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RESUMO

O género Brycon tem despertado grande interesse nas instituicdes de pesquisa, ndo s pela
excelente qualidade e sabor da carne, mas também por caracteristicas adequadas a pesca
esportiva, rapido crescimento e ganho de peso. A piracanjuba tem sofrido drastica reducéo
dos estoques em decorréncia da acdo antrdpica estando na lista do IBAMA de espécies
ameacadas de extingdo. A criopreservacao de gametas e embries de espécies migradoras e
espécies raras surge como uma alternativa para a reproducéo, repovoamento, criacdo de
banco genético, transporte e possivel obtencdo de larvas ao longo do ano. Assim, este
trabalho teve por objetivo ampliar os conhecimentos de criogenia utilizando embrides de
piracanjuba (Brycon orbignyanus), com o intuito de estabelecer um protocolo de
resfriamento para ser utilizado em projetos de reproducdo e conservagdo desta espécie.
Apos a obtencdo dos embrides por meio de reproducdo induzida, estes, quando na fase de
fechamento do blastoporo, foram contados e subdivididos em parcelas, considerando como
unidade experimental um tubo (vacutainer) contendo 100 embrifes. Cada tratamento teve
oito repeticdes. Com excecdo dos grupos controles, os demais tratamentos foram
submetidos a diferentes combinagdes e concentracdes de crioprotetores (sacarose, metanol,
etilenoglicol e DMSO), diferentes temperaturas (0,0£2,0°C e 8,0+2,0°C) e tempos de
estocagem em refrigerador (6h, 10h, 24h, 72h, 168h). Transcorridos os tempos de
estocagem, os embrides foram aclimatados, rehidratados e transferidos para incubadoras
para monitoramento do desenvolvimento e aferi¢cBes das taxas de eclosdo, sobrevivéncia e
deformidade. Para avaliar o desenvolvimento de tecidos e células ap6s a realizacdo do
experimento, amostras foram fixadas, observadas em estereomicroscopio e também
processadas e analisadas em microscopia de luz e em eletr6nica de transmissdo. Observou-
se que os embrides que foram expostos a baixas temperaturas sofreram diversas anomalias
em todos os tratamentos utilizados. Verificou-se que a temperatura e o tempo de estocagem
sdo fatores criticos para os embrides, pois, nos tempos de 24, 72 e 168 horas ndo houve
sobrevivéncia. Quando se alterou o tempo de estocagem de 6 para 10 horas, bem como a
temperatura de 8,0+2,0°C para 0,0+2,0°C, a mortalidade dos embribes aumentou
significativamente, porém o protocolo que utilizou a combinagdo de Sacarose + Metanol +
DMSO apresentou um satisfatério indice de sobrevivéncia (21%) o que pode ser
considerado um resultado muito promissor para estudos de conservagao da espécie.
Palavras-Chave: biotecnologia, conservacéo, criobiologia, peixe, reproducao,

resfriamento.
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ABSTRACT

The genus Brycon have aroused great interest of research institutions, not only for the
excellent quality and flavor of the meat, but also for characteristics suited to sport fishing,
quick growth and weight gain. Piracanjuba suffers drastic reduction in natural environment
as a result of human action and is in the list of endangered species of IBAMA. The
cryopreservation of gametes and embryos of migratory and rare species is an alternative to
reproduction, repopulation, creating genetic database, transport of larvae and obtainment of
larvae throughout the year. The aim of this study is expand the knowledge of cryogenics
using embryos of piracanjuba (Brycon orbignyanus) and establishing a cooling protocol to
be used in projects of reproduction and conservation of this species. After obtaining
embryos from induced reproduction, those ones that were in this phase of blastopore
closuring, were colected, counted and divided into groups, considering as experimental unit
each tube (vacutainer) containing 100 embryos. Each treatment had eight replications.
Except for the control groups, the other treatments were subjected to different combinations
and concentrations of cryoprotectants (sucrose, methanol, ethylene glycol and DMSO),
different temperatures (0,0 £ 2,0°C and 8,0 + 2,0°C) and storage time on refrigerator (6h,
10h, 24h, 72h, 168h). Elapsed times of storage, the embryos were acclimated, washed and
transferred to incubators for monitoring the development of measurements and hatching
rates, survival and deformity. To evaluate the development of tissues and structures after the
experiment, samples were put on fixative solution and observed under stereomicroscope,
and after that were processed and analyzed by light microscopy and transmission electron
microscopy. It was observed that embryos which were exposed to cold temperatures
experienced several anomalies in all treatments. It was found that the temperature and
storage times are critical factors for embryos, because in times of 24, 72 and 168 hours
there were no survivors, and when the time has changed from 6 to 10 hours, and the
temperature from 8,0 £ 2,0°C to 0,0 + 2,0°C, the mortality of embryos increased
significantly. However, the protocol which utilized a combination of DMSO + Methanol +
Sucrose presented a satisfactory survival rate (21%), which can be considered a very

promising results for studies of piracanjuba conservation.

Keywords: biotechnology, conservation, cryobiology, fish, reproduction, cooling.
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1. INTRODUCAO GERAL

A constante intervencdo do homem no ambiente natural influencia diretamente o
hébitat de algumas espécies de peixes, principalmente aquelas que realizam migragdes
durante o periodo reprodutivo, conhecidas por espécies de piracema. A construcdo de
grandes barragens, a poluicdo das aguas, a pesca predatéria e a preferéncia do consumidor
tém proporcionado um declinio das populacbes de peixes nos ambientes naturais
(GANECO, 2003; MACIEL, 2006).

O desenvolvimento da aquicultura € dependente da producdo continua de larvas.
Sendo a piracanjuba um peixe migrador, com periodo reprodutivo restrito aos meses
guentes e chuvosos, sua reproducdo ocorre de forma limitada (CASTAGNOLLI, 1992),
havendo a necessidade de indugdo artificial por horménio para que ocorra a maturagéo e
desova em cativeiro (WOYNAROVICH e HORVATH, 1983). A criopreservacio pode ser
uma ferramenta valiosa para se conseguir a disponibilidade de gametas e embribes o ano
todo (SANSONE et al., 2005).

Segundo o IBAMA (In MMA 05/04, 2008), seis Brycons se encontram na “Lista
de Espécies Aquaticas Ameacadas de Extincdo”. Sdo eles: Brycon devillei, Brycon insignis,
Brycon nattereri, Brycon opalinus, Brycon orbignyanus e Brycon vermelha. Este género
possui mais de 60 espécies de peixes, dentre as quais aproximadamente 40 ocorrem na
América Central e América do Sul (HOWES, 1982), difundidas desde o sul do México até a
Argentina e dos rios da costa do Pacifico até a Colémbia, Equador e Peru, com 0 seu
potencial para aquicultura sendo enfatizado ha mais de duas décadas (LIMA e CASTRO,
2000).

A piracanjuba (Brycon orbignyanus) é um peixe nativo de grande valor tanto pela
excelente qualidade da carne, quanto pelo rapido crescimento e ganho de peso, facil criacéo,
sendo ideal para pesca esportiva devido ao seu comportamento agressivo (VAZ et al.,
2000). Sofre drastica reducao dos estoques em decorréncia do represamento dos rios para
construcdo e operacionalizacdo de usinas hidrelétricas, destruicdo de matas ciliares,
poluicdo, diminuicdo das lagoas marginais e pesca predatdria (ZANIBONI-FILHO, 1999).
Esta reducdo critica das populac@es de B. orbignyanus é preocupante porque a diminuicao
do numero de individuos e a consequente perda de diversidade genética da populagéo,
tornam-nos ainda mais vulneraveis (PANARARI-ANTUNES et al., 2011).

A criopreservacdo de sémen de peixes estda bem compreendida e resultados

satisfatorios tem sido obtidos, inclusive para a piracanjuba (MURGAS et al., 2003;
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MURGAS et al., 2004). Porém o desenvolvimento de técnicas para a criopreservacao de
embrides de teledsteos € oportuno e urgente. A aquicultura é ainda muito dependente das
populacdes selvagens de peixes ou da manutencdo de estoques naturais em confinamento,
uma vez gue estes sistemas sdo constantemente afetados por desastres naturais, falhas na
reproducdo e doencas (NINHAUS-SILVEIRA, 2004).

Ainda ndo ha relatos de sucesso no congelamento de embrifes de peixes (GODQY,
2012) e pesquisas a respeito de resfriamento podem oferecer suporte para estudos futuros.
Também irdo possibilitar o armazenamento e transporte de embrides a longas distancias,
tornando possivel o estoque de material genético em um pequeno espago fisico e
aumentando a variabilidade genética para repovoamento de rios. Espécies com maior
variabilidade genética terdo maiores chances de se recuperar tanto em nimero de individuos
guanto com relacdo a resisténcia perante as adversidades do meio ambiente. Além disso, as
técnicas e resultados provenientes da presente pesquisa servirdo de base para estudos
futuros visando alcangar um protocolo de resfriamento/congelacdo que possibilite uma alta
sobrevivéncia e qualidade de larvas, favorecendo a conservacdo e reproducdo ndo so da
piracanjuba como também de outras espécies relevantes a aquicultura e ameacadas de
extingdo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Espécie em estudo

O nome Brycon, que nomeia a subfamilia Bryconinae, descende da palavra grega
brycho, que significa morder ou devorar com certo barulho (GODOQY, 1975 citado por
BALDISSEROTTO e GOMES, 2005). Popularmente conhecida por piracanjuba ou
pracanjuba (Brycon orbignyanus) é uma espécie nativa brasileira, reofilica, que habita dguas
claras e apresenta habito alimentar onivoro (GOULDING, 1980), é originaria da Bacia do
Rio Parand (NAKATANI et al., 2001) e Bacia do Rio Uuguai (CAROSFELD et al., 2003)
sendo altamente dependente da vegetacdo de mata ciliar para sua alimentagdo
(PANARARI-ANTUNES et al., 2011).

Possui corpo alongado, apresentando cabeca com duas grandes fontanelas e
escamas, tanto abaixo quanto acima da linha lateral, muito semelhantes entre si quanto a
forma. A linha lateral é completa, estando abaixo da linha mediana do corpo, sendo
decurvada na parte anterior. O ventre arredondado torna o corpo fusiforme, sobretudo em
formas jovens (BALDISSEROTTO e GOMES, 2005). A boca é ampla e terminal, o corpo
apresenta coloragdo prateada com o dorso castanho escuro e nadadeira caudal de cor
vermelha com uma faixa mediana negra (MACIEL, 2006). E considerado um peixe de
grande porte podendo as fémeas atingir até 80 cm de comprimento e peso vivo de 8,2 kg e
0s machos, 68 cm de comprimento e 3,6 kg de peso vivo, quando adultos (MACIEL, 2006).

A reproducéo desta espécie ocorre durante os meses de Outubro a Janeiro (GERY et
al., 1987 citado por REYNALTE-TATAJE et al.,, 2004), os machos atingem idade
reprodutiva a partir de 2 anos e 20 cm de comprimento total, enquanto as fémeas sdo
capazes de se reproduzir a partir do terceiro ano e 25 cm de comprimento total (MACIEL,
2006).

Possui ovocitos esféricos, semidensos e transparentes, medindo aproximadamente
1,3 £ 0,11 mm no momento da extrusdo (GANECO et al., 2008) e 3,46 = 0,29 mm apoés a
hidratacdo (REYNALTE-TATAJE et al., 2004).

A B. orbignyanus ¢ apreciada ndo so6 pelo sabor e qualidade da carne, como também
pela agressividade que apresenta quando fisgada na pesca esportiva (VAZ et al., 2000) e
pelo réapido crescimento e ganho de peso demonstrados em criagdes experimentais. Estas
caracteristicas fazem da piracanjuba uma das espécies mais indicadas como alternativa para

0 desenvolvimento da piscicultura em todo o Brasil (MURGAS et al., 2003). Ainda, existe
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grande interesse na utilizacdo deste briconideo para o repovoamento de reservatorios
hidrelétricos e pisciculturas comerciais. O desenvolvimento da piscicultura com espécies
nativas € de grande interesse para a conservagdo da biodiversidade e se constitui prioridade
para o IBAMA (CONTE et al., 1995).

Esta espécie encontra-se fortemente ameacada de extingdo em virtude da construcéao
de barragens hidrelétricas que impedem sua migragdo reprodutiva e também pela destruicéo
da mata ciliar que reduz a disponibilidade de alimentos naturais (VAZ et al., 2000;
GANECO, 2003). Em levantamentos realizados com peixes do Alto Uruguai entre 1995 e
2000, nenhuma piracanjuba foi capturada, assim como, nenhuma piracanjuba tem sido
encontrada por pescadores nos trechos entre os Rios Ita, Canoas e Pelotas desde 1980. Esse
desaparecimento da piracanjuba de grande parte da Bacia do Rio Uruguai indica que a
espécie ndo tolera alteragdes no meio ambiente (CAROSFELD et al., 2003). Praticamente
extinta da maior parte da bacia do alto Parand, com registros esporadicos nos rios Grande e
Paranapanema, e muito provavelmente extinto no rio Tieté (IBAMA, In MMA 05/04,
2008), a situacdo da piracanjuba € critica e requer medidas urgentes para sua conservagao
sendo imprescindivel para a espécie que a recomposicdo da mata ciliar e das areas criticas
relacionadas ao seu ciclo de vida (locais de desova e criadouros naturais), também sejam
identificadas, protegidas e/ou recuperadas (CAROSFELD et al., 2003).

Nesse contexto, 0 sucesso na criopreservacdo de gametas e embrides de piracanjuba
facilitara a reproducdo, transporte e repovoamento, tanto para piscicultura em escala
comercial, quanto para pesquisas, visando manter a populacdo dos rios que sofreram com a
acdo antropica atendendo, as necessidades ecoldgicas de conservacdo da espécie e também
ao mercado consumidor.

2.2. Reprodugdo e desenvolvimento embrionario de peixes

A reproducéo é o processo bioldgico mais importante dos organismos, j& que dela
depende a sobrevivéncia e perpetuacdo das espécies. Por isso, a possibilidade de controlar o
ciclo reprodutivo dos peixes submetidos a condi¢des de confinamento é um dos fatores de
maior importancia para assegurar o éxito da piscicultura (ROMAGOSA, 2003).

Os peixes possuem uma imensa variedade de estratégias reprodutivas. A grande
maioria dos teleGsteos de agua doce apresenta, em geral, as mesmas caracteristicas, tais
como: oviparidade, que consiste na liberacdo dos gametas no meio aquético, portanto com

fertilizagdo externa; formacdo de ovdcitos e espermatozdides em sexos separados;
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apresentacdo ou ndo de cuidado parental, dependendo da espécie; suporte nutricional dos
embrides pelo saco vitelinico para seu desenvolvimento e a eclosdo larval ocorre quando
esta ainda ndo esta completamente formada (GODINHO, 2007).

O processo de reproducdo inicia-se a partir do hipotalamo, glandula que,
influenciada por fatores externos, inicia a secre¢do do horménio liberador de gonadotrofinas
(GnRH). Este hormonio decapeptideo controla a liberacdo das gonadotrofinas em peixes,
GtH | e GtH I, que & semelhan¢a do horménio luteinizante de mamifero (LH) ira estimular
as gbnadas a produzir os esterdides que desempenham importante papel na maturacao final
e reproducdo (CASTAGNOLLI, 1992; RANG et al., 2005).

Peixes de piracema necessitam realizar a migracdo reprodutiva para que ocorra a
maturacdo dos gametas e desova. Estas espécies quando mantidas em cativeiro tem sua
maturacdo final bloqueada e a reproducéo precisa ser induzida artificialmente por meio de
horménios (WOYNAROVICH e HORVATH, 1983; FREIRE-BRASIL, 2001).

A inducdo a desova deve ser realizada na época certa que coincide com o periodo de
reproducdo. Por isso, ha a necessidade de se conhecer a biologia reprodutiva e
comportamental da espécie com que se pretende trabalhar (CASTAGNOLLI, 1992).

As formas de inducdo hormonal a reproducdo se dao através da aplicacdo de
substancias que irdo desencadear estimulos no hipotalamo desses animais ou em nivel
gonadal (ANDRADE e YASUI, 2003). A utilizacdo do extrato bruto da hipéfise de peixes
adultos é a técnica mais utilizada para a inducdo hormonal da maturacdo final, apesar de
algumas desvantagens, tais como a variabilidade na quantidade de gonadotropina presente
em hipdfises distintas, o que dificulta a padronizagcdo da dosagem indicada, e também os
elevados pregos no mercado nacional e internacional (HARVEY e CAROSFELD, 1993).

Além da reproducdo, estudos sobre ovos de peixes também sdo de grande interesse
para a aquicultura, por fornecerem subsidios para a compreensdo da fisiologia dessa célula
germinativa, tendo em vista a preservacdo de gametas, a conservacdo da ictiofauna e o
aprimoramento de técnicas de cultivo (R1ZZO e GODINHO, 2003). O padrao de superficie
de ovécitos e sua morfologia constituem um importante critério para a identificacdo de
diferentes espécies de teledsteos (RIEHL, 1980; GURAYA, 1996).

Os ovos de peixes de agua doce podem ser livres ou apresentar varios graus de
adesividade, sendo geralmente livres em espécies migradoras e adesivos em espécies
sedentarias (SATO, 1999). Estudos mostram que as caracteristicas dos ovos estdo
relacionadas aos padrdes de comportamento reprodutivo das espécies (SAMPAIO, 2006).

Geralmente espécies sedentérias apresentam algum tipo de cuidado parental, possuem ovos
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grandes e desovam em menor quantidade do que aquelas que realizam migraces (PAES,
2008).

O conhecimento sobre embrifes e larvas de uma espécie é de grande importancia,
pois constitui ferramenta Util na localizacdo de areas de desova e no estudo do crescimento
da espécie em ambiente natural (REYNALTE-TATAIJE et al., 2004). Trata-se de um
processo complexo que permite estudar a ontogenia das espécies, podendo ser utilizado
como objeto de experimentagdo em processos biotecnoldgicos, como bioindicadores da
gualidade do ambiente e para avaliar o efeito de substancias tdxicas sobre a fauna aquaética.
Portanto os embriGes podem ser utilizados em uma grande variedade de estudos (FLORES
etal., 2002; BOTERO et al., 2004; NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006).

O desenvolvimento embrionario € um processo que se inicia com a fertilizagdo do
ovacito e vai até a eclosdo das larvas (KIMMEL et al., 1995). Apds a fertilizacdo, o ovo
absorve agua e ocorre a formacgdo do espaco perivitelino, com a separacdo do cérion da
membrana vitelina. Os ovos dos peixes sdo telolécitos, com um elevado suprimento de
vitelo, do qual o embrido ird se nutrir durante a embriogénese, assim como as larvas durante
algum tempo ap0s a eclosdo (NAKATANI et al., 2001).

De acordo com Woynarovich e Horvath (1983) e Nakatani et al. (2001), o
desenvolvimento embrionario pode ser dividido nas seguintes fases: ovo recém-fertilizado,
segmentacdo, blastulagdo, gastrulagdo, fechamento do blastéporo, vesicula Optica, vesicula
auditiva, liberacdo da cauda e eclosdo. Entretanto, diversas outras formas de classificacdo
das fases do desenvolvimento embrionario de teledsteos séo encontradas na literatura.

O tempo de desenvolvimento das larvas também pode variar de acordo com as
condigdes da agua de incubagdo, sendo influenciada principalmente pela temperatura.
Reynalte-Tataje et al. (2004) verificaram larvas de piracanjuba eclodidas com 18 horas ap6s
a fertilizacdo, em uma temperatura media de 25,0+8,0° C, j& Ganeco (2003) observou
eclosdo com 13 horas apds a fertilizacdo a 27,0° C.

Atualmente, h& diversas pesquisas relacionadas a biologia reprodutiva e ao
desenvolvimento embrionario e larval de peixes em cativeiro baseadas principalmente em
espécies reofilicas, tais como: Brycon cephalus (ROMAGOSA et al., 2001), Brycon insignis
(ANDRADE-TALMELLI et al, 2001), Brycon orbignyanus (GANECO, 2003),
Pseudoplatystoma corruscans (MARQUES, 2005), Prochilodus lineatus (NINHAUS-
SILVEIRA et al., 2006), Brycon orthotaenia, Leporinus obtusidens, Prochilodus argenteus
e Salminus brasiliensis (SAMPAIO, 2006), Pseudoplatystoma corruscans X
Pseudoplatystoma fasciatum (FAUSTINO et al., 2007), Brycon amazonicus (NEUMANN,
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2008), Brycon gouldingi (FAUSTINO et al, 2010). Porém, ainda ndo se tem relatos de
sucesso no congelamento de embrifes, apenas dados de eclosdo apds o resfriamento
(STREIT JR et al., 2007; FORNARI, 2009).

2.3. Técnicas de criopreservacao e substancias crioprotetoras

A técnica de criopreservacdo de gametas e embrides é fundamental na rotina da
reproducdo induzida e na melhoria genética das espécies de peixe, aumentando as chances
de desenvolvimento de pesquisas, sobretudo no campo genético, sendo indicada para
minimizar a assincronia na maturacdo dos gametas e facilitar o seu transporte (MILIORINI
et al., 2002). A criopreservacdo visa manter o metabolismo celular em estado quiescente,
tornando possivel a conservacdo de células e tecidos por tempo indeterminado (GREEN,
2005). As técnicas atuais mais utilizadas para o armazenamento dos embrides sdo o
resfriamento, o congelamento tradicional e a vitrificagdo (NEVES, 2008).

A vitrificacdo ¢ um método de congelamento considerado ultra-répido. Através do
uso de solucdes crioprotetoras com alto grau de viscosidade e de grande velocidade de
desidratacdo, 0os meios de criopreservacdo sofrem uma passagem do meio liquido para o
estado sélido, vitrificado e amorfo, por imersdo direta em nitrogénio liquido a partir da
temperatura ambiente, o que potencialmente reduziria as lesdes causadas nas células devido
a formacéo interna de cristais de gelo (CABRITA et al., 2003; SANTIN et al., 2009). E a
técnica de criopreservacdo mais recentemente desenvolvida (SANTIN et al., 2009),
permitindo acelerar significativamente o processo de criopreservagdo do embrido sem a
necessidade de um congelador programavel de alto custo, tornando assim o processo menos
oneroso, rapido e préatico que o congelamento convencional (NIEMANN, 1991).

No congelamento convencional faz-se o congelamento de embriGes a temperaturas
extremamente baixas utilizando equipamentos proprios para este fim. Neste método ocorre
a reducdo gradual da temperatura do embrido, previamente adicionado ao meio crioprotetor,
até seu armazenamento no nitrogénio liquido, havendo uma velocidade de resfriamento,
também denominada curva de resfriamento (GREEN, 2005). Porém esta técnica apresenta
entraves como 0 tempo de execugdo do procedimento e o alto custo do equipamento
utilizado (SANTIN et al., 2009). Embora apresentem facil manuseio e maior praticidade,
esses equipamentos computadorizados necessitam de um ambiente climatizado e de uma
corrente elétrica estdvel para funcionarem em condigdes minimas de seguranca
(REICHENBACH et al., 2008). Com embrides de teledsteos este método ndo tém
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apresentado sucesso (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2008). Rall (1993) e Rawson e Zhang
(2005) também salientaram algumas caracteristicas que dificultam o congelamento de
ovacitos e embrides de teledsteos: grande quantidade de vitelo presente no ovo, baixa
relacdo superficie/volume, células de grandes dimensbes, a possibilidade de cada
compartimento do embrido apresentar propriedades osméticas distintas, a semi-
permeabilidade das membranas que rodeiam o embrido e a alta sensibilidade a baixas
temperaturas.

H& também outros fatores criticos dos processos de criopreservagdo, como a
desidratacdo das células devido ao congelamento da agua presente na solucdo que, quando
comeca a congelar torna o meio extracelular hiperténico fazendo com que ocorra um efluxo
de &gua para se atingir um equilibrio osmético (HOLT, 2000). Outro problema a ser
considerado é a formacdo de gelo intra e extracelular, os quais assumem formas e tamanhos
irregulares, podendo afetar a estrutura de membranas e organelas, bem como a funcéo
celular (SANTIN et al., 2009).

Ja a técnica de resfriamento é a que tem apresentado melhores resultados para
embrides de peixe, pois estes ndo sdo submetidos a temperaturas tdo baixas, portanto, ndo
ha formagcdo de cristais de gelo nas células (AHAMMAD et al., 2003).

Contudo, qualquer que seja a técnica empregada é imprescindivel a utilizacdo de
crioprotetores para submeter embrides a temperaturas abaixo de 0°C (FORNARI et al.,
2011). Os crioprotetores sdo substancias que protegem as organelas da exposicdo ao frio.
Uma das principais fungdes dos crioprotetores é remover e/ou substituir a dgua intracelular
(SANTIN et al., 2009). Estes solutos agem conforme sua capacidade de penetrar ou ndo nas
células, o que permite uma classificacdo em dois grupos: intracelulares (metanol, DMSO,
etilenoglicol, propilenoglicol, glicerol, butanodiol, entre outros) e extracelulares (glicose,
sacarose, manitol, trealose, entre outros) (REICHENBACH et al., 2008). Os intracelulares
sdo moléculas de baixo peso molecular que atravessam as membranas celulares e protegem
as organelas das células durante o resfriamento, retiram &agua destas e diminuem a
temperatura de congelamento no seu interior, impedindo a formacdo de cristais de gelo
internamente (NIEMANN, 1991). Ja os extracelulares sdo moléculas de alto peso molecular
que ndo atravessam as células, mas revestem-nas externamente, estabilizando a membrana
celular e também facilitam a desidratagdo das células e reduzem a formacdo de cristais de
gelo (DENNISTON et al., 2000).

Diante da importancia das técnicas de criogenia de embrides para conservacdo de

espécies ameagadas e considerando que a Brycon orbignyanus se encontra inserida na



Tese de Doutorado Paes, M.C.F. 15

categoria “em perigo” (IBAMA, In MMA 05/04, 2008), com risco muito alto de extingéo
num futuro préximo, esta pesquisa propds estudar a aplicacdo de diferentes protocolos de
resfriamento aos embrides desta espécie, contribuindo para o conhecimento a respeito dos
processos de criopreservacao de embrides, ndo so da piracanjuba, como de peixes tropicais

em geral, ainda muito escassos na literatura atual.

2.4. Biotecnologia do resfriamento de embrides

O desaparecimento de espécies aquaticas causa perdas ambientais e de mercado
imensuraveis para a piscicultura. O desenvolvimento de técnicas de resfriamento e
criopreservacdo de embrides de peixes pode ser a solucdo para esse impacto ambiental
negativo (FORNARI, 2009).

Existem muitas aplicacBes para o resfriamento de embrides de peixes, tais como:
otimizacdo do uso de incubadoras, transporte de embrides a locais distantes, salvamento de
desovas ameacgadas por agentes poluidores e ainda conhecimento a respeito da resisténcia
dos embrides ao frio, fornecendo base para estudos de congelamento (FORNARI, 2009).

Streit Jr. et al. (2007), Neves (2008), Fornari (2009), Lopes (2010) e Digmayer
(2010) apresentaram resultados animadores utilizando diferentes protocolos de resfriamento
em embrides de Piaractus mesopotamicus.

A criopreservacdo de embriGes envolve uma série de processos fisico-quimicos
complexos como curvas de resfriamento, permeabilidade dos crioprotetores nas células e
compartimentos embrionarios, bem como, osmolaridade, toxicidade e concentracdo das
solugdes crioprotetoras (BART, 2000).

E imprescindivel para o resfriamento de embrides de peixes que 0S mesmos
suportem a reducdo de temperaturas. Entretanto, o frio pode provocar injarias nas células
e/ou tecidos, devido ao réapido resfriamento ou choque térmico e, ao resfriamento lento que
é comumente manifestado ap6s longos periodos de exposicdo a baixas temperaturas
(MORRIS e WATSON, 1984 citado por LOPES, 2010).

Além da resisténcia aos choques térmicos, deve-se definir qual a fase do
desenvolvimento ontogenético em que 0s ovos permanecem integros, bem como qual é o
efeito da exposicdo dos embribes aos crioprotetores (ZHANG e RAWSON, 1995;
HAGEDORN et al., 1997).

Neves (2008) afirma que muitos estudos revelam que embriGes em estagio de pds-

gastrulacdo sdo menos sensiveis as injarias causadas pelo frio.
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Para Zhang e Rawson (1995), trabalhando com Danio renio, a sensibilidade ao frio é
mais elevada nos estadios iniciais de desenvolvimento embrionario devido a elevada
quantidade de lipidios no embrido, dificultando a acdo de protecdo das substancias
crioprotetoras. Geralmente, as fases mais desenvolvidas suportam melhor a toxidade dos
crioprotetores (BART, 2000), e esta toxicidade varia conforme a espécie, a concentracdo, o
tempo e a temperatura de exposicdo destes (AHAMMAD et al.,, 1998; ZHANG e
RAWSON, 1995).

Altas concentragdes de crioprotetores podem causar danos irreversiveis as células
devido a sua toxicidade quimica. Porém, os efeitos da toxicidade podem ser minimizados
através da exposicdo breve aos crioprotetores ou através de rapidas taxas de resfriamento
(VAJTA et al., 1998). Os crioprotetores mais comumente utilizados para peixes sdo
metanol, dimetilsulféxido (DMSO), glicerol, etilenoglicol e sacarose (ZHANG et al., 1993).

O procedimento de retirada do crioprotetor durante a descongelagdo também deve
ser levado em consideracdo. Esse procedimento ocorre devido a entrada da agua para dentro
da célula e consequente saida do crioprotetor. A diluigdo do crioprotetor tem como fungéo
evitar a entrada muito répida de agua na célula, pois uma reducdo drastica na osmolaridade
levaria a lise celular (SHNEIDER e MAZUR, 1984 citado por GODOY, 2012). Este
fendmeno pode ser assegurado pela adicdo de altas concentracbes de compostos
extracelulares, como a sacarose e trehalose ao meio de diluicdo (NEVES, 2008).

Além de todos os parametros ja citados, outros essenciais, como tempo de
estocagem, temperatura de exposicdo, concentracdo do crioprotetor, reaquecimento e
rehidratacdo também devem ser considerados para que se tenha uma adequada entrada do
composto nas células, a fim de se maximizar o sucesso da criopreservagdo e evitar os efeitos
deletérios (ROBLES et al., 2009).

Neste contexto, esta pesquisa propds estudar diferentes protocolos de resfriamento
em embrides de piracanjuba em fase de fechamento do blastopdro (pds-gastrula), testando
diferentes temperaturas, tempos de estocagem e combinacdo dos crioprotetores metanol,
etilenoglicol, DMSO e sacarose em diferentes concentracbes, afim de estabelecer a

metodologia ideal para a espécie.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi 0 conhecimento inicial da preservacdo criogénica de
embrides de piracanjuba (Brycon orbignyanus), com o intuito de estabelecer um protocolo
de resfriamento para ser utilizado em projetos de conservacao, biologia e reprodugao, além

de servir de base para futuros estudos de congelamento de embrifes de peixes.

3.2. Objetivos especificos

De modo especifico pretendeu-se avaliar:

e O efeito da exposigdo de embrides a diferentes protocolos de crioprotetores;
e A sensibilidade dos embrides ao frio;
e O periodo de estocagem dos embrides a baixas temperaturas;

e Aspectos estruturais e ultraestruturais de embribes e larvas ap6s aplicacdo dos
protocolos de resfriamento.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local

O experimento foi conduzido na Estacdo de Hidrologia e Aquicultura da Duke
Energy International — Gera¢do Paranapanema, no municipio de Salto Grande - SP e no
Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Peixes Continentais - CEPTA/ICMBIo
(Instituto Chico Mendes), no municipio de Pirassununga - SP, durante os meses de Outubro
a Novembro de 2010, Outubro a Dezembro de 2011 e Novembro a Dezembro de 2012. Para
analises em estereomicroscopia e microscopia de luz, as amostras foram processadas no
Laboratorio de Histologia e Embriologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal - FCAV/UNESP,
Jaboticabal - SP. Para analises em microscopia eletrnica de transmissao, as amostras foram
processadas no Laboratorio de Microscopia Eletronica da Faculdade de Medicina da USP -
FMRP/USP, em Ribeirdo Preto - SP.

4.2. Obtencéo dos embrides

Para a obtencdo de embriGes foram utilizados reprodutores adultos de piracanjuba,
Brycon orbignyanus (Figura 1A e 2B). Durante o periodo reprodutivo da espécie foram
selecionados reprodutores que apresentavam caracteristicas secundarias de maturacao
sexual tais como ventre abaulado e macio, para fémeas, e verténcia de sémen e aspereza da
nadadeira anal nos machos.

Na Duke Energy foram utilizados “pools” de ovos provenientes das desovas
resultantes da indugdo hormonal de 70 reprodutores, na proporcdo de 1 macho para cada
fémea, divididas em 5 semanas de experimento. Considerou-se cada semana uma repeticao.

As fémeas receberam duas aplicacGes de extrato bruto de hipofise de carpa: uma
dose de 0,5 mg / kg de peso vivo (PV), e a segunda dose de 5 mg / kg de PV, aplicada apés
12 h. O machos receberam uma dose de 1 mg / kg (PV) no momento da segunda dose das
fémeas, sendo os animais mantidos em tanques de desova seminatural (Figura 1B).

Observou-se que a liberacdo dos gametas ocorreu com aproximadamente 170 a 180
horas-grau apds a dltima aplicacdo hormonal. O tanque em forma de funil permitiu que os
embrides fossem capturados em duas grandes incubadoras (Figura 1C e D) das quais 0s

embriGes foram retirados e transportados para incubadoras do tipo israelenses (Figura 1E).
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No CEPTA/ICMBIo os peixes foram capturados (Figura 2A), induzidos
hormonalmente utilizando-se 0 mesmo protocolo de doses realizado para fémeas na Duke
Energy, porém, devido a facilidade de liberacdo de sémen, os machos ndo receberam
hormdnio. Com aproximadamente 170 horas-grau apds a segunda aplicacdo hormonal os
peixes foram extrusados (Figuras 2C e D) e os gametas misturados delicadamente e
transferidos para incubadoras (Figura 2E). Foram utilizados “pools” de ovos provenientes
das desovas de aproximadamente 10 fémeas e 20 machos, divididas em 3 semanas de

experimento. Considerou-se cada semana uma repeticao.

Figura 1. Duke Energy: A - Exemplar adulto de B. orbignyanus; B - tanque de desova
seminatural; C - incubadoras de coleta de ovos; D - embribes de piracanjuba; E -

incubadoras.
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Figura 2. CEPTA/ICMBIio: A - Captura dos peixes; B - Exemplar adulto de B.
orbignyanus; C - Extrusdo do sémen dos machos de piracanjuba; D - Extrusao dos ovocitos

das fémeas de piracanjuba e E - Incubadoras.

4.3. Fase de desenvolvimento

Para realizacdo do experimento, foram selecionados 0s embrides que se
encontravam em fase de fechamento do blastoporo (WOYNAROVICH e HORVATH,
1983; NAKATANI et al., 2001 e GANECO, 2003), aproximadamente 140 horas-grau apés
a fertilizacdo (Figura 3) e separados, com auxilio de estereomicroscépio, em grupos de 100

embrides viaveis para cada tratamento.

Figura 3. Embrido de Brycon orbignyanus em fase de fechamento do blastoporo.
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4.4. Protocolos de crioprotetores utilizados

Os grupos de embribes foram inseridos em tubos vacutainer previamente
etiquetados, aos quais foram adicionados 9 mL de solugBes crioprotetoras. Sete diferentes
combinacBes destas solucBes foram testadas, sendo a sacarose a 0,85M, utilizada como
crioprotetor extracelular em todas as combinagdes, e como crioprotetores intracelulares: o
Metanol em trés concentracdes diferentes - 2,8M (9 mL); 1,4M (4,5 mL) e 0,93M (3 mL); o
Etilenoglicol, em trés concentracdes diferentes - 1,45M (9 mL); 0,75M (4,5 mL) e 0,48M (3
mL) e 0 DMSO, também em trés concentracdes diferentes - 1,15M (9 mL); 0,57M (4,5 mL)
e 0,38M (3 mL), conforme Tabela 1:

Tabela 1: Combinagdes das diferentes solugdes crioprotetoras utilizadas no

resfriamento dos embribes de piracanjuba (B. orbignyanus):

Tratamentos Crioprotetores

Sacarose Metanol Etilenoglicol DMSO  Agua destilada

1 17,1 % 9% - - 73,9 %
2 17,1 % - 9% - 73,9 %
3 171 % - - 9 % 73,9 %
4 17,1 % 4,5 % 4,5 % - 73,9 %
5 17,1 % 4,5 % - 4,5 % 73,9 %
6 17,1 % - 4,5 % 4,5 % 73,9 %
7 171 % 3% 3% 3% 73,9 %
8 . - - - *

9 - - - - 100 %

*Agua destilada ndo se aplica ao tratamento 8 (controle positivo).

4.5. Exposicdo dos embrides aos crioprotetores

Para realizacdo desta avaliacdo, 30 embrides foram expostos a cada uma das
combinacBes de crioprotetores por 20 minutos e, posteriormente, lavados com agua
destilada e incubados até a ecloséo para analises das taxas de sobrevivéncia e deformidades
das larvas e sua correlagdo com a toxicidade do crioprotetor testado. Também foram
incubados 30 embrides sem a adicdo de nenhum crioprotetor apenas para parametros de

comparagdo de resultados (controle positivo).
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4.6. Resfriamento

4.6.1. Temperaturas e tempos de estocagem

Para avaliar a sensibilidade e tempo de exposicdo ao frio, utilizaram-se 100
embrides para cada uma das soluges crioprotetoras mais 0s grupos controle, que foram
chamados de tratamento 8, para o controle positivo (embrides que foram contados e
transferidos diretamente para as incubadoras sem serem submetidos a qualquer crioprotetor
ou resfriamento) e, tratamento 9, para o controle negativo (embrifes que foram contados e
transferidos diretamente para os refrigeradores sem serem submetidos a qualquer
crioprotetor, contendo apenas agua destilada).

Com excecdo do grupo controle positivo (tratamento 8), os demais tratamentos
foram submetidos a um processo de resfriamento lento. Os tubos vacutainer contendo 0s
embrides mais as solugBes crioprotetoras foram mantidos em um recipiente a 20,0°C
durante 10 minutos, em seguida, transferidos para outro recipiente a 10,0°C durante 10
minutos, e logo ap6s foram levados para dois refrigeradores verticais com temperatura
controlada, estando um deles a 0,0+2,0°C e o outro a 8,0+2,0°C, durante 6, 10, 24, 72 e 168
horas. Transcorridos os tempos propostos os tubos vacutainer vedados foram retirados dos
refrigeradores e colocados em banho-maria, com &gua da incubadora a temperatura
ambiente, para serem aclimatados por 15 minutos. Posteriormente, os embrifes foram
retirados dos tubos, lavados com &gua destilada em peguenas peneiras plasticas, transferidos
aleatoriamente para incubadoras experimentais devidamente identificadas e incubados a
temperatura ambiente.

4.7. Andlise de eclosao, sobrevivéncia e deformagéo

Ovos gorados (embrides que ndo sobreviveram) foram coletados e fixados assim que
percebidos nas incubadoras. Segundo trabalho de Ganeco (2003), a partir de 351 horas-grau
de incubacdo, embrides de pirancanjuba ja se encontraram 100% eclodidos. Assim, a coleta
de larvas e embrides ndo eclodidos foi realizada com, aproximadamente, 252 horas-grau de
incubacdo, a partir do momento em que os embrides foram retirados dos refrigeradores e
colocados nas incubadoras, somando um total de, aproximadamente, 392 horas-grau (140
horas-grau da fertilizag&o até fechamento do blastoporo + 252 horas-grau desde a retirada

dos refrigeradores até eclosdo). Foram realizados os célculos das taxas de eclosdo (larvas
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qgue ja haviam rompido o cérion), de sobrevivéncia (larvas vivas que apresentavam
batimentos cardiacos, mesmo ndo tendo rompido o cdrion) e de deformidade (larvas que se

desenvolveram, mas que apresentavam algum tipo de deformidade).

4.8. Qualidade da 4gua

A égua das incubadoras foi monitorada 4 vezes ao dia quanto a temperatura e oxigénio

dissolvido utilizando oximetro modelo YSI550A.

4.9. Anélises morfolégicas

Todas as amostras foram previamente fixadas em solugcdo de Karnovsky modificado
(glutaraldeido 2,5% + paraformaldeido 2,5%) por 24 horas, lavadas em tampdao cacodilato
de sodio 0,1M, pH 7,4, analisadas em estereomicroscépio e processadas em microscopia de

luz e microscopia eletronica de transmissao.

4.9.1. Estereomicroscopio

Larvas e ovos foram observados e fotomicrografados em estereomicroscdpio Leica
DMZ 180 acoplado a cAmera digital Leica MZ8.

4.9.2. Microscopia de Luz

Para analises em microscopia de luz as amostras foram desidratadas por 24 horas em
solucdo de alcool 80%. Lavadas duas vezes durante 30 minutos em alcool 90% e absoluto.
Em seguida permaneceram 4 horas na solugdo de pré-infiltracdo de glicolmetacrilato
(GMA) + etanol (1:1), 16 horas na etapa de infiltragdo (GMA), posteriormente, foram
incluidas em GMA mais solucdo endurecedora dentro de histomoldes. As amostras
permaneceram em estufa a 60°C por 24 horas para polimerizacdo da resina. Os cortes foram
feitos com 2um de espessura, montados em laminas e corados com Hematoxilina-Floxina
(TOLOSA et al., 2003). Apds colagem das laminulas a analise e fotodocumentacdo foram
realizadas em fotomicroscdpio Leica DM2500, acoplado a camera digital DFC 280 e

utilizando o software Leica Application Suite (LAS).
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4.9.3. Microscopia Eletronica de Transmissédo

Para analises em microscopia eletrénica de transmissdo, as amostras foram pds-fixadas
em solucdo de tetroxido de ésmio a 2 % por duas horas. Em seguida foram desidratadas em
concentracdes crescentes de etanol (30%, 50%, 70%, 80%, 90% 95% e 100%). A infiltragéo foi
feita com araldite e acetona e a inclusdo em araldite dentro de histomoldes. Foram realizados
cortes semifinos com 0,5 um de espessura, com navalha de vidro, e corados com azul de
toluidina a 1% em é&cido borico saturado. Os melhores cortes foram selecionados para
realizacdo dos cortes ultrafinos com 60 hm de espessura, com navalha de diamante, em seguida
contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo, observados e eletronmicrografados em

microscépio eletrénico de transmissao Jeol - JEM 100CX II.

4.10. Andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com nove tratamentos,
cada qual dividido em oito repeti¢cdes. Cada repeticdo foi considerada uma unidade
experimental. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e os valores médios
analisados foram comparados pelos métodos adequados do programa estatistico SAS,

versao 9.1.
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5. RESULTADOS

Na Duke Energy, onde as desovas ocorreram de forma semi-natural, ou seja, 0s
reprodutores desovaram no tanque apés as aplicagdes hormonais, o indice de sobrevivéncia
destes foi de 90% e a taxa de eclosédo das larvas foi, em média, 64%, portanto, melhores do
que o ocorrido no CEPTA/ICMBIo, onde a maioria dos reprodutores morriam apos o
estresse causado pela extrusdo dos gametas, o que pode ter refletido na qualidade da desova,

pois a taxa de eclosao das larvas foi, em média, de 39%.

5.1. Efeito da exposicdo dos embrides aos crioprotetores

Os resultados da exposicdo dos embriGes aos crioprotetores foram satisfatorios
conforme pode ser observado nos dados de eclosdo apresentados na Tabela 2. As solucGes
crioprotetoras testadas, nas dosagens estabelecidas para o presente trabalho, néo
comprometeram a sobrevivéncia dos embrides e também néo acarretaram deformidades nas

larvas.

Tabela 2. Porcentagem de eclosdo de cada tratamento.

Tratamento % ecloséo
1 100
2 100
3 100
4 96
5 99
6 99
7 97

Controle + 100
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5.2. Resfriamento

Considerando todas as repeticdes, a média percentual de eclosdo para o grupo
controle positivo foi de 49%, atingindo valor minimo de 30% e maximo de 90% (Tabela 3).
No grupo controle negativo, que continha apenas agua destilada, 100% dos ovos goraram,
mostrando ser essencial a utilizacdo de solucdo crioprotetora para submeter embribes a

baixas temperaturas.

Tabela 3. Valores médios, minimos e maximos de eclosdo nos tratamentos de 1 a 7

e controles positivo (8) e negativo (9).

Tratamentos Média (%) Valor Minimo (%) Valor Maximo (%)

1 3 0 26
2 2 0 40
3 7 0 80
4 5 0 54
5 10 0 59
6 4 0 72
7 5 0 53
8 49 30 90
9 0 0 0

O tempo de permanéncia em refrigerador, bem como a temperatura de resfriamento,
sdo fatores criticos para os embrides de piracanjuba. Apos o resfriamento verificou-se que
com os tempos de estocagem de 24, 72 e 168 horas ndo houve sobrevivéncia, e que, 0s
valores médios de eclosdo e sobrevivéncia, considerando todos os tratamentos, cairam
significativamente quando se aumentou o tempo de 6 para 10 horas e diminuiu-se a
temperatura de 8,0+2,0°C para 0,0+2,0°C (Tabelas 4 e 5).
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Tabela 4: Comparacdo dos valores médios de sobrevivéncia e eclosdo nas duas

temperaturas testadas considerando todos os tratamentos realizados.

Temperatura Média Sobrevivéncia Meédia Ecloséo
(%) (%)
8,0+2,0°C 202 142
0,0+£2,0°C 19P gP

* Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tabela 5: Comparacdo dos valores médios de sobrevivéncia e eclosdo nos tempos

de estocagem de 6 e 10 horas considerando todos os tratamentos realizados.

Estocagem Média Sobrevivéncia Média Ecloséo (%0)
(%)
6hs 21° 14°
10hs 10b 8b

* Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).

E interessante ressaltar que, embora tenham sido considerados como mortos, alguns
embrides ndo morreram imediatamente a sua retirada do refrigerador, chegando a se
desenvolver em torno de 1 a 2 horas de incubacdo. Outros, embora vivos (apresentando
batimento cardiaco, portanto considerados como sobreviventes), ndo chegaram a eclodir,
pois ndo apresentavam movimentos de cauda necessarios para romper o corion. Portanto, a
taxa de sobrevivéncia apresentou maiores indices quando comparadas a taxa de eclosdo.
Comparando-se os valores médios dos tratamentos, independente da temperatura ou do
tempo em refrigerador, notou-se que o tratamento 5 (Sacarose + Metanol + DMSO) se
destacou como o protocolo que apresentou 0 maior indice de sobrevivéncia. Os demais
protocolos testados ndo apresentaram diferenca estatistica entre si conforme pode ser
observado na Tabela 6.

Para taxas de ecloséo ndo houve diferencas entre os tratamentos e com relacdo a taxa
de deformidade, observamos que, proporcionalmente, o tratamento 5 foi 0 que apresentou

menor indice (Tabela 6).
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Quando comparou-se a interacdo entre as variaveis testadas ndo houve diferencas

significativas entre tratamentos, temperatura ou tempo de estocagem.

Tabela 6: Valores percentuais de sobrevivéncia, eclosdo e deformidades dentre os

tratamentos.
Tratamentos Média Média Média
Sobrevivéncia (%) Eclosdo (%) Deformidade (%)
1 8C 3b 7abc
2 2° 2 1°
3 13° 7° 11°
4 9c 5b 7abc
5 21° 10° 15
6 70 4b 5bc
7 11° 5 g%
Controle + 54° 49° 1°

* Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P<0,05).
5.3. Qualidade da agua
Os valores médios obtidos para temperatura e oxigénio dissolvido na agua das

incubadoras experimentais da Duke (cinco primeiras semanas) e do CEPTA/ICMBiIo (trés

Gltimas semanas) ao longo do experimento se encontram na Tabela 7:
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Tabela 7. Valores médios para temperatura e oxigénio dissolvido na agua das
incubadoras na Duke Energy (1-5) e no CEPTA/ICMBio (6-8):

Desovas Temperatura Oxigénio
1 245 +2,0°C 9,30 mg/L
2 24,7 £2,0°C 6,05 mg/L
3 25,3+2,0°C 5,68 mg/L
4 26,1 £2,0°C 5, 63 mg/L
5 26,5+ 2,0°C 6,30 mg/L
6 28,1 £2,0°C 5,63 mg/L
7 30,8 £2,0°C 6,30 mg/L
8 27,2 £2,0°C 5,91 mg/L

5.4. Anélises morfol6gicas

Verificou-se que em todos os tratamentos houve larvas apresentando algum tipo de
deformidade e/ou ovos gorados, inclusive no grupo controle positivo, que apresentou uma
pequena porcentagem de larvas deformadas (3%) na sétima repeticdo, em que a temperatura
média da agua ultrapassou os 30,0°C.

Os ovos do grupo controle positivo, quando vivos, apresentaram coloragdo variando
de azul a marrom, formato oval, corion integro (Figura 4A), células da blastoderme e
camada sincicial do vitelo bem definidas com nucleo evidente (Figura 4B, C e D), vitelo em
granulos bem delimitados e em formato arredondado (Figura 5A e B).

Os ovos submetidos ao resfriamento e que ndo se desenvolveram apresentaram
coloragdo opaca e esbranquicada, formato irregular, corion integro (Figura 5C), em
histologia, observou-se o vitelo, em algumas amostras, com aspecto de uma "massa celular"
(Figura 5D) e, em outras, com granulos em formato irregular (Figura 6A), 0 que também
pode ser visualizado em microscopia eletrbnica de transmissdo (Figura 6B) ou com
conteudo dos granulos extravasado (Figuras 6C e D). Em algumas amostras foi possivel
visualizar a blastoderme de forma alterada (Figuras 7A e B) porém, na maioria das amostras

analisadas, tanto a blastoderme quanto a camada sincicial de vitelo, se mostraram
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totalmente danificadas misturadas ao vitelo, ndo sendo possivel distinguir as células
claramente (Figuras 7 C e D).

As larvas do grupo controle positivo apresentaram cauda solta e alongada, vesicula
Optica bem formada e levemente pigmentada (Figura 8A). As que foram submetidas ao
resfriamento e apresentaram deformidades, também mostraram diferengas no padrdo de
tamanho quando comparadas as larvas do grupo controle positivo (com desenvolvimento
normal), sendo que a grande maioria eram menores que as normais, uma pequena
porcentagem eram maiores e, as larvas submetidas ao resfriamento, mas que ndo
apresentaram danos, apresentaram comprimento médio total préximo ao das larvas do

controle positivo (Tabela 8).

Tabela 8. Valores médios de comprimento total (em mm) de larvas do controle

positivo, larvas submetidas ao resfriamento maiores, menores e normais.

Comprimento total (mm)

Tratamentos Larvas maiores Larvas menores Larvas normais
Controle positivo 1,68+0,41 1,59+0,39 1,63+0,40
1 2,10+0,43 0,98+0,42 1.65+0,60
2 2.17+0,50 1,22+0,25 1,64+0,41
3 1,88+0,33 1,35+0,60 1,63+0,39
4 2,08+0,35 1,28+0,40 1,62+0,42
5 2,12+0,41 1,31+0,33 1,66+0,40
6 2,73%0,80 1,41+0,25 1,61+0,38
7 2,11+0,42 1,29+0,32 1,64+0,39

Observou-se que a variagdo no tamanho das larvas do grupo controle positivo foi
pequeno, considerou-se larvas "normais" o comprimento total apresentado pela grande
maioria, visto que no grupo controle positivo praticamente todas as larvas se apresentaram
sem deformidades estruturais. Nas larvas submetidas ao resfriamento a variagdo de tamanho
foi grande chegando até a 1,32 mm no tratamento 6.

As principais deformidades notadas foram principalmente relacionadas a formacéo

do sistema nervoso e coluna vertebral. Lordose, escoliose, cifose, ma formacdo da cauda,
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gue se apresentava curta ou sinuosa, sendo uma barreira a eclosdo ja que a larva ndo
conseguia se movimentar adequadamente para romper o corion, além de, retracdo do vitelo,
microcefalia e macrocefalia (Figuras 8 B, C, D, E, F, G e H).

Em microscopia de luz, as larvas normais, possuiam vitelo integro, prosencéfalo e
vesicula Gtica com desenvolvimento normal e notocorda organizada, com vacuolos grandes
(Figuras 9A, B e 10D), porém na maioria das larvas deformadas, para todos os tratamentos
testados, notou-se que embora o vitelo tenha permanecido com suas membranas intactas e
seu conteldo aparentemente normal, a vesicula Optica se mostrou pouco desenvolvida, ou
mal formada, em posicdo anatdmica aversa ao padrao de desenvolvimento e o prosencéfalo,
bem como a notocorda, apresentaram-se anormais (Figuras 9 C, D, E e F e 10C).

Constatou-se, em algumas amostras, que as células da regido da cabeca possuiam a
membrana plasmatica rompida embora a membrana nuclear e as organelas estivessem
intactas. Observou-se também a presenca de um grande nimero de vactolos e mitocondrias
em células da regido entre o embrido e o vitelo (Figura 10A e B), e um tipo de contetdo
desconhecido, de aspecto coloidal, tanto entre os granulos de vitelo, quanto inter e intra
células, por toda extensdo da larva (Figuras 10 E e F). Conforme a Tabela 9, podemos
observar que em cada tratamento, uma porcentagem de larvas submetidas ao resfriamento
ndo apresentaram quaisquer deformidades macroscopicamente, e estas também ndo as
apresentaram microscopicamente, sendo uma indicacdo de que aparentemente, o
desenvolvimento destas larvas ocorreria de maneira saudavel.

Tabela 9: Porcentagem de larvas com desenvolvimento normal em cada tratamento

e no controle positivo.

Tratamentos % de Larvas normais
1 1
2 1
3 2
4 2
5 6
6 2
7 2

Controle positivo 53




Tese de Doutorado Paes, M.C. F. 32

Figura 4. Estereomicrografia e fotomicrografias de ovos de piracanjuba (Brycon
orbignyanus): com desenvolvimento normal sendo possivel a visualizacdo das células da
blastoderme e da camada sincicial de vitelo, bem como vitelo em glébulos arredondados
(controle positivo). (V - vitelo, b- blastoderme, ¢ - cdrion) Colora¢do: B — Azul de

Toluidina; C e D — Hematoxilina-Floxina.



Tese de Doutorado Paes, M.C. F. 33

Figura 5. Estereomicrografia, eletronmicrografia e fotomicrografias de ovos de
piracanjuba (Brycon orbignyanus): A e B — com desenvolvimento normal (controle
positivo); C - ovo gorado visto em estereomicroscopio; D - submetido ao resfriamento
com blastoderme e vitelo indefinido porém, com cérion integro (tratamento 2, 0,0£2,0°C,

10hrs) (V - vitelo; ¢ — cdrion). Coloracdo: A, B e D — Hematoxilina-Floxina.
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Figura 6. Fotomicrografias (A e C) e eletronmicrografias (B e D) de ovos de piracanjuba
(Brycon orbignyanus): A e B - submetidos ao resfriamento com vitelo apresentando
aspecto alterado (tratamento 1, 0£2°C, 10hrs); C e D — submetidos ao resfriamento
apresentando vitelo com conteldo extravasado (tratamento 2, 8+2°C, 10hrs; tratamento 1,
0+2°C, 10hrs, respectivamente). (V - vitelo) Coloracdo: A — Azul de Toluidina; C -

Hematoxilina-Floxina.
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Figura 7. Fotomicrografias de ovos de piracanjuba (Brycon orbignyanus): submetidos ao
resfriamento com células da blastoderme alteradas; vitelo apresentando aspecto alterado
(tratamento 1, 0+2°C, 10hrs); C e D — submetidos ao resfriamento com aspecto amorfo,
blastoderme e vitelo indefinidos (A e C - tratamento 2, 0,0+2,0°C, 10hrs; B e D - tratamento
3, 8,0+2,0°C, 10hrs). (V - vitelo; b - blastoderme; c - cdrion) Coloracdo: A e B — Azul de

Toluidina; C e D — Hematoxilina-Floxina.
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Figura 8. Estereomicrografias da morfologia externa das larvas de piracanjuba (Brycon
orbignyanus): A. desenvolvimento normal (controle positivo); B. deformidades na cauda
que se desenvolveu para cima (tratamento 5; 0,0+2,0°C; 6 hrs); C. deformidades na cauda
que se desenvolveu para baixo (tratamento 5; 0,0£2,0°C; 6 hrs); D. deformidades de vitelo,
cabeca e cauda (tratamento 5; 0,0+2,0°C; 6 hrs); E. microcefalia e deformidades na cauda
e vitelo (tratamento 3; 0,0£2,0°C; 6 hrs); F. cauda e vitelo apresentando anormalidades
(tratamento 5; 0,0+£2,0°C; 6 hrs); G. deformidades de vitelo, cabeca e cauda (tratamento 1;
8,0£2,0°C; 6 hrs); H. Larva pouco desenvolvida, com cauda e cabeca anormais (tratamento
5;0,0£2,0°C; 6 hrs) (V - vitelo).
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Figura 9. Fotomicrografias de larvas de piracanjuba (Brycon orbignyanus): A e B - com
desenvolvimento normal (controle positivo); C, D, E e F - larvas submetidas ao
resfriamento com vesicula dptica e prosencéfalo anormais (tratamento 5, 8,0+2,0°C, 6 hrs;
tratamento 3, 0,0+2,0°C, 6 hrs; tratamento 5, 8,0+2,0°C, 6 hrs; tratamento 2, 8,0+2,0°C, 6
hrs, respectivamente). Coloracdo: A, C e E — Azul de Toluidina; B, D e F — Hematoxilina-

Floxina.
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Figura 10: Fotomicrografias e eletronmicrografias de larvas de piracanjuba (Brycon
orbignyanus): A e B - larva submetida ao resfriamento apresentando véacuolos e
mitocéndrias (tratamento 5, 0£2°C, 10 hrs); C e D — larva submetida ao resfriamento
mostrando notocorda com aspecto alterado (tratamento 1, 8+2°C, 6 hrs) e larva do controle
positivo, respectivamente; E e F — larvas submetidas ao resfriamento mostrando contetido
desconhecido entre granulos de vitelo e intra célula da cabega (tratamento 7, 8£2°C, 6 hrs).
(Quadrado - regido onde se encontra vaclolos; circulo - mitocondrias; asterisco - vactolos.
No - notocorda; Gv - granulos de vitelo; setas - conteldo desconhecido de aspecto
coloidal; N - ndcleo; Nu - nucléolo). Coloracdo: A e D — Azul de Toluidina; C -

Hematoxilina-Floxina.
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6. DISCUSSAO

O resfriamento tanto para gametas quanto para embrides de peixes, tem se tornado
uma alternativa viavel para conservacio a curto prazo (ZANIBONI-FILHO e NUNER,
2004). Para se atingir 0 sucesso neste procedimento muitos fatores devem ser estudados e
considerados em conjunto, tais como: a espécie com que se vai trabalhar; o tipo, a
toxicidade e concentracdo dos crioprotetores a serem utilizados; a fase do desenvolvimento
embrionario que melhor resiste ao frio; a curva de resfriamento aplicada; a temperatura e 0
tempo de estocagem; o reaquecimento e rehidratacdo dos embrides ap6s o resfriamento; e
ainda, deve-se avaliar ndo s6 dados de eclosdo e sobrevivéncia mas também os danos
estruturais, ultraestruturais e genéticos causados pela baixa temperatura, para assegurar que
estes embrides que sobreviveram terdo condigdes de se tornarem individuos adultos.

Os protocolos de resfriamento variam muito de espécie para espécie. Analisando os
trabalhos de Zhang et al. (1993) (Danio rerio); Ahammad et al. (1998) (Labeo rohita, Catla
catla, Cirrhinus mrigala); Ahammad et al. (2002) (Cyprinus carpio); Beirdo et al. (2006)
(Spaurus aurata); Streit Jr. et al. (2007) (Piaractus mesmopotamicus); Fornari et al. (2011)
(Rhinolepis aspera) notamos que um protocolo utilizado com sucesso em uma espécie pode
ndo ser aplicado com os mesmos resultados satisfatorios a outra, isto porque cada uma
possui suas particularidades.

Levando-se em conta que a piracanjuba é uma espécie sensivel ao manejo
reprodutivo, pois é comum a morte de matrizes apds submissdo a inducdo hormonal e
desova (GANECO e NAKAGHI, 2003) e que esse estresse reprodutivo reflete na qualidade
das desovas (ZANIBONI-FILHO e NUNER, 2004), as taxas de sobrevivéncia pds-
resfriamento encontradas nesta pesquisa podem ser consideradas razoaveis, embora novos
protocolos de resfriamento deveréo ser testados para resultados ainda melhores.

Além da sensibilidade da espécie, outros fatores podem influenciar a sobrevivéncia
de larvas, tais como a qualidade da &gua de incubacdo e heranca genética das matrizes
(SAILLANT et al.,, 2001), assim, para minimizar possiveis problemas genéticos, foi
utilizado um "pool" de desovas provenientes de varios reprodutores e os embrides utilizados
nos experimento foram previamente selecionados para assegurar que eram viaveis. Os
valores de temperatura e oxigénio dissolvido na agua das incubadoras experimentais
também foram constantemente monitorados, estando o0s resultados dentro da faixa
considerada aceitavel para o cultivo da piracanjuba, de acordo com Reynalte-Tataje et al.
(2004).
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Como observado, qualquer que seja o protocolo utilizado, é imprescindivel a
utilizacdo de solugdes crioprotetoras (FORNARI et al., 2011). Os crioprotetores mais
comumente usados para peixes sdo metanol, DMSO, glicerol, etilenoglicol e sacarose
(ZHANG et al., 1993). O etilenoglicol é o crioprotetor mais utilizado em protocolos de
criopreservacdo nas espécies domésticas, devido ao seu baixo peso molecular e baixa
toxicidade (GREEN, 2005). Porém, segundo Dobrinsky (2002), a estratégia para 0 sucesso
dos protocolos de criopreservacdo estd na combinagdo de crioprotetores intracelulares e
extracelulares que vem sendo usados e aprimorados para a obtencéo de resultados cada vez
melhores.

A realizacdo de testes de toxicidade sdo importantes para avaliar se o
comprometimento da sobrevivéncia e deformidade de embrifes ocorrem devido ao
crioprotetor ou a baixa temperatura. A tolerancia ao crioprotetor varia de acordo com a
concentracdo utilizada. Em altas concentracBes, os crioprotetores podem causar injurias
celulares devido a sua toxicidade quimica e ao estresse osmotico (PAPADOPOULOQOS et al,
2002), causando desnaturagdo de proteinas, desarranjo da bicamada lipidica e deteriorizagéo
de toda estrutura celular (GODOY, 2012).

Silva et al. (2006) avaliaram a toxicidade do DMSO em Brycon orbignyanus em
diferentes concentragdes e concluiram que este quando usado na concentra¢do de 2M ndo
foi toxico aos embrides, porém nas concentragcbes de 4M, 6M e 8M, j& se observaram
algum tipo de dano. Zhang et al. (1993) verificaram que a maxima concentracdo ndo tdxica
para embrides de Danio rerio expostos por 30 minutos, a temperatura ambiente, em
diferentes fases de desenvolvimento embrionario, foram de 2M para metanol, DMSO e
etilenoglicol, 1M para glicerol e 0,5M para sacarose. Os embrides de piracanjuba, nas
condicBes experimentais desta pesquisa, apresentaram boa tolerancia as concentracdes e
crioprotetores utilizados, mostrando que a toxicidade dos crioprotetores varia para cada
espécie.

A sensibilidade ao frio também esta diretamente ligada a fase de desenvolvimento
embrionario (ZHANG e RAWSON, 1995; LOPES et al., 2012). Os estagios ontogenéticos
iniciais sdo mais sensiveis a exposicdo de crioprotetor do que estadgios mais avancados
(LAHNSTEINER, 2008). Lahnsteiner (2008) sugere que o inicio dos processos de
diferenciacdo celular podem ser afetados pelos crioprotetores e que, pouco depois da
fertilizacdo, os processos que conduzem a protecdo contra o ambiente ainda ndo estdo
completamente terminados (endurecimento do corion, absorcdo de dgua e osmorregulacéo)

e, portanto, estagios ontogenéticos iniciais podem ser altamente permeaveis a agentes
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crioprotetores. Além disso, o potencial de desintoxicacdo das vias metabélicas reguladoras
de embrides em fase inicial, sdo menos capazes de compensar efeitos tdxicos quando
comparados aos estagios mais avancados.

Em contrapartida, quando o embrido esta em estdgio muito avangado, este também
apresenta particularidades que ndo sdo recomendaveis a criopreservacdo, tais como uma
maior complexidade de células. Em embrides de Piaractus mesopotamicus submetidos ao
resfriamento, em 4 estagios de desenvolvimento diferentes, verificou que o estagio de
fechamento do blastéporo foi o que apresentou maiores indices de sobrevivéncia (LOPES,
2010). Este estagio foi o escolhido para o presente estudo baseado nos bons resultados
apresentados nos trabalhos de resfriamento com espécies tropicais, tais como pacu
(Piaractus mesopotamicus) (STREIT JR. et al., 2007; NEVES, 2008; DIGMAYER, 2010;
FORNARI et al., 2010) e cascudo preto (Rhinelepis aspera) (FORNARI et al., 2011).

Outro fator importante num protocolo de resfriamento é a curva de resfriamento que
nada mais é do que a velocidade de redugdo da temperatura concomitantemente com a
desidratacdo que as células sofrem enquanto estdo sendo resfriadas (LOPES, 2010). No
presente estudo, os embrides foram resfriados da temperatura ambiente para 20,0°C por 10
minutos, depois para 10,0°C por mais 10 minutos e entdo estocados a 8,0+2,0°C ou
0,0+2,0°C.

Quando o resfriamento é lento o suficiente as células sdo capazes de perder agua
rapidamente por osmose, e assim suportar a desidratacdo (LOPES, 2010). Por outro lado, se
o resfriamento for répido demais, o potencial quimico da agua e da solucdo extracelular
diminui mais répido do que o da agua intracelular, resultando em &gua intracelular
remanescente que pode formar gelo intracelular letal para as células (ZHANG et al., 2007).

Zhang et al. (2003) demonstraram que, em embrides de Danio rerio submetidos a
diferentes curvas de resfriamento (10,0°C/minuto, 30,0°C/minuto, ~300,0°C/minuto), o
efeito do crioprotetor metanol apresentou resultados mais satisfatérios quando os embrides
foram submetidos ao resfriamento mais lento, ndo apresentando diferencas significativas em
relacdo ao controle ndo resfriado.

Deve-se levar em consideracdo também a temperatura e 0 tempo de estocagem que
0s embrifes podem suportar sem comprometer sua sobrevivéncia. Ahammad et al. (1998)
testando diferentes concentracbes de crioprotetores para trés espécies de carpa, expostos a
temperatura de 4,0°C e utilizando como crioprotetores metanol e sacarose, relataram
sobrevivéncia méxima de, aproximadamente, 57,5% para Labeo rohita, com 13 horas de

estocagem; 47,5% para Catla catla, com 8 horas de estocagem e, 32,5% para Cirrhinus
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mrigala, com 12 horas de estocagem. Um estudo com cascudo preto (Rhinelepis aspera),
apresentou dados de aproximadamente 50% de sobrevivéncia, utilizando-se solugdes
crioprotetoras em que o metanol e a sacarose estavam presentes, por 6 horas a uma
temperatura de -8,0°C (FORNARI et al., 2011). Trabalhos com o pacu (Piaractus
mesopotamicus) apresentaram taxas de sobrevivéncia de 69%, 85% e 40,5%, quando
estocados por 6 horas a temperaturas de -8,0°C na combinacao dos crioprotetores metanol +
sacarose, em diferentes concentracbes (STREIT JR et al, 2007; FORNARI, 2009;
DIGMAYER, 2010). Para a piracanjuba, guando se aumentou o tempo de estocagem de 6
para 10 horas, bem como, quando diminuiu-se a temperatura de 8,0+2,0°C para 0,0£2,0, 0s
valores médios de eclosdo e sobrevivéncia cairam quase pela metade e os embrides ndo
sobreviveram com 24, 72 e 168 horas de estocagem, corroborando os estudos de Ahammad
et al. (2003) que estudando carpa comum (Cyprinus carpio) afirmaram que a taxa de
sobrevivéncia tende a diminuir conforme se aumenta o periodo de armazenamento.

O posterior reaquecimento e rehidratacdo dos embrides também é importante e deve
ser considerado em processos de resfriamento. Ha protocolos que utilizam o reaquecimento
lento, expondo, por exemplo, 0s embribes ao ar em temperatura ambiente, ou
reaquecimento répido, através da imersdo em banho-maria por alguns minutos a uma
temperatura entre 28,0 e 30,0°C, ou ainda campos com frequéncia eletromagnética (forno
de micro-ondas especial), por vezes considerado inadequado por promover o aguecimento
da amostra de forma desigual (ROBINSON et al., 2002).

Desai et al. (2011) estudando embriGes de Danio rerio, em diferentes fases do
desenvolvimento, quando submetidos ao resfriamento e posterior reaquecimento em banho-
maria a 28,0°C, ndo notaram diferencas significativas nas taxas de eclosdo. No presente
estudo, para que o choque térmico ndo fosse muito grande, os embrides de piracanjuba
foram aclimatados por 15 minutos em banho-maria com &gua da incubadora a temperatura
ambiente, para posterior remogéo dos crioprotetores e incubacéo.

A remocéo do crioprotetor € necessaria para que ocorra a rehidratacdo dos embrides
e diminua danos causados pela sua toxicidade (GREEN, 2005). De acordo com Schneider e
Mazur (1984) citado por Godoy (2012), a diluicdo do crioprotetor tem como fungdo evitar a
entrada muito rapida de &gua na célula, pois uma reducgdo dréstica na osmolaridade levaria a
lise celular. Wessel e Ball, (2004) recomendam uma diluicdo gradual da solugéo
crioprotetora durante a remocéo a fim de amenizar efeitos deletérios.

Varios fatores podem ocasionar deformidades em embrifes, dentre eles, Leme dos

Santos e Azoubel (1996) que afirmaram que a temperatura da dgua de incubag&o influencia
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diretamente o desenvolvimento embrionério dos peixes sendo que em temperaturas mais
baixas esse tempo é maior e em temperaturas mais altas o desenvolvimento é acelerado
podendo inclusive acarretar deformidades. Este fato foi observado em B. orbignyanus, que
apresentou larvas deformadas ndo s6 nos tratamentos de resfriamentos testados como
também uma peguena porcentagem de larvas deformadas foram encontradas no grupo
controle quando a temperatura superou os 30,0°C.

Digmayer (2010) encontrou larvas defeituosas para pacus quando submetidos ao
resfriamento. Este dado é importante ser relatado, pois, embora vivas e com batimento
cardiaco, larvas deformadas dificilmente terdo condicdes de se desenvolverem até a fase
adulta.

Neves (2008) descreveu para embribes de pacu submetidos ao congelamento e
descongelamento que estes se apresentavam com uma coloracdo esbranquicada e cérion
rompido quando visualizados em microscopia de luz. Também foi encontrado para os
embrides de piracanjuba o aspecto opaco e esbranquicado logo apds o resfriamento, porém,
quando visualizados em microscopia de luz, pode-se observar que o cdrion destes embrides
permaneceu intacto.

Hagedorn et al. (1998) estudando danos ultraestruturais causados pelo
congelamento em embrides de zebrafish expostos aos crioprotetores DMSO e
propilenoglicol, relataram que o vitelo manteve-se integro morfologicamente, com
membranas intactas e conteddo aparentemente normal. Porém, nas condi¢des experimentais
desta pesquisa, embrides de piracanjuba apresentaram vitelo alterado e com o conteido dos
grénulos extravasado ou granulos em formato irregular, o que também pdde ser visualizado
em microscopia eletronica de transmissdo. Neves (2008) considera que a lesdo das
membranas celulares dos granulos de vitelo possa ocorrer por varios fatores, tais como, a
baixa temperatura, penetracdo insuficiente de crioprotetores, tempo insuficiente de
permeacdo ou toxicidade da solucéo crioprotetora utilizada.

Na maioria dos ovos analisados a blastoderme e a camada sincicial de vitelo se
mostraram totalmente danificadas, ndo sendo possivel distinguir as células claramente.
Neves et al. (2012) também encontraram em embrides de pacu pds-descongelamento, a
camada sincicial vitelina em formato, tamanho e espessura variadas com localizacao atipica,
sendo muitas vezes encontrada abaixo do vitelo, ou envolvendo pedacgos deste separados.
Dobrinsky (1996) afirma que a formacéo de cristais de gelo intracelular pode lesar a

membrana plasmatica da célula, desnaturar as funcGes intracelulares e as organelas.
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7. CONCLUSOES

Diante dos protocolos testados, verificou-se que a temperatura e o tempo de
estocagem séo fatores criticos para os embrides, pois, nos tempos de 24, 72 e 168 horas ndo
houve sobrevivéncia e em todos os tratamentos testados houve larvas apresentando
anomalias. Quando se alterou o tempo de estocagem de 6 para 10 horas, bem como a
temperatura de 8,0+2,0°C para 0,0+2,0°C, a mortalidade dos embrides aumentou
significativamente. A interacdo entre todas as varidveis testadas ndo apresentou diferenca
significativa, mas quando considerou-se as médias dos tratamentos, independente da
temperatura e do tempo de estocagem, aquele que apresentou melhor indice de

sobrevivéncia foi o que utilizou a combinagdo de Sacarose + Metanol + DMSO.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Ainda ha muito o que se conhecer e estudar quando se trata de criopreservacdo de
embrides de peixe, ndo somente B. orbignyanus, mas também de muitas espécies de
teledsteos que se encontram ameacadas de extingdo e necessitam de medidas
conservacionistas urgentes.

Esta pesquisa, de extrema importancia, fornece valiosas informagdes a respeito do
comportamento de embrides perante o resfriamento e contribuirda ndo so para reproducéo,
repovoamento e conservacdo desta espécie, como também ira servir de base para novas
pesquisas afim de se obter respostas ainda melhores e num futuro ndo muito distante,

possibilitar o restabelecimento da populagéo da piracanjuba em nossos rios.
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