Revista Brasileira de Higiene e Sanidade Animal
Print version ISSN 1981 — 2965
Revista Brasileira de Higiene e Sanidade Animal, v. 07, n. 2, p. 323-344, jul-dez, 2013
http://dx.doi.org/10.5935/1981-2965.20130027
Artigo Cientifico
Zootecnia / Recursos Pesqueiros

Chilling of tambaqui (Colossoma macropomum) embryos at different times of storage.
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Vinicius Lourenco®, Célia Maria Souza Sampaio*

ABSTRACT: The technique of cryopreservation of fish embryos has not efficient
results yet, however, the cooling of embryos has been used with satisfactory results. The aim
of this study was cooling embryos Colossoma macropomum subjected to a temperature of 2°C
at different times of storage. Embryos were used in the following embryonic stages:
blastoderm - 1.2 hours post-fertilization (hpf), epibolia - 5-hpf; closing blastopore - 8-hpf;
appearance of the optic vesicle - 13 hpf. One hundred embryos, of each stage of ontogeny
selected, were treated with glucose 0.5 M solution with 10% methanol, glucose 0.5 M with
10% methyl glycol and glucose 0.5 M in dimethylsulfoxide (DMSQ) and cooled at 2°C for 6,
8, 10 and 12 hours. Statistical analysis was performed by ANOVA and Tukey test with 5%
significance. We observed a significantly higher difference in complete development of live
larvae with the group treated with methanol solution of glucose and a greater survival in the
embryos at earlier developmental stages (8-hpf and 13-hpf). It is concluded, therefore, that the
embryonic stages of closing blastopore (8-hpf) and appearance of the optic vesicle (13 hpf)
can be considered the most recommended for use in cooling protocol of embryos of C.

macropomum maintained for 8 hours at 2°C.
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Resfriamento de embrides de tambaqui (Colossoma macropomum) em diferentes tempos de

estocagem

RESUMO: A técnica de criopreservacdo de embrifes de peixe ainda ndo apresenta
resultados eficientes, entretanto, o resfriamento de embrides ja vem sendo utilizado com
resultados satisfatorios. O objetivo desse trabalho foi realizar resfriamento de embribes de
Colossoma macropomum submetidos a temperatura de 2° C em diferentes tempos de
estocagem. Foram utilizados embrides nos seguintes estddios embrionarios: blastoderme -
1,2-horas pds-fertilizacdo (hpf), epibolia - 5-hpf ; fechamento do blastéporo - 8-hpf;
aparecimento da vesicula Optica no embrido - 13-hpf. De cada fase ontogenética foram
selecionados cem embrides que foram tratados com solucdo de glicose 0,5 M com metanol
10%, glicose 0,5 M com metilglicol 10% e glicose 0,5 M com dimetilsulfoxido (DMSQO) e
resfriados a 2 °C por 6, 8, 10 e 12 horas. A anélise estatistica foi feita por ANOVA e teste de
Tukey com significancia de 5%. Foi observada uma diferenca significativamente superior na
média de larvas vivas com desenvolvimento completo no grupo tratado com solucdo de
glicose-metanol e uma maior sobrevivéncia nos embriGes em estadios de desenvolvimento
mais adiantados (8-hpf e 13-hpf). Concluiu-se, portanto, que os estadios embrionarios de
fechamento de blastoporo (8-hpf) e aparecimento de vesicula Optica (13-hpf) podem ser
considerados 0s mais recomendados para a utilizacdo em protocolo de resfriamento de
embribes de C. macropomum mantidos até 8 horas a 2° C.

Palavras-Chave: Aquicultura, peixes da América do Sul, crioprotetores,

sobrevivéncia larval, estocagem.
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Introducéo
Desde 1970, a criopreservacdo de
embrides tem sido aplicada com sucesso
em algumas espécies de mamiferos
(DOBRINSKY 2002) e alguns
invertebrados marinhos, como mariscos
(CHAO et al.,, 1997), ouricos do mar
(ASAHINA & TAKAHASHI 1979) e
poliquetas (OLIVE & WANG 1997), além
de estudos sobre criopreservacdo de
embrides de zebrafish (LIU et al. 1998,

HAGEDORN et al. 2004).
Além disso, nos ultimos anos, com
o rapido desenvolvimento da piscicultura,
algumas tentativas de criopreservacdo de
embrides foram realizadas, particularmente
em espécies com grande valor comercial,
como Paralichthys olivaceus (ZHANG et
al., 2003, CHEN & TIAN 2005),

Scophthalmus maximus (CABRITA et al.,

2003, ROBLES et al., 2003), Sparus
aurata (BEIRAO et al., 2006; CABRITA
et al., 2006) e Pagrus major (DING &
XIAO 2007), entretanto sem resultados
satisfatorios, devido a alta sensibilidade ao
frio dos embrides de peixe.
LANHSTEINER (2008) atribui
essa sensibilidade ao frio nos estadios
iniciais e a sua queda progressiva a medida
que ocorre o0 desenvolvimento, aos
seguintes fatores: (a) a rapida diferenciacao
afetada pela acdo dos crioprotetores; (b) a
ndo-formacao completa do 0vo
imediatamente apds a fertilizacdo assim
como a dureza do cdrion afetando o fluxo
de agua e a regulagdo osmatica tornando o0s
estddios  ontogenéticos iniciais  mais
permedveis aos crioprotetores que em
outros estadios; e (c) nos estadios iniciais

embrionarios, as vias metabdlicas ainda
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ndo estdo completamente desenvolvidas e
ndo impedem totalmente os efeitos toxicos
dos crioprotetores. Sendo assim, a
criopreservacdo de embrides de peixes
ainda ndo é feita com eficiéncia,
entretanto, o resfriamento de embrides
pode ser uma alternativa.

A técnica de resfriamento consiste
em submeter o embrido a uma solucao
crioprotetora e manté-los estocados por
um determinado periodo de tempo em
baixas temperaturas com associacdo de um
crioprotetor de acdo intracelular com outro
extracelular (HOLT 2000). Em relacdo ao
resfriamento de embriGes, ja foram
realizados em espécies como Cyprinus
carpio em diferentes concentracdes de
solucdo e crioprotetor em temperaturas
variando de 4 °C a -2 °C (AHMMAD et al.,
2002). Estudos mais recentes (STREIT Jr
et al., 2007; LOPES et al., 2011; LOPES et
al.; 2012) mostraram ser possivel
armazenar embrides de P. mesopotamicus
a baixas temperaturas, sem perdas

significativas na taxa de eclos&o, entretanto

estudos com resfriamento de embrides de
teledsteos ainda s&o escassos.

@) tambaqui (Colossoma
macropomum) € um peixe migrador
pertencente & ordem Characiformes,
composta por espécies oriundas da bacia
Amazonica e do rio Orinoco. Entre as
espécies nativas brasileiras de agua doce, o
tambaqui representa a maior producdo na
aquicultura brasileira, superado somente
pelas espécies exoticas tilapia
(Oreochromis niloticus) e carpa (C.carpio)
(IBAMA 2008).

Existem poucos relatos  sobre
resfriamento a temperatura negativa de
embrides dessa espécie e com resfriamento
a temperatura préxima de zero, esse
trabalho é o primeiro realizado. O objetivo
desse trabalho foi realizar resfriamento de
embrides de C. macropomum submetidos
em solucdo de glicose combinada a

crioprotetores internos, a temperatura de 2°

C em diferentes tempos de estocagem.

326



Material e Métodos

O presente estudo foi registrado sob
n°11518562-3/73 pela Comissdo de Etica
para 0 Uso de Animais da Universidade
Estadual do Ceara (CEUA). Embribes de
Colossoma macropomum foram coletados,
em janeiro e fevereiro de 2012, no Centro
de Pesquisas em Aquicultura (CPAqQ) do
DNOCS, no municipio de Pentecoste,
Ceard, situado a 03°45'00"S e 039°1024"W
e distante 82 km de Fortaleza.

Foi utilizado um pool de ovos
proveniente das desovas de seis casais,
resultantes da inducdo hormonal. Para isso,
foram injetados (intramuscular) 5,5mg.kg™
de extrato bruto de pituitéaria de carpa(cPE;
Danubio Aquacultura, Blumenau, Santa
Catarina) em duas doses (0,5 e 5,0mg.kg’
1, com intervalo de 12 horas para fémeas,
e 1,0mg.kg? (dose Gnica) para machos.
Apos 275 horas/grau, ocorreu a extrusao
dos gametas e os ovos recém-fertilizados
foram transferidas para incubadoras

conicas (18L) com fluxo continuo de agua.

A sequencia de eventos ocorridos da fase
de desenvolvimento do embrido ate a
eclosdo de larvas foi acompanhada
permitindo assim, avaliar como ocorria 0
desenvolvimento. A temperatura da agua
foi mantida em 27°C+1,0.

O grupo controle foi utilizado para
verificar a influencia da selecdo de ovos
viaveis, em momentos distintos da fase
ontogenética, na taxa de eclosdo, mesmo
sem passar por tratamento de resfriamento.
Este grupo foi composto por quatro
tratamentos, sendo que cada um
representava 0s  seguintes  estadios
embrionarios (LOPES et al., 2011):
Tratamento controle 1: blastoderme - 1,2-
horas pos-fertilizacdo (hpf), (~64 células);
Tratamento controle 2: epibolia - 5-hpf
(25% movimento de epibolia); Tratamento
controle 3: fechamento do blastoporo - 8-
hpf (90% movimento de epibolia);
Tratamento controle 4: aparecimento da

vesicula optica no embrido - 13-hpf. Para

isso, foram utilizadas 12 incubadoras de 3
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L, com fluxo continuo, sem passar por
solucdo crioprotetora até 0 momento de
eclosdo das larvas (aproximadamente 18-
hpf).

Para compor o grupo tratamento,
embrides viaveis nos diferentes estadios
embrionarios (1,2; 5; 8 e 13-hpf) foram
coletados das incubadoras, sendo que cada
unidade experimental foi acondicionada
em tubos vacutainer e recebeu solucdo
crioprotetora contendo glicose 0.5 M e
metanol 10% ou glicose 0,5 M e DMSO
10% ou glicose 0,5 M e metilglicol 10%.
Em seguida, estes tubos foram levados a
caixas de isopor e gelo, cuja temperatura
foi constantemente controlada.

Desta forma, os embrides passaram
por uma curva de resfriamento, onde a
temperatura caiu cerca de 0,5°C por
minuto, até atingirem 2°C, sendo mantidos
em quatro tempos de estocagem, 6, 8, 10 e

Os ovos viaveis selecionados foram
divididos em grupo controle e grupo
tratamento (resfriamento em quatro tempos

de estocagem). Cada unidade experimental

12 horas. Os tubos foram retirados do
refrigerador, aclimatados por cinco
minutos em agua a temperatura ambiente, e
em seguida transferidos para incubadoras
de 3 L. Cada tubo ocupou uma incubadora
com fluxo de &gua continuo, onde
permaneceram até completar 0
desenvolvimento embrionario (Figura 1).
Ao completar o desenvolvimento
embrionario (aproximadamente 18-hpf),
tanto o grupo controle quanto 0s grupos
tratamentos foram retirados das
incubadoras para estimar o ndmero de
larvas vivas com  desenvolvimento
completo. Foi analisado o total de larvas
vivas de embribes tratados por hora de
resfriamento, pela sobrevivéncia nas
diferentes fases ontogenéticas. Também foi
avaliado o efeito dos tratamentos pelas
horas de resfriamento e pelos estadios de
desenvolvimento.
foi composta por 100 embribes viaveis.
Para 0 grupo controle houve trés

repeticdes. Para os grupos tratados foram

realizadas sete repeticdes.
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Selegdo de reprodutores
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Figura 1. Fluxograma do resfriamento de embriées de Colossoma macropomum nos quatro

estadios embrionarios em quatro tempos de estocagem. Adaptado de Lopes et al. (2011).

Figure 1. Flowchart cooling embryos Colossoma macropomum the four embryonic storage

time in four stages. Adapted from Lopes et al. (2011).

Os valores estdo expressos em
média + desvio padrdo (DP). Quando os
dados ndo seguiam a distribui¢cdo normal,
transformacdes arco seno eram realizadas.
Os dados foram testados para diferencas

significativas por ANOVA, seguido do

Teste de Tukey, quando necessario. O
nivel de significancia para todos os testes
estatisticos foi de 0,05. Todas as analises
estatisticas foram realizadas utilizando o

software R
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Resultados e Discussao

O porcentual de larvas vivas, a
partir dos ovos selecionados viaveis para

Em relacdo as larvas vivas com
desenvolvimento embrionario completo,
foi  observada diferenca estatistica
significativamente superior (p<0,05) na
média dos embrides resfriados em solugéo
de glicose-metanol quando comparados
com os tratamentos glicose-metilglicol ou
glicose-DMSO (Figura 2).

No tratamento glicose-metanol, foi
observada uma diminuicdo estatistica

significativa (p<0,05) no namero de larvas

a medida que o tempo de estocagem

os tratamentos do grupo controle (Quadro

1).

aumentou, resultando maior media a dos
embrides resfriados por 6 horas.

Ndo foi observada diferenca
estatistica significativa (p>0,05) na média
de sobrevivéncia larval entre  0s
tratamentos glicose-metilglicol e glicose-
DMSO, quando resfriados por 6 e 12
horas, entretanto, no tratamento glicose-
metilglicol,a sobrevivéncia é
significativamente menor (p<0,05) em

relacdo aos outros tratamentos quando

resfriado por 8 e 10 horas (Figura 2).

Quadro 1. Porcentual de larvas vivas (com desenvolvimento embrionério completo) para o0s

embrides de Colossoma macropomum, nos estadios embrionérios de 1,2; 5; 8 e 13-hpf

utilizados como controle

Estadio embrionério

Larvas vivas (%)

Blastoderme - 1,2 hpf
Epibolia - 5-hpf
Fechamento do blastéporo - 8-hpf

Aparecimento da vesicula optica - 13-hpf

88.1+1.0

83.7£1.5

93.3+x1.1

97.4+1.1

Cada média * erro padrdo da média representa os dados de trés repeticdes com 100 embrides

cada.

Each mean + standard error of the mean represents data from three repetitions with 100

embryos each.
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Tratamentos
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Figura 2. Média de larvas vivas (com desenvolvimento embrionario completo) de Colossoma
macropomum tratados e resfriados por diferentes tempo de estocagem. Letras mailsculas
representam diferencas entre crioprotetores para 0s mesmos tempos de estocagem e letras
minusculas representam diferencas entre os tempos de estocagem para 0 mesmo tratamento.
ANOVA e teste de Tukey.

Figure 2. Average live larvae (Full embryonic development) Colossoma macropomum
treated and cooled by different storage time. Capital letters represent differences between
cryoprotectants for the same storage time and lowercase letters represent differences between

the storage time for the same treatment. ANOVA and Tukey test.

Os embrides tratados com solucéo desenvolvimento larval completo

de glicose-metanol apresentaram estatisticamente superior (p<0,05)
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comparados aos outros tratamentos. Nos
estddios de 1,2-hpf e b5-hpf ndo foi
observada diferenca estatistica significativa
(p>0,05) enquanto a fase de 13-hpf foi
significativamente superior (p<0,05) em
relacdo as demais fases ontogenéticas,
tanto do grupo tratado com glicose metanol
guanto nos demais tratamentos (Figura 3).
Ndo foi observada diferenca estatistica
significativa (p>0,05) nas médias de larvas
vivas entre os grupos tratados com glicose-
metilglicol e glicose-DMSO, com excec¢édo
a fase de fechamento de blastoporo (8-hpf)
do tratamento glicose-DMSO, que nao
apresentou diferenca estatistica
significativa (p>0,05) com a mesma fase
(8-hpf) do tratamento glicose-metanol
(Figura 3).

Na fase de blastoderme (1,2-hpf) do
tratamento glicose-metilglicol foi
observada a menor média de larvas vivas
dos grupos tratados. Foi observado que
todos os embrides tratados apresentaram

médias de larvas vivas decrescentes com o

aumento de tempo de resfriamento.

Entretanto, os embrides tratados
com glicose-metanol apresentaram medias
estatisticas significativamente superiores
(p<0,05)  comparadas aos  demais
tratamentos, tanto nas diferentes fases
ontogenéticas (1,2; 5; 8; 13-hpf) como no
tempo de estocagem a 2°C (6,8,10, 12
horas) (Figura 3). Nos primeiros estadios
embrionarios  (1,2-hpf; 5-hpf) foram
observadas em todas as repeticdes, larvas
vivas com desenvolvimento completo em
todos os tempos de resfriamento (6, 8, 10,
12 horas) para embrides tratados com
glicose-metanol. Para 0s tratamentos
glicose-metilglicol e glicose-DMSO, o
numero de larvas vivas foi zero a partir de
10 horas de resfriamento.

Na fase de fechamento de
blastoporo (8-hpf), ndo houve diferenca
estatistica significativa (p>0,05) na média
de larvas vivas nos tratamentos glicose-
metanol e glicose-DMSO nos tempos de
resfriamento 8 e 10 horas, entretanto, por
12 horas de estocagem a 2° C, observou-se

um aumento estatistico significativo
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(p<0,05) na media de larvas vivas de
embrides tratados com glicose-metanol
(Figura 4).

Nas fases ontogenéticas de
fechamento do blastoporo e aparecimento
de vesicula optica (8-hpf; 13-hpf) ocorreu
um aumento de larvas nos tempos de
resfriamento maior (10, 12 h) nos
tratamentos glicose-metanol e glicose-
DMSO. Entretanto, no estadio de 13-hpf,
ha uma diferenca estatistica

A sensibilidade do embrido ao frio
estd relacionada com o tipo, nimero e
mecanismo de reparacdo das células e
tecidos, ou seja, quanto maior a
complexidade das células, menor a
possibilidade dessas células reagirem da
mesma forma quando expostas ao frio
(DINNYES et al 1998). Nesse estudo foi
observado que, 0 maior numero de larvas
vivas com desenvolvimento completo
apareceram nos tempos de estocagem mais
curtos e a sobrevivéncia das larvas maior a

medida que o0s estddios embrionarios

avancavam, sugerindo que a temperatura

significativamente maior (p<0,05) de
larvas vivas de embrifes tratados com
glicose-metanol quando comparada aos
demais tratamentos (Figura 4). Os
embrides tratados com solucdo de glicose-
metilglicol apresentaram as médias de
sobrevivéncia significativamente inferiores
(p<0,05) em relacdo aos tratamentos
glicose-DMSO e

glicose-metanol

respectivamente.

de armazenamento tem uma influéncia

acentuada no sucesso de eclosdo de

embrides resfriados de  Colossoma
macropomum.
Resultados semelhantes aos

observados por AHAMMAD et al (2002)
no resfriamento de embribes de C. carpio,
cuja viabilidade dos embrides mantidos a
4°C foi superior a dos embrides mantidos a
-2°C, quando mantidos resfriados por mais
tempo. O fato dos embribes terem
apresentado menor resisténcia quando
expostos a periodos mais prolongados,

pode estar relacionado a exposicédo a baixa
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temperatura, 0 que evidencia a macropomum quando estocado por longo

sensibilidade do embrido de C. periodo.
Tratamentos
Glicose metanol Glicose Metilglicol Glicose DMSO
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Figura 3. Média de larvas vivas (com desenvolvimento embrionario completo) para os
embrides de Colossoma macropomum, tratados com glicose-metanol, glicose-metilglicol e
glicose-DMSO, nas diferentes fases ontogenéticas. Letras maiusculas representam diferencas
entre crioprotetores nas mesmas fases ontogenéticas e letras minusculas representam
diferengas entre fases ontogenéticas no mesmo tratamento. ANOVA e teste de Tukey.

Figure 3. Average live larvae (Full embryonic development) for embryos Colossoma
macropomum treated with glucose-methanol, methyl glycol-glucose and glucose-DMSO in
different ontogenetic stages. Capital letters represent differences between cryoprotectants in
the same ontogenetic stages and lowercase letters represent differences between ontogenetic

stages in the same treatment. ANOVA and Tukey test.
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Efeitos dos tratamentos (Fase ontogenética x Horas de estocagem X Tratamentos)
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Figura 4. Meédias de larvas de P. brachypomus de embribes em diferentes estadios

ontogenéticos e resfriados em glicose combinada com metanol, metilglicol ou DMSO por 6 a

12 horas. A) Blastoderme (~1,2h poés fertilizacdo). B) Epibolia (~5 h p6s fertilizacdo). C)

Fechamento do blastéporo (~8h pos fertilizacdo). D) Aparecimento da vesicula dptica (~13h

pos fertilizacao).

Figure 4. Mean P. larvae brachypomus embryos at different stages in ontogenetic cooled and

glucose in combination with methanol , methyl cellosolve or DMSO for 6 to 12 hours. A)

blastoderm (~ 1.2 h post fertilization ) . B ) Epibolia (~ 5 hours post fertilization ) . C )

blastopore closure ( ~ 8h post fertilization ) . D ) Appearance of the optic vesicle ( ~ 13h post

fertilization ).

Os estadios embriondrios mais
resistentes para o C. macropomum, foram
os intermediarios, com 8 e 13-hpf, que
resultados de

corroboraram com 0s

AHAMMAD et al. (2003), utilizando

embrides de Labeo rohita, cuja maior
dos embrides

sobrevivéncia ocorreu

também quando pode-se visualizar 0s
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batimentos cardiacos. ZHANG et al.
(2003) afirmaram que durante 0 processo
ontogenético podem ocorrer “falhas” que
inviabilizam o sucesso da criopreservacéo,
como ocorreu no estadio de 1,2-hpf, em
que foi verificado nenhum embrido viavel.
Do mesmo modo ZHANG & RAWSON
(1995), trabalhando com embrides de
Danio renio em estadios iniciais, também
verificaram este fato.

No presente estudo, isto pode ser
atribuido ao fato de C. macropomum ser
uma espécie tropical, fazendo com que a
sensibilidade seja mais elevada nestes
estadios de desenvolvimento embrionério,
devido a elevada quantidade de lipidios no
embrido, dificultando a a¢do de protecao
dos crioprotetores.

Além disto, as fases iniciais de
desenvolvimento embrionario séo
susceptiveis ao efeito toxico sobre as
células (BART 2000), ou seja, as vias
metabolicas reguladoras nestes estadios
ainda se encontram pouco desenvolvidas,

sendo incapazes de compensar a toxicidade

dos  crioprotetores  (LAHNSTEINER
2009).

Dos crioprotetores usados, a
associacdo de glicose com metanol
apresentou maior taxa de larvas viaveis. A
utilizacdo do metanol como crioprotetor de
embrides de peixe vem apresentando bons
resultados (STREIT Jr et al., 2007; LOPES
et al, 2011, 2012), sendo este
potencializado quando associado a
crioprotetor extracelular (DENNISTON et
al. 2000).

Os crioprotetores extracelulares
mais utilizados sdo sacarose, glicose e
trealose (NIEMANN 1991, DENNISTON
et al., 2000). Artigos de resfriamento de
embrides de Piaractus mesopotamicus e
Prochilodus lineatus vem tido bons
resultados no uso de sacarose associada a
metanol (LOPES et al. 2010; LOPES et al.
2012; NINHAUS-SILVEIRA et al. 2012,
SILVA COSTA et al. 2012) e em
resfriamento de embrides de P.

mesopotamicus, a associacdo glicose-

metanol apresentou taxas de ecloséo
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inferiores quando comparada a sacarose-
metanol (STREIT Jr et al. 2007). A
associacdo glicose-metanol tem tido
sucesso na criopreservacao de gametas de
espéecies como P. lineatus (VIVEIROS et
al.,, 2010), glicose-metanol e glicose-
metilglicol em Piaractus brachypomum
(NASCIMENTO et al., 2010). FORNARI
(2012) obteve bons resultados no
resfriamento de embribes de C.
macropomum em solugdo de sacarose-
metanol a -8°C, entretanto, ndo ha relatos
de resfriamento de embrides de C.
macropomum utilizando glicose como
crioprotetor externo.

Apesar de ndo ter sido observado
resultados satisfatorios com 0
dimetilsulfoxido no resfriamento de
embrido de C. macropomum, nesse
trabalho, em embrides de “red drum”
(Sciaenops ocellatus), ROBERTSON et al.
(1988) que testaram glicerol, DMSO,
metilglicol, metanol, sacarose e sal

marinho, observaram que o metanol e o

DMSO apresentaram menor toxidez para a

espécie  que 0s outros crioprotetores
testados.

Porém, para algumas espécies como
em embrides de robalo (Scophthalmus
maximus), o0 DMSO foi menos tdxico que
o metanol e o metilglicol como
verificaram CABRITA et al. (2003).

A acdo toxica do crioprotetor
também pode estar relacionada com as
fases do desenvolvimento do embrido,
como demonstraram DINNYES et al.
(1998) com carpa (Cyprinus carpio), em
estddios de morula e segmentacdo, o
DMSO foi menos toxico que o metanol,
por outro lado, quando o0s embribes de
carpa apresentavam o coragdo batendo, o
metanol foi menos toxico.

O crioprotetor metilglicol mostrou-
se inapropriado para o resfriamento de
embrides de C. macropomum,
apresentando taxa de eclosédo
significativamente inferior aos
crioprotetores metanol e dimetilsulfoxido,
semelhante  obtido  em

resultado

resfriaimento de embrides de P.
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mesopotamicus por STREIT Jr et al.
(2007).

A toxidez do  crioprotetor
metilglicol pode estar relacionado a
interferéncia  deste  crioprotetor  no
metabolismo do embrido, o que poderia ter
provocado uma desestruturacdo celular e,
consequentemente, a morte do embrido. De
acordo com KUSUDA et al. (2002), a
susceptibilidade  dos embrides  dos
embribes ocorre em fungdo da degeneracao
celular e das proteinas da membrana
nuclear, devido a desidratacdo e aumento
na concentracdo salina em decorréncia do
contato com o crioprotetor.

Concluséo

Conclui-se portanto que os estadios
embrionarios de fechamento de blastéporo
(8-hpf) e aparecimento de vesicula Optica
(13-hpf) podem ser considerados mais
recomendados para a utilizagdo em
protocolo de resfriamento de embrides de

C. macropomum mantidos até 8 horas a

2°C, sendo que o melhor resultado foi

observado no estadio de 8-hpf estocado por
seis horas.

Entretanto, fatores relacionados a
injurias no resfriamento e, controle total da
permeabilidade e osmorregulacdo do
embrido devem ser considerados além de
testes com outros tipos de crioprotetores

extracelulares.
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