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INTRODUCAO

A preservacao dos recursos genéticos para a manutengdo da vida aquicola tem se
tornado cada vez mais relevante nos tltimos anos. As populagdes naturais de peixes, de
forma geral, estdo ameacadas, principalmente devido a pesca excessiva e polui¢do ambiental.
Problema esse que também vem acontecendo como o surubim-do Paraiba, Steindachneridion
parahybae, uma espécie endémica, natural da bacia do rio Paraibuna do Sul, SP, que esta na
lista do Livro Vermelho de Espécies da Fauna Brasileira (MMA, 2008), e é considerada uma
das espécies em condigdes criticas de extincao (IBAMA, 2009).

A criopreservacao de gametas de peixes possibilita a preservagdo do genoma de
espécies ameacadas de extingdo, aumentando a representa¢do destes animais, assim como
de animais para fins de produgdo, evitando perdas de material genético (STREIT et al., 2014).
Quando se trata de ovdcitos em estdgios iniciais de desenvolvimento, ha necessidade que
um grande ndmero de ovodcitos sejam isolados dos ovdrios, o que faz dessa etapa um
obstéculo para estudos com criopreservagao destes gametas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade dos ovécitos de surubim-do-
Paraiba apods separagdo utilizando-se diferentes enzimas e concentra¢des versus separagao

mecanica.

MATERIAL E METODOS

Em outubro/15, fémeas (ndo-induzidas) foram anestesiadas e decaptadas para
remogao dos ovarios (imediatamente colocados em solucao de Hank-HBSS) para, em
seguida, passar por separacdo enzimatica dos ovocitos em estdgios iniciais de
desenvolvimento, utilizando-se os seguintes tratamentos: T1 - Tripsina [0,2M], T2 - Tripsina
[0,4M], T3 - Colagenase [0,2M], T4 - Colagenase [0,4M], T5 - Hialuronidade [0,2M], T6 -
Hialuronidade [0,8M]; além de controles: negativo (CN) - usando HBSS, e positivo (CP) -



com separacao mecanica. Fragmentos do mesmo tamanho (2X2cm) de ovarios foram
submetidos aos tratamentos em banhos de 30 minutos, com seis repeticdes cada. Ap6s banho
enzimético os ovécitos foram lavados trés vezes com HBSS, e passaram por peneiras de
diferentes malhas (0,8 mm e 1,8 mm) para separagdo dos ovoécitos maiores. Foram
considerados uma tnica amostra de ovdcitos em estadios iniciais. Para avaliacdo dos
resultados, foram utilizados os testes de viabilidade por colora¢do com Azul de Tripan (TB,
0,2% por 5 min) e maturagdo in vitro até o momento da quebra da vesicula germinativa

(GVBD, incubados por 24h ou até se tornar translacido).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de viabilidade dos ovécitos apds tratamentos podem ser vistos nas
Figuras 1 e 2. Em ambos os testes realizados (GVBD e TB) nao houve diferenca estatistica
entre o controle e as enzimas Tripsina (0,2M e 0,4M) e Colagenase (0,4M). GUAN et al. (2008)
também avaliaram a utilizacao destas mesmas enzimas em diferentes concentragdes para
isolar ovocitos de Danio rerio, utilizando tempos distintos de exposi¢do. Da mesma forma,
como no presente trabalho, esses autores encontraram que a Hialuronidase foi a enzima

menos eficiente na separacao.

Figura 1. Viabilidade dos ovécitos por maturacdo in vitro (GVBD). Controle = separacao
mecanica. *Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,07). DP = Desvio

Padrao.

Quanto a viabilidade, GUAN et al. (2008) encontraram o melhor resultado para o
controle, seguido por Colagenase 0,4M por 10 min, e Hialuronidase 1,6M por 10 min. No
presente trabalho, os testes de viabilidade nao mostraram diferencas significativas entre o
controle e os tratamentos com Tripsina (0,2M e 0,4M) e Colagenase (0,4M), porém
numericamente a separagao mecanica (controle) foi superior aos tratamentos, o que o destaca

por evitar a manipulagdo dos ovdcitos.
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Figura 2. Viabilidade dos ovdcitos por Azul de Tripan (TB). Controle = separagdo mecanica.

*Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,07). DP = Desvio Padrao.

Entre os métodos utilizados para avaliar a viabilidade, ndo foram observadas
grandes diferencas para TB e GVBD, com excecdo para a enzima Colagenase, com resultados
menos eficientes quando utilizada a coloracao por TB. GUAN et al. (2008) verificaram que,
de forma geral, a metodologia de quebra da vesicula germinativa (GVBD) apontou menor
viabilidade dos ovécitos.

Concluimos que o método mais eficiente a ser empregado na separacao de ovocitos

de surubim-do-Paraiba é o mecanico, seguido pelo enzimatico com tripsina 0,4M por 30 min.
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