas e super resfriadas, provente, porque a membrana plasmatica
impede o crescimento de cristais de gelo em diragameio extracelular. Estas observagdes
sdo importantes quando se utiliza método de cog@elenta e o procedimento de “seeding”
torna o meio vitreo, evitando que ocorra uma “@esssobre as células do embrido

(Reichenbach et al., 2001).

2.5) Congelacao de embrides

A congelacdo consiste em manter o metabolismoare@irth estagio de quiescéncia,
tornando possivel a conservacéao de células e tepmtatempo indeterminado (Neves, 2008).

Baseados nos trabalhos desenvolvidos por Polge9)18dm sémen de frango,
surgiram os primeiros relatos com embrides de cdongos na década de 70 (Whittingham
et al., 1972; Wilmut, 1972). Esses autores coramtigue, uma congelacao celular s6 poderia
ser feita através de uma curva lenta de congelacéo.

Nos ultimos anos, varios métodos de congelacdonu®i@es bovinos se baseiam
numa curva de congelacdo padrdo desenvolvido ptadsen et al. (1976, 1978). Esses
trabalhos correlacionam a queda de temperaturauegdd do tempo, obtido com velocidade

de 3°C a 1°C/minuto, e a inducdo a cristalizacacsalacéo crioprotetora “seeding” na
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temperatura de -7°C, com prosseguimento da quedandgeratura até -33°C a -35°C, e
posteriormente armazenado em nitrogénio liquido.

Quando a temperatura chega ao redor de -7°C ternaeessario o procedimento de
“seeding”, processo que evita o risco de ultrapassponto de solidificacdo da solucao
utilizada, ocorréncia que determina um sub-restiaim do sistema de congelagéo. Esse sub-
resfriamento da solucdo pode persistir até apraamente -21°C, temperatura ao redor da
qual ocorre a cristalizacdo do meio de forma esp@a. Se a cristalizagdo do meio ocorrer
em temperaturas inferiores ao seu ponto de scbdifio (Mazur, 1977), passa a existir uma
liberacdo de energia sob forma de calor e uma glevaa temperatura do sistema até
proximo da temperatura do ponto solidificacdo daicgm (Reichenbach et al., 2001). Em
seguida, a temperatura é novamente reduzida de basdante rpido até atingir o equilibrio
térmico com a temperatura anterior. Esse sub-aesémto causa alteracdes estruturais da
membrana celular com consequentes distlrbios naeadilidade hidrica (Whittingham,
1977). Devido a esses disturbios, as células néseguem desidratar suficientemente até o
momento da temperatura de imersdo no nitrogéniodidg Para evitar esses fenbmenos de
sub-resfriamento, induz-se, artificialmente, atahgacdo do meio extracelular, durante a
congelacdo, numa temperatura ao redor de -7°CifggedEssa inducdo €, geralmente,
efetuada de modo mecénico, com auxilio de algutruim&nto, como uma ping¢a previamente
resfriada em nitrogénio liquidReichenbach et al., 2001).

Evidentemente, pequenos detalhes poderdo ser cerdifal na tentativa de se
estabelecer a biotecnologia da criopreservacaonebni@s de peixes. Enquanto as técnicas
para criopreservacdo de embrides de mamiferos @esentado resultados consistentes,
ainda existem problemas técnicos na congelaca@uonga materno e de embrido em peixes

(Ahammad et al., 1998).
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2.6) Resfriamento e criopreservacdo em espécies-antericanas

Pesquisas relacionadas a resfriamento e criopegs\de embrides desenvolvidas no
Brasil séo recentes (Streit Jr. et al., 2007). Afgestudos estéo relacionados ao conhecimento
do potencial toxico dos crioprotetores nas espétigivas (Streit Jr., 2005). Por exemplo,
Ninhaus-Silveira (2004) obtiveram 0% de taxa deosi de embrides de curimbata
(Prochilodus lineatus ap0s té-los submetidos aos crioprotetores etikempropileno glicol
monometil éter, metanol, DMSO e propileno glicotahte 1, 5 e 15 minutos e, em seguida,
congelados por 24 horas em nitrogénio liquido, pektodo lento de congelacdo. Com
embrides de piracanjubaBriycon orbygnianus Silva et al. (2006) constaram que a
concentragcdo de 2,0 molar de DMSO durante dez oemdo é toxica, diferente das outras
concentracdes testadas de 4,0, 6,0 e 8,0 molartelites com crioprotetor realizado por Streit
Jr. (2005) observaram toxidez maior quando utéimap DMSO em relacéo ao glicerol.

O protocolo de resfriamento para as espécies sasibamericanas foi sugerido por
Streit Jr. et al. (2007) com embrides de pdeurfesopotamicliisem que foram testados
diferentes combina¢cdes de crioprotetores intraaedal combinados com extracelulares no
resfriamento dos embrides a -8°C, estocados per lsmias. Os autores recomendaram a
utilizacdo de 17,1% de sacarose + 9% de metanob cwtucdo a ser utilizada para este
protocolo de resfriamento de embrides Rlemesopotamicuslrabalhando com diferentes
solucbes crioprotetoras em embrides de cascudo fRétinelepis aspeda Fornari et al.
(2008), verificaram mais de 50% de eclosdo de $aMads resfriamento por seis horas,
utilizando metanol e sacarose como crioprotetores.

Experimento de criopreservacdo de embrides Bomesopotamicu®i realizado por
Neves (2008), submetendo embrides em diferentisrtesntos a uma curva de congelacdo de

1°C/minuto, estabilizando a curva em -33°C e armad® em nitrogénio liquido. Todavia,



17

este protocolo resultou em 100% de embrides cofrias, ndo sendo recomendado para
espécie estudada. Ninhaus-Silveira et al. (2008fari@m dois métodos de congelacdo e
verificaram alteracdes morfolégicas graves, inviando os embrides d@. lineatus
submetidos aos tratamentos. Esses autores sugevas @studos para o desenvolvimento da
técnica de criopreservacdo de embrides de peixes.

Tendo em vista o aperfeicoamento do processo dedegio artificial em peixes e a
grande importancia da biotecnologia de congelag@&sféamento de embrides, este trabalho
foi realizado com o objetivo principal prolongartempo de estocagem dos embrides pelo
resfriamento e desenvolver um protocolo de congelagie permita armazenar embrides de

peixes por tempo indeterminado.
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[I. OBJETIVOS GERAIS

a) Avaliar a sensibilidade de embrides Ple mesopotamicusstocados a baixa
temperatura em diferentes periodos, com solucaemda crioprotetor intracelular (metanol)
associado a diferentes concentracdes de crioprogetivacelular (sacarose). b) Testar a
criopreservacdo de embrides @ mesopotamicugpelo método de congelacdo lenta,
submetidos a diferentes concentracoes de sacasseeialo ao metanol, a fim de se

estabelecer um protocolo de congelacdo e avaéapgfsobre os embrides.
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Embrides de pacu resfriados com sacarose associatametanol em
diferentes tempos de estocagem

Resumo -0 trabalho foi realizado com objetivo de avaliari@bilidade dos embrides d&
mesopotamicusubmetidos a diferentes tempos de estocagem a t88Gndo solucdes
crioprotetoras com diferentes concentracdes desseassociadas a metanol. Os tratamentos
consistiram de 8,5%, 17,0%, 25,5% e 34,0% de sseassociadas a 9% de metanol, mais
um controle. Em cada concentracdo os embrides fakaimdos 6h, 12h, 24h e 48 horas de
resfriamento, totalizando 20 tratamentos. No peride seis horas de resfriamento nao
ocorreu diferenca significativa entre as concedegagde 17, 25,5 e 34 % de sacarose. No
tempo de estocagem de 12 horas, verificou-se megraentagem de eclosdo em todos os
tratamentos, quando comparado ao periodo de seis. @ tempo de 24 horas de estocagem
a -8°C possibilitou a sobrevivéncia de embrideapao tratamento com 8,5% de sacarose
associada com 9% de metanol. Em 48 horas de estocago se observou eclosdo. Os
resultados do presente estudo sugerem a utilizdedl’%, 25,5% ou 34% de sacarose em
solucéo crioprotetora associados a 9% de metamal graazenamento de embridesRle
mesopotamicupor 6 horas a -8°C. Para 12 horas sugere-se &,B%0u 25,5% de sacarose
na solugédo crioprotetora associados a 9% de met@uzindo o tempo de estocagem se
prolonga para 24 horas, a viabilidade dos embigoegé permitida com a utilizacdo de 8,5%
de sacarose associada a 9% de metanol.

Termos para indexacéao: incubacéo, preservdtanesopotamicupeixes neotropicais,
reproducao.

Pacu embryos freezing with sucrose associated withethanol in different
storage times

Abstract - The work was carried out with objectieé evaluating the viability ofP.
mesopotamicus embryssibmitted at different storage times at -8°C,irigstryprotectants
solutions with different sucrose concentrationsoeisded to methanol. The treatments
consisted of 8.5%, 17.0%, 25.5% and 34.0% of secessociated to 9% of methanol, one
more control. In each concentration the embryosvesaluated at 6, 12, 24 and 48 hours of
cooling, totaling 20 treatments. In the period of Bours of cooling it was not observed
significant difference among the concentrationd@D%, 25.5% and 34% of sucrose. For the
storage time of 12 hours, it was observed a lovaéching percentage in all treatments, when
compared to the period of six hours. The storage ©f 24 hours at -8°C made possible the
survival of embryos just for treatment with 8.5%soicrose associated with 9% of methanol.
In 48 hours of storage it was not observed embhgabshing. The results of the present study
suggest the use of 17%, 25.5% or 34% of sucroseyoprotectant solution associated to 9%
of methanol embryos storage Bf mesopotamicuor 6 hours at -8°C. For 12 hours it is
suggested 8.5%, 17.0% or 25.5% of sucrose in f@pootectant solution associated to 9% of
methanol. When the storage is prolonged for 24 $)aime viability of the embryos is only
allowed with the use of 8.5% of sucrose associté&do of methanol.

Index terms: incubation, fish, preservati® mesopotamicuseproduction.

Introducéo
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A criopreservacao de embrido com eficiéncia airitaé possivel de ser realizada em
peixes. No entanto, a técnica de resfriamento jgmé realidade. Estudos conduzidos por
Streit Jr. et al. (2007) mostraram ser possivelaaemar embrides de. mesopotamicua
baixas temperaturas, sem perdas significativaaxeade ecloséo.

Essa biotecnologia permite inUmeras aplicacbescpgittais como: transporte de
embrides obtidos em locais remotos (Ahammad eR@03); otimizacdo de incubadoras em
laboratorios de reproducao (Streit Jr. et al., 20Preservacdo de espécies ameacadas de
extingdo; transporte a longa distancia (evitandandes volumes de agua e cilindro de
oxigénio); prevencao na transmissdo de patégen@snola como ferramenta em programas
de melhoramento genético.

No Brasil, o desenvolvimento da piscicultura e prgacdes ambientais sdo temas
recorrentes. Em funcdo de construcdes de barrgupasgeracdo de energia por meio de
hidroelétricas, das polui¢cées urbanas e agricalés) da pesca predatoéria, algumas espécies
de peixes tém sofrido drastica reducao dos estamptesais (Agostinho et al., 2005). Dentre
as principais espécies sul-americanas o pacmgsopotamiclyispeixe apreciado no interior
do Brasil, principalmente, pelo seu valor organtiéép vém se destacando na piscicultura
brasileira (Urbinati & Goncalves, 2005). Soma-sestas qualidades a sua procura para a
pesca esportiva e extrativa (Lima et al., 1991). éswanto, sua captura em alguns rios
Brasileiros como Paranapanema ja passou a ser imsdBritto et al., 2003)

A técnica de resfriamento consiste em submeterlyi@ma uma solucéo crioprotetora
e manté-los estocados por um determinado periodendeo em baixas temperaturas. Para
submeter o embrido a temperatura negativa é neigessautilizacdo de crioprotetores
(Harvey, 1983), com o objetivo de evitar a formadaccristais de gelo intracelulares (Leibo,
2000). Esta solucéo pode ser composta pela asdoaagum crioprotetor de acéo intracelular

com outro extracelular (Holt, 2000). Entre os craiptores intracelulares, o metanol vem
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apresentando bons resultados para espécies neatspgprincipalmente, pela sua grande

eficiéncia na desidratacéo, evitando injurias digras processos de resfriamento (Streit Jr. et
al., 2007). Contudo seu efeito pode ser otimizadndo associado a um crioprotetor de acao
extracelular como a sacarose. Para Denniston €Q00), esse agUcar provoca aumento da
concentracdo extracelular do soluto, provocandechadmento das células embrionarias para
agua extracelular.

Alguns trabalhos destacam o uso da sacarose adscaiametanol para submeter
embrides de peixes a baixas temperaturas. Deacord Streit Jr. et al. (2007) o tempo de
estocagem foi de seis horas a temperatura de u8ficando sacarose e metanol, obtendo alta
taxa de eclos&o. Outro trabalho com resfriamentoefizado por Ahammad et al. (1998)
com trés espécies de carpabgo rohita, Catla catla e Cirrhinus mrigglaque constataram
alta taxa de sobrevivéncia de embrifes quandoaisa -4°C utilizando metanol e sacarose

Deste modo, o trabalho foi realizado com o objetilo avaliar a viabilidade dos
embrides deP. mesopotamicusubmetidos a diferentes periodos de estocagenf@ -8
testando solucbes crioprotetoras com diferenteserracbes de sacarose associadas ao
metanol, a fim de determinar a melhor concentragécrioprotetor extracelular.

Material e métodos
Local

O experimento foi conduzido na estacdo de aquieultla “Duke Energy” Brasil,
Salto Grande, SP, no periodo reprodutivo de 20082(Qelos grupos de pesquisa
PeixeGen/UEM é&quamUFRGS.

Reproducao dos animais e obtencao dos embrides
Os animais para os animais fornecedores dos emsbioiam selecionados dentre um
lote de 400 reprodutores. Para a escolha, as seguaracteristicas externas foram avaliadas,

de acordo com Woynarovich & Horvath (1983) parax@gineotropicais: abdome abaulado,
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macio e papila urogenital saliente e avermelhadaf@érmeas; e nos machos, pela fluidez do
sémen obtido por massagem abdominal suave.

Para obtencdo dos gametas, os reprodutores fodaumidos com extrato de hipofise de
carpa, que nas fémeas foi aplicado uma dosagem5den@/Kg, em duas vezes (10% na
primeira aplicacdo e o restante na segunda), ctarvalo de 12 horas entre as injecdes, e nos
machos 2,5 mg/Kg em dose Unica, coincidindo comegursda dose das fémeas. A
temperatura foi aferida a cada hora ap6s a Ultimjexdo para determinacdo da hora-grau.
Para esta regido em pacu, estd em torno de 24€-tyara.

Apbs a obtencado dos gametas promoveu-se a fegéitiza os ovos foram colocados em
incubadoras de sete litros, permanecendo até aaseltos embribes. Para a selecdo dos
embrides verificou-se o fechamento do blastopow® qcorreu com oito horas apds a
fecundacéo, em temperatura com media de 27,4+0R8. tanto selecionou-se os embrides
viaveis em estadio de epibolia (fechamento do d@yasb) (Figura 1-A), excluindo ovos
gorados (Figura 1-B). A selecéo foi feita com aoxfle pipeta de transferéncia (pasteur).
Feita a selecao, os embrides foram separados qoo&é com 100, para serem submetidos
aos tratamentos de resfriamento. Ao término doraxgato avalio-se a viabilidade das larvas

“taxa de eclosao” (Figura 1-C).

A
e cavia P T
Figura 1: A- Estadio 75% de epibolia (fechamentdbstéporo); B- Ovo gorado; C- Larva
viva. Imagens obtidas através de um esteriomicioc(®X) com auxilio de uma camera
digital 7,2 mega pixels.

B

%

Experimento de resfriamento
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Os tratamentos consistiram de quatro diferentesiiigde inclusédo de sacarose em
solucbes contendo 9% de metanol e mais um contreheglo como base o protocolo de
resfriamento sugerido por Streit Jr. (2007). Naatreento cinco, foi utilizado apenas agua
(Tabela 1). Todas as solu¢gbes e mais o tratamamio csioprotetor foram submetidos a
estocagem de 6h, 12h, 24h e 48 horas, em ambientietamperatura controlada de -8°C,
utilizando para isso um refrigerador vertical. Foraealizadas repeticbes durante quatro
semanas. Os tratamentos foram refeitos em trélindp ser na primeira semana que foi em
duplicata, totalizando 11 observacdes. Cada obs&ov@epeticdo) consistiu de um tudo de
vidro com 6 mL de solucdo contendo 100 embribese ési considerado a unidade
experimental. Ao final do experimento, 22.000 eiddsi foram submetidos ao resfriamento,
divididos em seus respectivos tratamentos.

Tabela 1. Composicao das solugbes crioprotetoras usadassiriameento de embrides de
pacu P. mesopotamicds| -8°C em quatro tempos de estocagem.

) CRIOPROTETORES (%) ,
Tratamento SAC K SAC P MET (mL)® Agua (mL)
1 0,25 8,50 9,00 82,50
2% 0,50 17,00 9,00 73,90
3 0,75 25,50 9,00 65,35
4 1,00 34,00 9,00 56,80
5 0,00 0,00 0,00 100,00

*Sacarose em molaridadeacarose em porcentagemetanol em porcentagem. * Protocolo
de resfriamento sugerido por Streit Jr. et al. 200

A cada selecdo de embrides viaveis uma aliquotaetama quantia que foi utilizada
nos tratamentos (100 embrides) foi alocada diretéeneara as incubadoras sem sofrer
resfriamento ou acdo de crioprotetores, para oasaéovde taxa de eclosdo e verificar a
viabilidade dos embrides selecionados, sem acatratasnentos.

As diferentes concentracdes de sacarose no presgrgemento sdo representadas na
forma de porcentagem e molaridade, para efeito acmipgo com outros trabalhos e

apresentacdo em graficos e tabelas no decorreisdasdao. As conversdes das unidades de
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porcentagem em molaridade seguiram-se segunddarevaeterminados nas especificacdes
do fabricante no rotulo do frasco (sacarose, magigtrada: Nuclear).

Adotou-se 0 método de resfriamento lento dos erabyifugerido por Ahammad et al.
(2003) para embrides d&yprinus carpio Os embrides em seus respectivos tratamentosja no
tubos de vidro “vacutainer” vedados, foram colocad@omn agua previamente resfriada a
temperatura de 15°C durante 10 min. Em seguid&s eésram transferidos para outro
recipiente a 5°C durante 10 minutos e posteriorenentocados no refrigerador a -8°C e
mantidos nos respectivos tratamentos, durantenggo® de 6h, 12h, 24h e 48 horas. Apos o
periodo de estocagem proposto os embrides forarades do refrigerador e transferidos
para incubadoras de trés litros.

Nas respectivas incubadoras os embrides foram desntentro dos tubos de vidro
sem abrir, durante dois minutos, para ai sim foliberados nas incubadoras, até a eclosao
das larvas. Quando verificou-se a eclosdo dasdaetaou-se e foram contados junto com
ovos gorados para determinar a exata taxa de eclosa
Taxa de fertilizacédo e taxa de eclosao
A maneira de calcular as taxas de fertilizacdo ecltzsdo esta descritas a seguir:

Taxa de fertilizacdoapds o fechamento do blastoporo (6 horas apésundacéo),
contaram-se as trés amostras de cada incubad@alp@ncado de uma média dos embrides
viaveis e dos ovos gorados.

Taxa de eclosdoguando verificou-se a eclosédo das larvas, estasnf retiradas da
incubadora e transferidas para placas de petor,auxilio de um estereomicroscopio essas
foram contadas e determinou-se a taxa de ecloséo.

Analise estatistica
O delineamento experimental utilizado foi inteiram@ecasualizado, em um arranjo

fatorial de 5 x 4 x 11, sendo cinco solu¢cbes catgipras submetidas a quatro diferentes
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tempos de estocagem com 11 repeticdes. Cada unedgagimental foi formada de 100
embrides.
Os dados foram submetidos a andlise de varianocégressao pelo “PROC GLM”,

ambos do pacote estatistico SAS (SAS Institutey, C#A).

Resultados e Discusséo

A média da taxa de fecundacédo dos embrides dedworesP. mesopotamicudo
presente estudo foi de 88,60+8,2, conferindo uregaela taxa de fecundacdo que de acordo
com afirmacdo de Lahnsteiner (2008) esse parametilete na resisténcia a baixas
temperaturas. Para os embrides selecionados veemisesfriamento a taxa de ecloséao foi de
93,40 + 2,14% esse resultado podendo servir cormpativo na avaliacdo da eficiéncia do
crioprotetor.

N&o houve diferenca estatistica (p< 0,0001) quavaddiou-se a taxa de eclosdo entre
os tratamentos com 17,0, 25,5, e 34% de sacarosamPo tratamento com 8,5% de sacarose
nao apresentou a mesma eficiéncia, com taxa de&ecloferior aos demais tratamentos (P<
0,0001). No entanto, quando se compara ao tratameam crioprotetor todos se
apresentaram com melhor indice (Tabela 2).

A eficiéncia em manter vivos os embrides Ee mesopotamicusubmetidos ao
resfriamento, quando da utilizacdo do metanol @asdo@ sacarose, foi evidente no presente
estudo. Confirma-se pelo fato de, ndo ocorrer dede@mento embrionério quando néo foi
utilizado crioprotetor em que 100% dos embrides eélodiram ao serem submetidos ao
resfriamento por seis horas de estocagem (Tabel@w)o fato que torna evidente o efeito
benéfico do crioprotetor € a taxa de eclosdo dobriées selecionados viaveis (sem
resfriamento) que foi de 93,40 + 2,14%, nota-seupeg diferenca em comparacao aos

resultados dos tratamentos que se utilizou solagéprotetora e sofreram resfriamento.
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O resultado da viabilidade dos embrides a baixapaeaturas no presente estudo é
atribuido a utilizacao das solucdes crioprotetohascaracteristicas do metanol, que apresenta
eficiéncia na desidratacdo das células vém serstidtEes em muitos trabalhos, demonstrando
ser um eficiente crioprotetor com acao intracelyara criopreservacdo de embrides de
peixes (Hagedorn et al.,, 1997; Dinnyés et al., 1998 mmad et al., 1998; Streit Jr.et al
2007). Zhang & Rawson (1995) utilizaram metanol, 8 propano-1,2 diol no resfriamento
de embrides dBrachydanio rerioe mostraram que o metanol foi o de melhor eficé&&rm
todas as temperaturas testadas (0, -5°, -10° €);X&%0 explicado pela sua baixa toxidade e
boa permeabilidade de membrana (Cabrita et al§)200

A eficiéencia do metanol é ainda potencializada goaassociado a um crioprotetor
extracelular (Denniston et al., 2000), que no presestudo foi a sacarose. Essa eficacia e
explicada, em funcéo de suas propriedades estisutlr@ acordo com Woelders (1997), essa
afirmativa esta relacionada a contribuicdo desseasigna estabilidade da membrana celular,
principalmente quando se refere a deformacdo mexgmmovocada por efluxo de agua e o
influxo de crioprotetor intracelular. Além dissoplH(2000) relatou que acucares apresentam
forte influéncia na manutencdo da pressdo osmotcgue também foi verificado por
Lehnsteiner (2008) que ao associar 40% de sacaros® solucdo com 40% de crioprotetor
intracelular promoveu inicialmente uma forte desigitdo no embrido, porém, apds um
prolongado tempo de incubagédo ocorreram alteragbegmbrido, destacando o uso de
sacarose na auto-regulacédo da osmolaridade.

A acao benéfica da associa¢cdo do metanol a sacawassfriamento de embrifes de
peixes também foi verificado em estudos realizasloqutros autores. Com embrides Rle
mesopotamicusStreit Jr. et al. (2007) verificaram taxa de e@tosle 69,2, quando os
embrides foram resfriados a -8°C em solucdo criefora contendo 17% de sacarose

associado a 9% de metanol durante seis horas. Qas@spécies, 0 metanol associado com
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sacarose 0,1M mostrou ser a melhor solucdo paoprotecdo de embrides de zebrafish
(Brachidanio rerig, quando expostos as baixas temperaturas (Zhariga&son, 1995).
Ahammad et al. (1998) encontraram alta taxa deesolimcia de embrides de trés espécies
de carpal(abeo rohita, Catla catla e Cirrhinus mrigglguando estocados em temperaturas
de 4 ° C, apds serem submetidos a solucao crigaprateom metanol (1, 2 e 3M), associados
a sacarose (0,5M). Esses autores concluiram qdie&@oale sacarose no metanol (1 e 2M) foi
essencial para a sobrevivéncia dos embrideCidéninus mrigala e atribuiram efeitos
genéticos aos resultados do experimento.

No entanto, quando o tempo de estocagem foi elepad 12 horas os tratamentos
nao responderam com a mesma eficiéncia. Contuthxas de eclosao das larvas podem ser
consideraveis (Tabela 3). O que confere o efeiteetieo dos crioprotetores a sobrevivéncia
dos embrides estocados também por 12 horas, éssadanfirmado por ndo ocorrer eclosao
na solucédo sem crioprotetor resfriado durante amogseriodo, 100% dos ovos goraram.

Observou-se maior percentagem de ovos gorados @as @s solucdes testadas na
estocagem de 12 horas quando comparado pelo teengstacagem de seis horas. A solucao
com 34% de sacarose na estocagem de 12 horashawvidemaior concentracdo de sacarose
resultou o pior indice da taxa de ecloséo, diferisgnificativamente quando comparado as
demais solucgdes testadas (p< 0,0001) (Tabela 3).

Os embriGes permaneceram imersos nas solucdesotetmpas durante o tempo de
estocagem e, provavelmente, tenha ocorrido o efeittinuo da acao dos crioprotetores, em
funcdo do evento osmatico relacionado ao temposttcagem. Isso pode ter influenciado
nos resultados. O efeito osmético significativorexk® pela sacarose provoca uma protecdo a
desidratacdo demasiada na pré-congelacao (Zhangn&dh 1995), reduzindo a toxidez dos
crioprotetores intracelulares (Ahammad et al., 200®rém, os mesmos autores relataram

que altas concentracdes de sacarose podem promalbeeacOes estruturais nos embrides.
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Portanto, as maiores concentracdes utilizadascipalmente, quando se utilizou 34% de
sacarose e verificou-se 69,26% dos ovos inviaeersgjrmam essa hipotese (Tabela 3).

O tempo de estocagem de 24 horas permitiu a seBrexa de larvas apenas no
tratamento com menor concentracdo de sacarose)(8g@fitaxa de eclosédo de 26,04%, nos
demais tratamentos (17,0, 25,5 e 34% de sacar@sejon observado eclosdo, nem mesmo
desenvolvimento embrionario (Tabela 4). Por ousidolquando o periodo de estocagem se
prolongou para 48 horas ndo foi observada nenhuct@s@ em nenhum tratamento,
resultando em 100% dos ovos gorados.

Muito embora os resultados do tratamento com 8,6%¥adarose tenham possibilitado
a eclosdo de apenas 26,4% de larvas, quando osbemlioram estocados por 24 horas
(Tabela. 4), este protocolo possibilita a suaasgao no salvamento de espécies quando
ameacadas por desastre ecoldgico como o vazamenatgdm agente tOxico nos rios ou
mares, como derramamento de petroleo. Neste enf@qaplicacdo da técnica pode ser
vantajosa mesmo que apresenta baixa viabilidadesidgrando que milhdes ou bilhdes de
embrides estariam correndo risco de sofrer a caf@stComo o simples protocolo de
resfriamento poderiam ser capturados de locaistetransportados de uma distancia que
perdure até 24 horas até laboratorio equipadongad® assim a sobrevivéncia da espécie e
manutencao de seus gens.

O fato dos embrides terem apresentado menor nesistuando expostos a periodos
mais prolongados, pode estar relacionado a expsai¢iixa temperatura, o que evidencia a
sensibilidade do embrido d& mesopotamicuguando estocados por longo periodo. Outro
fator que pode estar relacionado sdo as concemftadé sacarose nas solucbes, que
provavelmente estaria diminuindo a disponibilidadie oxigénio para metabolismo do
embrido em funcdo do aumento da quantidade do osohats diferentes solugdes

crioprotetoras. Segundo Zhang et al. (2003), otcefda falta de oxigénio pode levar a
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diminuicdo da fosforilacdo oxidativa nos embridesendo essa reagdo bioquimica
fundamental para sua sobrevivéncia. O fato da memmrcentracdo de sacarose ter
possibilitado ecloséo das larvas mesmo quando bsi@s foram estocados durante 24 horas
(Tabela 4), reforca essa hipotese. Segundo Guah ¢008), a atividade mitocondrial nos
ovos de peixes decresceram 42,6% e 98,3% em podecATP, quando estocados a baixas
temperatura durante 30 minutos e duas horas réspeente. Verificaram ainda que essa
reducdo de ATP provocou a ruptura de microfilamgnsendo estruturas vitais para a
sobrevivéncia do embrido. De acordo com Ahammaal.ef2003), altas concentracdes de
sacarose, quando associadas ao metanol, podemcarawgptura do vitelo resultando em
mortalidade. Podendo ser esta uma das explicagas qpfraco desempenho, quando se
utilizou concentracdes maiores que 0,5M (17%) dearsse em todos os tempos de
estocagem quando comparado ao melhor tratamergaréFz).
Concluséo

Embrides deP. mesopotamicupodem ser preservados até 24 horas com taxa de
eclosdo de 26,04%, utilizando um protocolo de i@sinto contendo 8,5% de sacarose e 9%
de metanol.

O uso de crioprotetores é fundamental para sol#egia de embrides de.
mesopotamicygjuando armazenados a -8°C.

Quando o tempo de estocagem for de seis horasess@attilizar 17,0%, 25,5% ou
34% de sacarose associado a 9% de metanol, poeémtesnpo requerido for de 12 horas
sugere-se utilizar 8,5%, 17,0% ou 25,5% de sacassaciado a 9% de metanol em solucdes

crioprotetoras.
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Tabelas

Tabela 2 Viabilidade de larvas de. mesopotamicu&b) apos seis horas de resfriamento a -
8°C utilizando diferentes crioprotetores.
Concentracao de

. Ovos gorados Taxa de ecloséo
sac* (%)
T18,5 (0,25 M) 25,91+ 2,96 74,08+ 2,96
T217 (0,50 M) 14,99+ 2,14 85,00+ 2,14
T3 25,5 (0,75 M) 19,88+ 2,14 80,58+ 2,14
T434 (1,00 M) 19,08°+ 2,27 80,9F° + 2,27
T5 100% Agua 100 0,00
P <0,0001 <0,0001
CV % 43,39 8,46

Valores apresentados s&o médias + erro padracartsa®°Médias sem letras em comum
na coluna diferem entre si pelo teste de tukepa%o,

Tabela 03 Viabilidade de larvas de. mesopotamicu@o) apos 12 horas de resfriamento a -
8°C utilizando diferentes crioprotetores.
Concentracao de

" Gorados Taxa de eclosao
sac* (%)
T18,5 (0,25M) 40,65+ 4,01 59,3% 4,01
T217 (0,50M) 35,98+ 3,47 64,01+ 3,47
T3 25,5 (0,75M) 48,46+ 3,62 51,53+ 3,62
T4 34 (1,00M) 69,26 + 3,47 30,7F + 3,47
T5 100% agua 100° 0
P <0,0001 <0,0001
CV % 25,83 15,89

*sacarose®**Médias sem letras em comum na coluna diferem snfpelo teste de tukey a
0,05%

Tabela 04 Viabilidade de larvas dB. mesopotamicuo) apds 24 horas de resfriamento
utilizando diferentes crioprotetores.
Concentragéo de

" Gorados Taxa de ecloséo
sac* (M)
T18,5 (0,25M) 73,95+ 3,48 26,03 + 3,48
T217 (0,50M) 100 0
T3 25,5 (0,75M) 100 0
T4 34 (1,00M) 100 0
T5 100% agua 100° 0
P <0,0001 <0,0001
CV % 27,00 16,46

*sacarose, **Controle positivo sem observado no im0, sem criopreservacao.
abc\Meédias sem letras em comum na coluna diferem shprelo teste de tukey a 0,05%
! dados excluidos da analise estatistica
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Figura 2. Médias de eclodibilidade de larvaPdenesopotamicusubmetidos ao refriamento
a -8°C em diferentes tempos de estocagem, com &olagoprotetora 9% de metanol
associado a diferentes concentracdes de sacatasa.tle eclosao controle, sem resfriameno
e sem crioprotetor.
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Criopreservacao de embrides de pacutilizando diferentes concentracdes de
sacarose

Resumo- O estudo foi realizado com objetivo deiavdiferentes concentragdes de sacarose
associadas ao metanol como solucdes crioprotefmes desenvolver um protocolo de
congelacdo de embrides & mesopotamicud-oram utilizados 225 embrides vidveis em
estadio de pos-gastrula, divididos em cinco tratdosee trés repeticbes. Os tratamentos
utilizados foram solugbes com 0,25%, 0,50%, 0,75%08 M de sacarose associadas a 9%
de metanol e mais um controle (somente agua).ded@raeter a queda de temperatura gradual
utilizou-se um aparelho de resfriamento “BIOCOMhteurva de congelagcdo programavel
de 0,5°C/min, armazenados em nitrogénio liquidondaaa temperatura atingiu -33°C. Os
embrides foram descongelados para se avaliar pissia taxa de eclosdo. Para todos os
tratamentos foram coletadas amostras para anatigsgetromicrografia de varredura. Através
da eletromicrografia de varredura pode se obsealgumas alteracdes morfoldgicas,
principalmente nos tratamentos com maior concefrade sacarose. Os protocolos de
congelacdo testados ndo evitaram a formacgdo dwisride gelo, consequentemente as
deformacdes embrionarias, inviabilizando os embrdiP. mesopotamicus.

Termos de indexacao: crioprotetor@smesopotamicuseproducéo

Cryopreservation of pacu embryos through the convgional freezing technique
using different sucrose concentrations

Abstract — The study was carried out with objective evaluating different sucrose
concentrations associated to the methanol as ategiants solutions to develop a freezing
protocol for embryos oP. mesopotamicusA total of 225 viable embryos at post-gastrula
stage were used, divided in five treatments anektheplicacations. The used treatments were
solutions with 0.25, 0.50, 0.75 and 1.00 M of saerassociated to 9% of methanol and one
more control (only water). To submit to the fall gfadual temperature a cooling equipment
named "BIOCOM" was used with curve of programmdbéezing of 0.5°C/min, stored in
liquid nitrogen when the temperature reached -33%& embryos were thawed to evaluate
the possible of hatching tax. For all treatmentafgas were collected for scanning electron
microscopy analyzes. Through the scanning eleatna@roscopy analyzes it is possible to
observed some morphologic alterations, mainly ie theatments with larger sucrose
concentration. The freezing protocols tested diéwdid the formation of ice crystals,
consequently to the embryonic deformations, makimdeasible theP. mesopotamicus
embryos.

index terms: cryoprotectoP,. mesopotamicuseproduction

Introducao
Enquanto as técnicas de criopreservacdo de emhi@&ewvamiferos tém apresentado
resultados consistentes, ainda existem muitos gmuds técnicos na congelagdo de embrido
de peixes (Ahammad et al., 1998). As grandes lbasr@ia criopreservacao de embrides de

peixes podem ser atribuidas a baixa permeabilid@demembranas embrionarias, grande
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tamanho total resultando em uma baixa relacéo Bcieévolume; tamanho das células e a
sensibilidade dos ovos a baixa temperatura (Hagestal., 1997; Zhang & Rawson, 1998).

O sucesso ha criopreservacao de embrides de pmoxlesia abrir novas perspectivas no
cultivo e no manejo de espécies ameacadas de @&xtiogntribuir na preservacao de especies
raras (Wildt, 1993); fornecer embrides de algunspeeies em determinadas esta¢des do ano,
principalmente, as espécies que ndo desovam matntd; além da manutencéo de estoques
com grande diversidade de genes (Janik et al.,)2000

A biotécnica de congelacdo consiste em manter oridankem estado quiescente,
tornando possivel a conservacdo em nitrogéniodagyior tempo indeterminado (Neves,
2008). Varios métodos de congelacdo de embridemdmse baseiam em uma curva de
congelacdo padrdo desenvolvido por Willadsen et (B76, 1978). Esses trabalhos
correlacionam a queda de temperatura em funcaendpad, obtido com velocidade de, 3°C a
1°C/minuto, e a inducao a cristalizacédo da soluci@protetora “seeding” na temperatura de -
7°C com prosseguimento da queda de temperatura 88C a -35°C e, em seguida,
armazenado em nitrogénio liquido.

Em peixes, alguns experimentos com congelacdo foemtizados com o objetivo de
avaliar morfologicamente as injurias causadas ntatiga de se estabelecer um protocolo,
mas, ndo obtiveram viabilidade dos embribes estgdgiinhaus-Silveira, 2008; Neves,
2008).

Para submeter embrides a baixas temperaturas sbémdiavel o uso de crioprotetores
(Harvey 1983). Os crioprotetores sao classificadesacordo com sua ac¢ao, sendo o0s
intracelulares: metanol, etilenoglicol e DMSO (Reicbach et al., 2001). Os crioprotetores
extracelulares mais utilizados sdo: sacarose,gglieotrealose (Niemann, 1991; Denniston et

al., 2000). Ao testar varias combinacgdes de criepoces Streit Jr. et al. (2007) sugeriram um
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protocolo de resfriamento paPa mesopotamicusitilizando 17% sacarose associado a 9% de
metanol.

Das espécies sul-americanas cultivadas no Bra$ll emesopotamicusaracteriza-se
como uma das principais devido as excelentes eafsiitas zootécnicas apropriadas para o
cultivo, mostrando grande aceitacdo na piscicultaramercado consumidor brasileiro
Observando as qualidades Fomesopotamicyugm meados dos anos setenta, pesquisadores
comecaram a trabalhar com esta espécie a fim dandmser um pacote tecnoldgico para o
cultivo deste peixe (Urbinati & Goncgalves, 2005ksDe entdo, diversos trabalhos foram e
vém sendo desenvolvidos a fim de viabilizar a swalycdo em larga escala (Castagnolli &
Zuim, 1985; Lima et al., 1991; Silva et al., 1997).

O presente experimento foi realizado com objetiedestar solucdes crioprotetoras com
diferentes concentracfes de sacarose associadaet@moia fim de se estabelecer um

protocolo de congelacéo para embride® demesopotamicuss efeitos sobre o embrido.

Material e métodos

Local

O experimento foi conduzido na estacdo de aquiaultda “Duke Energy - geracédo
Paranapanema, Salto Grande, SP, durante o pegpdmutivo 2007/2008, juntamente com
0 grupo de pesquisa PeixeGen/UEMqamMUFRGS.
Animais

Os animais para reproducao foram selecionadosedentrote de 400 reprodutores. Para
a escolha dos animais a serem submetidos a desovaeiros foram drenados a um nivel de
50% do seu volume total e os animais capturadesésrde rede apropriada. Esses animais

foram selecionados ainda na rede para facilitéassificacao.
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Para selecéo, foi avaliado o grau de maturacag@esdas determinado pelas seguintes
caracteristicas externas, conforme descrito por nNAimyich & Horvath (1983): abdome
abaulado e macio, papila urogenital saliente enaerada, na fémea; e fluidez de sémen
obtido por massagem abdominal suave nos machosoiDeate selecionados foram
transferidos para o laboratério e mantidos em agsidle 1000 litros com renovacao
constante de agua.

Para desova utilizou-se extrato hipofisario camgpae nas fémeas, foi aplicado uma
dosagem de 5,5 mg/Kg, em duas vezes, (10% na pairaglicacao e o restante na segunda),
com intervalo de 12 horas entre as injecoes. Nahosa foram administrados 2,5 mg/Kg, em
dose unica, coincidindo com a segunda dose dasametemperatura foi aferida a cada
hora, apds a ultima injecéo, para determinar a-g@a. Para esta regido, em pacu, esta em
torno de 240 horas-grau.

Uma hora antes do momento previsto para desovenasak foram observadas e quando
as mesmas apresentaram-se em movimentos de desolMaeracdo de alguns ovdcitos,
procedeu-se a extrusao.

Os gametas foram obtidos através do método corvaaiaile extrusdo e fecundacdo dos
gametas, executados, através de pressao no sendéfalo-caudal, em que os 6vulos foram
expelidos em um recipiente seco. Em seguida, o onmhcapturado e, semelhantemente a
fémea, através de leve pressdo no sentido ena&faltal, o sémen foi lancado diretamente
sobre os ovocitos e imediatamente misturados e gensizados. Em seguida, ativados com
um volume de 15% de agua. Posteriormente os ovamfeolocados em incubadoras, tipo
Israel de sete litros.

Para selecdo dos embrifes verificou-se o fechanwmtblastoporo, que ocorreu por
volta de seis horas apos a fecundacdo, com tempenatédia de 27,4+0,2°C, tendo sido

selecionados os embrides viaveis, com estruturdedenvolvimento sem alteragfes, com o
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corion intacto e sem deformacdes (Figura 1). Acselalos embrides foi feita com auxilio de
pipeta de transferéncia (pasteur) e apos isso feggparados em aliquotas de 15 para serem
submetidos aos tratamentos.
Experimento de congelacéo

Depois de selecionados os 225 embrides viavemmfeubmetidos a solu¢cdes contendo
diferentes concentracfes de sacarose associadaetanol (Tabela 1). Para cada tratamento
foram utilizados 45 embrides, divididos em trésetges. Portanto, foram alocados 15
embrides em cada palhete de 0,5mL sendo trés palpata cada tratamento e submetidos a
curva de congelacdo através de um aparelho de legége Utilizou-se o aparelho de
congelacdo “Biocom” (Dominium K), com regulagem @aueda de temperatura. Para o
presente experimento utilizou-se uma queda de MBACNo momento em que estabilizou a
curva em -7°C efetuou-se o “seeding”; posteriormeat curva continuou diminuindo
0,5°C/min até atingir -33°C, permanecendo por mégitos em estabilizacdo, ato em que os
embrides foram transferidos para botijdo com néndg liquido, permanecendo por sete
meses.

Tabela 1.Composicao das solucdes crioprotetoras usadasngalegdo de embrides de pacu
(P. mesopotamiclis

) CRIOPROTETORES (%) ,
Tratamento SAC K SAC P MET (m)® Agua (ml)
1 0,25 8,50 9,00 82,50
2 0,50 17,00 9,00 73,90
3 0,75 25,50 9,00 65,35
4 1,00 34,00 9,00 56,80
5 0,00 00,00 0,00 100,00

*Sacarose em molaridadeacarose em porcentagemetanol em porcentagem.

Apés o periodo de armazenamento de sete meses lwgesnforam retirados do
nitrogénio liquido e descongelados. Para o destamgato utilizou-se o0 método procedido

em sémen de peixes, permanecendo por 15 segundesngaeratura de 45°C (Streit Jr. et al.,
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2006), com adicao de 10% de sacarose com intuitbnai@uir a pressdo osmatica provocada
na hidratacao.

ApoOs a descongelacdo foram colocados diretamentaneabadoras de 1,5 L para
completar seu desenvolvimento e verificar possieeigsoes. Amostras de cada repeticdo dos
tratamentos foram coletadas aleatoriamente e fixamha Glutaraldeido 2% com tampéao
fosfato 0,2M a fim de avaliar possiveis deformacésisuturais e injarias, com auxilio de
microscopia eletronica de varredura.

Microscopia eletronica de varredura (eletromicro§eade varredura)

As amostras fixadas foram lavadas em alcool comitintde desidratar para serem
submetidas ao ponto critico. Para desidrataca@ndzides foram submetidos a uma série
crescente de concentracdo de alcool de 30%, 50%% por 30 minutos para cada
concentracdo e 90% durante 15 min, repetindo p® umaa vez esta Ultima e, por final, mais
dois banhos de 15 min. com 100% de alcool (etanol).

Para secagem foi utilizado aparelho de Ponto Gr{BAL-TEC CDP 030, critical point
Dryer), com CQ liquido e gasoso. Em seguida, foram metalizadobasa metalica “Stubs”,
com ouro-paladio em aparelho Metalizador Desk itde vacunn.

O material foi examinado e eletromicrografado ermarascopio eletrénico de varredura
JEOL (JSM-5410) no setor de microscopia da UFR@G8pFAlegre-RS.

Para taxa de eclosao e taxa de fecundacédo procedeuseguinte forma de avaliagao:

Taxa de fecundacdo: apés o fechamento do blast¢peihoras apds a fecundagéo), no
momento da selecdo dos embribes viaveis, foi detada a taxa de fecundagéo, contando
embrides vidveis e ovos gorados, de trés porchesdas aleatoriamente nas incubadoras.

Taxa de eclosao controle: no momento da selecderdbsoes, trés repeticdes com 100

embrides foram transferidos diretamente para asbadoras, sem serem submetidas a
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crioprotetores e quando verificou-se a eclosadataas, estas foram contadas determinando-

se a taxa de eclosao controle.

Figura 1. Imagem de embrido &e mesopotamicusio estadio de pds-gastrulacdo, 95% de
epibolia (fechamento do blastoporo) (esteriomicpde640X).
Resultado e discusséo

A taxa de fecundacdo dos ovdcitos utilizados negire experimento se caracterizou
como boa fertilizacdo, sendo em média de 88,60+8R&%ualidade do ovo utilizado na
criopreservacdo é importante, estando relacionagsigténcia quando submetidos a baixas
temperaturas (Lahnsteiner, 2008). A taxa de eclas#urole (sem criopreservacado) no
presente experimento foi em média de 93,40 + Z\fr&vés do resultado da taxa de ecloséo
controle, pode-se comparar com os tratamentoshaiiatrcaso for maior ou menor, o efeito
dos mesmos. Apés a descongelacao dos embriéBs mhesopotamicuembora nao tenha
ocorrido eclosao, observou-se hidratacdo e boaooatdo em alguns embrides. No entanto,
apos algumas horas na incubadora verificou-se ®8k¥os gorados.

Foi observado também que no momento da descongelaitéla dentro dos palhetes,
alguns embrides apresentavam coloracdo esbranquica® segundo Zhang & Rawson
(1996), indica a formacao de cristais de gelo. Rpaguns embrides apresentavam-se com
coloragdo translicida no mesmo momento da desawgégel ainda no palhete e,
aparentemente, boa conformacdo. A formacdo deaisrigdle gelo antes mesmo da

descongelacdo, também foi ressaltado por Neves)200 embrides dB. mesopotamicus
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por Ninhaus-Silveira et al. (2008) em embridedPdéneatus em que nos dois experimentos
havia embrides de coloracao esbranquicada.

Foi observado, nos tratamentos com 8,50%, 17,00%5% de sacarose, embrides com
aspectos morfolégicos aparentemente inalteradosntamto apos a hidratacéo foi observado
embrides com presenca de coérion apenas no tratancent 17% de sacarose e 9% de
metanol.

Para melhor caracterizar provaveis deformacfes j@&idaa nos embrides dé.
mesopotamicyscausadas pela criopreservacédo, foram utilizadegyens feitas através de
eletromicrografia de varredura. O uso de estera@stopio e microscopia de luz sdo mais
comumente utilizados para caracterizacdo e avaliagérionaria, principalmente, em funcao
do alto custo das analises de eletromicrografiaasteedura. Trabalhos como de Galman &
Avtalion (1989) e de Shardo (1995) em estudos d@reochromis niloticuse Alosa
sapidissima respectivamente, utilizaram como ferramenta corfinalidade de detalhar
embrides destas espécies, a eletromicrografia dedeama. EmP. mesopotamicudNeves
(2008), destacou as principais injurias causadal mengelacdo com auxilio da
eletromicrografia de varredura. Ninhaus-Silveira at (2007) verificaram alteracoes
morfologicas em nivel estrutural de embridesPddineatusatravés da eletromicrografia de
varredura e transmissao.

No presente estudo quatro diferentes concentragi@essacarose foram testadas
associadas ao metanol, apesar de ndo ocorrer @ckrs®dstras de cada repeticdo, apds a
descongelacao, foram coletadas, de forma aleap@ia,ser observada através de imagens de
eletromicrografia de varredura.

Na Figura 2 (A, B e C), verifica-se imagens de etds deP. mesopotamicu®btidas
por eletromicrografia de varredura apds a congelae#n crioprotetor, utilizando-se apenas

agua e descongelagcédo. Nesse tratamento, obsersaragiulas do blastoderme danificadas
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nas trés imagens, vitelo totalmente desconfigue@atravasado, provavelmente, pela acao
do resfriamento e formacéo de cristais de gelos&laatamento ndo se observou presenca de
corion 0 que também configura provavel formacaccustais de gelo que, possivelmente,
tenha provocado o rompimento das membranas emhbdoma vitelina. Neves (2008)
verificou, em eletromicrografia de varredura, edési deP. mesopotamicusotalmente
destruidos e sem a presenca do corion, justificanfrmacao de cristais de gelo como o
causador das injurias.

Nos tratamentos que se utilizaram solucbes criefm@s observou-se injarias na
maioria dos embrides, porém com menor intensidadeakguns dos tratamentos, quando
comparado aos embrides sem crioprotetor. Na Figursdo imagens de embrides apds a
congelacéo e descongelacao, utilizando solucaprotetora com 8,5% de sacarose associado
a 9% de metanol. Verificaram-se embrides com iaguem todas as imagens, porém em sua
maioria a membrana vitelina ndo foi destruida. Ntamto, a blastoderme ndo suportou o
processo de congelacdo e o corion apresentou-sengorasporos totalmente danificados
(Figura 2 C), que se trata de uma microestrutisporesavel pela protecéo e troca de fluidos
entre o embrido e o meio externo (Rawson et abQREssas alteracdes no corion podem ter
sido causadas pelo fluxo/influxo abrupto da agudo ecrioprotetor. Essa acdo mecanica é
prevenida utilizando crioprotetores extracelulan, @special a sacarose (Woeldrs, 1997). A
fraca protecdo pode estar relacionada a baixa ntagéo de sacarose utilizada (8,5%), nao
evitando deformacao nos micrésporo.

Quando se utilizou 17% de sacarose associado ae9%tethnol a maioria dos embrides
apresentaram-se com conformacgdo e boa hidratagi@mbBervado também a presenca de
corion aparentemente ndo danificado e vitelo semmaeasamento. Entretanto, ndo se
observou eclosdo quando descongelados e mantidosn@madoras. Nas imagens de

eletromicrografia de varredura pode-se verifichtastoderme danificada e a camada sincicial
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vitelina com deformacéo (Figura 4 A, B e C). Ememmpento realizado por Ninhaus-Silveira
et al. (2007), verificaram, na camada sincicialuiia de CurimatédR. lineatu3, modificacdes
ultraestruturais apos a congelacdo e descongetigsi@mbrides, quando comparados com
embrides ndo congelados.

O tratamento com 25,6% de sacarose associada ae9tethnol, apés congelacéo e
descongelacdo, apresentou estruturas embrion&statmeénte danificadas e reduzidas,
camada sincicial danificada, cérion rompido em $ods embrides e vitelo totalmente
desconfigurado (Figura 5 A, B e C). De acordo camaAmad et al. (2003), concentracdes de
sacarose acima de 0,5 M associado ao metanol pqgaenwocar ruptura do vitelo
provavelmente em funcéo do desequilibrio osméfxsbe fato pode estar relacionado com os
resultados do presente experimento que, ao seantdoncentracdes maiores de sacarose 1,0
M (34%) associado a 9% de metanol, todos os ensbréjesentaram-se com vitelo

totalmente destruido e blastoderme completamemiéatalo (Figura 6 A, B e C).

14 » X A Y 4
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Figura 2 — Eletromicrografia de varredura de endwide pacuR. mesopotamic)ysapos
congelacao e descongelacao sem crioprotetor; Aldstoderme com células danificadas; A 2
— embrido com vitelo desconfigurado e blastoderotalmente danificada; A 3 — embrido
com vitelo destruido e blastoderme danificada.
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Figura 3 — Eletromicrografia de varredura de endwide pacuR. mesopotamiclisapos
congelacdo e descongelacdo utilizando solucao rotetpra contendo 8,5% de sacarose
associada a 9% de metanol; A 1 - blastoderme colulasédanificadas e vitelo
desconfigurado; A 2 — células embrionarias; A 3 ierasporo do corion, danificado
provavelmente pelo influxo e efluxo do crioprotetaiigua.

Figura 4 — Eletromicrografia de varredura de endwide pacuR. mesopotamiclisapos
congelacdo e descongelacao utilizando solucéo rotetpra contendo 17% de sacarose
associada a 9% de metanol; A 1 — embrido com véplrentemente intacto e blastoderme
danificada; A 2 — embrido hidratado com cérion étaa A 3 — camada sincicial do vitelo
aparentemente danificada.

Figura 5 — Eletromicrografia de varredura de endwide pacuR. mesopotamiclisapos
congelacdo e descongelacdo utilizando solugao rotetpra contendo 25,6% de sacarose
associada a 9% de metanol; A 1 — embrido com ldeste danificado e cérion destruido; A
2 — vitelo desconfigurado, com blastoderme desttufd 3 — camada sincicial do vitelo

aparentemente danificada.

1@l %7 BR8 T
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Figura 6 — Eletromicrografia de varredura de endwide pacuR. mesopotamiclisapos
congelacdo e descongelacao utilizando solugéorotetpra contendo 34,2 % de sacarose
associada a 9% de metanol; A 1 — células blastadel®struidas; A 2 — vitelo destruido,
presenca de pequenas partes do blastoderme; At@oe-tetalmente destruido, com presenca
de granulos de extravasado.
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A criopreservacao de ovos e embrides de peixesaasentado varios problemas
associados com as injurias causadas durante ossposcde congelacdo e descongelacédo e
quatro caracteristicas tém sido identificadas cpossiveis responsaveis pelo insucesso. A
maioria dos ovos de peixes sdo maiores que 1mmadeetio, resultando em uma baixa taxa
area/volume, tendo como consequéncia, a reducadaxia de fluxo de agua e dos
crioprotetores durante os passos para criopreswyac grande quantidade de vitelo e as
diferentes caracteristicas osmoéticas dos variopadimentos do embrido; os ovos de peixes
apresentam um complexo sistema de membranas, geledalgumas destas possuem baixa
permeabilidade; e a alta sensibilidade ao frioldBil & Zhang, 2000).

Neste experimento foi demonstrado que atravéseadmmalicrografia de varredura, pode-
se identificar as principais injurias causadas pelagelacdo e, pode-se ainda, verificar a
diferenca na manutencdo da integridade, que prbwawme tenha ocorrido em funcéo das
diferentes concentracdes de sacarose utilizada.

Concluséo

As diferentes concentracfes de sacarose assoaadastanol ndo evitaram a formacéo
de cristais de gelo, provavelmente, em todos otanentos, havendo deformacdes
embrionarias durante processo de congelacao ertgsdagao, inviabilizando os embrides de
P. mesopotamicusPorém, ha indicio de que o tratamento com 17%adarose e 9% de
metanol gerou menores alteragdes estruturais absda®, o que pode ser um fato promissor
para novos estudos.
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