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exigem programacao hormonal
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A cadeia de producao de qualquer espécie
zootécnica comega, necessariamente, pela
oferta das “sementes”: no caso da cadeia
produtiva do pescado, dos alevinos. Logo, a
importancia deste setor é crucial ao estabe-
lecimento de todo o processo. Explanamos
a seguir sobre o manejo de gametas e em-
brides de peixes que necessitam de inducao
hormonal para a sua propagacao. Emboraa
descobertadainducao hormonal remonte
os anos 1930, por meio do pesquisador
Rodolph von Ihering, o desenvolvimento

de protocolos de indugao hormonal foi
fundamental para que hoje mais de 30% da
producao zootécnica de peixes seja de ori-
gem nativa. Este fato ocorreu no inicio dos
anos 1980, quando foi repassado ao Brasil
o modelo de producdo de alevinos para as
espécies silvestres, baseado no pacote de
reproducgéo, desenvolvido para a carpa
comum (Cyprinus carpio).

Naquele momento, houve a formagéo de
recursos humanos (técnicos de diferentes
niveis de formacao) para a replicacdo da

técnica e posterior producdo em massa,
especialmente as espécies: tambaqui (Co-
lossoma macropomum); pacu (Piaractus
mesopotamicus) e curimba (Prochilodus
lineatus). Ao longo das duas décadas se-
guintes houve pouca evolugao quanto ao
manejo de gametas e embrides das espécies
nativas, inclusive nao sendo desenvolvi-
das metodologias que considerassem a
diferenca de comportamento reprodutivo
da carpa comum com as espécies sul-
-americanas de piracema.

FIGURA 1 | EXTRUSAO DE FEMEA TAMBAQUI COM BOA FLUIDEZ, COLORACAO E BRILHO DE 0OCITOS; PISCICULTURA BOA ESPERANCA, PIMENTA
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GENETICA E REPRODUCAO

Somente a partir do inicio dos anos FIGEJRA 2| PAILLETES DE 0,25 ML SENDO ENVASADOS COM SEMEN + SOLUCAO CRIOPROTETO-
2000 foram retomadas as pesquisas RA A BASE DE GEMA DE OVO E GLICOSE E DMSO, COMO CRIOPROTETOR; DUKE ENERGY, SALTO
sobre manejo reprodutivo, especial-
mente pelos seguintes fatos: demanda
de alevinos em grande quantidade pelo
setor de crescimento/engorda; estimulo
governamental, a partir do Ministério
da Pesca e Aquicultura; grande niimero
de alevinos utilizados no repovoamento
derios e lagos, em diferentes regides do
Brasil. Todavia, aretomada das pesquisas
com reproducoes de peixes teve como
foco os processos mais elaborados — a
criopreservacao para bancos de germo-
plasma —, e ndo o desenvolvimento e
aprimoramento de protocolos do manejo
para a obtencao de gametas e embrides,
por exemplo.

GRANDE, SP, 2005
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OBTENCAO DE GAMETAS
As espécies nativas reofilicas precisam
de indugao hormonal para a liberacdo
de gametas. Assim, no Brasil é ampla-
mente difundida a extrusdo dos gametas
obtidos para a utilizacdo reprodutiva,
através do extrato de hipofise. Todavia, a
partir dos anos 1990 iniciou-se a difusédo
do GnRH-a (Gonadotropin-releasing
hormone agonist) que, no pais, € comer-
cializado com o nome de Ovopel, como
uma alternativa economica eficiente e
menos agressiva fisiologicamente para o
peixe, embora algumas espécies nativas
ainda apresentem um comportamento
reprodutivo refratario a este produto. i
A qualidade dos gametas é fundamen-
tal para o desenvolvimento das técnicas

in vitro. Pesquisas tém relatado que  FIGURA 3 | BOCA DE UM BOTIJAO TIPO DRY  FIGURA 4 | BOTIJAO DE ESTOCAGEM DE SEMEN

o estresse sofrido pelos reprodutores  SHIPPERCOM RACKS ALOCADAS EMUMUNICO  CRIOPRESERVADO A-196 °C EM NITROGENIO

durante o manejo para a liberagéio dos  CANECO PARA O RESFRIAMENTO DO SEMEN, ~ LIQUIDO; DUKE ENERGY, SALTO GRANDE, SP,
CARACTERIZANDO A PRE-CRIOPRESERVACAO; 2005

gametas afeta sua qualidade, especial-  pyKe ENERGY, SALTO GRANDE, SP, 2005

mente as fémeas. Em um estudo recente
com tambaquis, foi possivel constatar
que aboa qualidade do gameta feminino
(o6citos) (Figura 1) é crucial para a ferti-
lizacao, relegando a um segundo plano a
importancia dos espermatozoides.
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CRIOPRESERVACAO

Os espermatozoides de peixes, quando
liberados, estao imdveis no liquido se-
minal. Ao entrar em contato com a agua,
imediatamente inicia-se uma intensa
movimentacao atingindo o seu maximo
de motilidade ja em poucos segundos.
Em geral, nos peixes de escamas sul-
-americanos, de agua doce, este processo
dura em torno de 60 segundos, podendo,
no entanto, superar os 120 segundos nos
siluriformes (bagres). Logo, quando se
pretende manter este sémen resfriado e/
ou criopreservado por um maior periodo
para poder utiliza-lo quando for necessa-
rio, deve-se dilui-lo em um meio aquoso,
mas que o mantenha imével. Para tanto,
utilizam-se substancias que possuam a
mesma osmolaridade do sémen.

Para compor este diluente s&o neces-
sarios um crioprotetor intracelular e
outro extracelular, pois o sémen vai ser
submetido a temperaturas inferiores a
zero grau Celsius; além de um compo-
nente que contribua para a manutencao
energética dos espermatozoides, pois,
mesmo resfriados, eles mantém a ativida-
debasal de gasto energético. No Brasil, o
meio diluente mais utilizado é composto
por gema de ovo + glicose + crioprotetor
interno, que pode ser o DMSO (dimetil-
sulfoxido) ou o metanol, dependendo da
espécie. Tem sido utilizado, com suces-
so, o meio diluente desenvolvido para
suinos, que substitui o tradicional ovo +
glicose, conhecido como BTS (Beltsville
Thawing Solution), adicionado de um
crioprotetor interno.

Em geral, quando o destino é a criopre-
servacao parabanco genético, dilui-se na
relacdo 1 :3 oul: 4 sémen : solugdo crio-
protetora em pailletes de 0,25 ou 0,5 mL
(Figura 2). Em seguida, o paillet é fixado
na rack e submergido em um botijao co-
nhecido como dry shipper (Figura 3); apos
24 horas o material é transferido para
um botijao de estocagem com nitrogénio
liquido a-196 °C (Figura 4).

Os resultados alcancados atualmente
com aplicagdo destas técnicas variam em
funcao da espécie do peixe, da técnica
(resfriamento ou criopreservacao) e da
composicado da solucao crioprotetora.
Utilizando o sémen diluido com uma
solucdo fisiologicamente ajustada e res-
friado, é possivel manter os espermato-
zoides ativos por pelo menos quatro dias

FIGURA 5 | EMBRIAO DE PACU EM ESTADIO DE BLASTOPORO, MOMENTO IDEAL PARA O RESFRIAMENTO; DUKE ENERGY, SALTO GRANDE, SP, 2005
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— Como ocorre para 0 pacu e o curimba
—, ou por mais de dez dias, no caso da
piracanjuba (Brycon orbignyanus). Uma
vez criopreservado, o material pode ser
mantido por tempo indefinido.

RESFRIAMENTO DE EMBRIOES
Como alternativa a criopreservacao de
embrides de peixes, € viavel a utilizacao do
resfriamento que foi desenvolvido a partir
de protocolos utilizados com espermato-
zoides. Do ponto de vista pratico, utilizar
embrides resfriados seguramente é mais
restrito do que criopreservados em funcao
do curto periodo de viabilidade. Toda-
via, possibilita um manejo emergencial,
quando nao ha um numero suficiente de
incubadoras para serem utilizadas, pois é
possivel deixar os embrides na geladeira e
proceder ao transporte refrigerado rapido
(de até seis horas) sem perdas na taxa de
eclosao. Um exemplo pratico desse ma-
nejo é a obtencao de embrides em locais
remotos e seu transporte até o laboratorio
onde serao produzidas as larvas.

O protocolo de resfriamento para
embrides de espécies sul-americanas é
composto por um crioprotetor externo
(sacarose) e um crioprotetor interno
(metanol), ambos diluidos em agua,
sempre utilizando o embrido em estadio
pré-fechamento do blastoporo (Figura
5). Em estudos realizados com curimba,
dourado (Salminus maxillosus) e cas-
cudo (Rhinelepis aspera), foi possivel
obter um percentual elevado de larvas
eclodidas submetidas ao resfriamento
a -8 °C, apos seis horas, e com pacu por
até 12 horas. Ocorreram registros de so-
brevivéncia com embrides de pacu por
até 24 horas, sugerindo que é possivel
manter os embrides vivos por um peri-
odo maior que o tempo que este levaria
para se desenvolver, entre 16 a 19 horas,
em temperatura adequada, 26 a 29 °C,
respectivamente.

Atualmente, os trabalhos que estao
sendo desenvolvidos com gametas
femininos convergem para a criopreser-
vacédo de tecido ovariano. Este material
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é criopreservado e, depois de desconge-
lado, reimplantado em outro animal. Os
resultados tém sido animadores e abrem
uma nova frente de aplicacdo no setor
produtivo. Enquanto os programas de
melhoramento genético tém avancado
com as espécies, como o tambaqui e a
cachara, os reprodutores melhorados
passaram a apresentar valores individu-
ais elevados, em fungédo do seu potencial
de retransmissao de carga genética para
os descendentes. Logo, a garantia de ma-
nutencao das caracteristicas genéticas,
mesmo apos a morte do reprodutor, é
extremamente valiosa.

BANCO DE SEMEN

Tem sido dada prioridade a compo-
sicdo do banco de germoplasma, que
considera a origem genética —no caso, o
grau de consanguinidade — dos animais
que serao utilizados como doadores de
semen. O primeiro passo é realizar uma
avaliacao genética dos possiveis doado-
res por PCR (polymerase chain reaction),
através de microssatélites. Em seguida,
é elaborado o mapeamento do grau de
consaguinidade, sinalizando o distan-
ciamento genético entre os doadores de
sémen. Se neste mapa for identificada a
presenca de irméos, nao ha necessidade
de criopreservar o sémen de mais de
um desses individuos, pois eles terao a
mesma carga genética.

Diferentemente do que o ocorre em
outras espécies zootécnicas, os bancos de
germoplasma em peixes desenvolveram-
-se com a intencao basica de preservacao
ambiental. Nos ultimos quatro anos, os
bancos de sémen foram aplicados de forma
intensiva para o desenvolvimento de dois
projetos de produgao exclusivamente
zootécnica; um publico (Projeto Aquabra-
sil) e outro privado. No projeto publico,
a utilizacao do sémen congelado foi a
alternativa escolhida quanto a custos para
transporte de material genético, visando
aexecucao do programa de melhoramen-
to genético do tambaqui e da cachara.
Neste caso, foi necessario transportar

sémen de Mato Grosso para Rondonia, e
vice-versa, assim como para Amazonas
e Tocantins. O programa foi construido
sobre um cruzamento entre uma fémea e
dois machos; logo, o sémen utilizado era
transportado de um local para outro, e
nao os reprodutores.

No programa privado, a utilizacao do
banco foi a alternativa encontrada para
a producao de alevinos do hibrido de
cachara e jundia amazonico (Leiarius
marmoratus). Neste caso, a empresa
importou sémen de animais do estado
de Rondénia e produziu o hibrido no
estado de Mato Grosso, para a engor-
da em tanques escavados. No ano de
2010/2011 foram utilizadas mais de 5 mil
doses de sémen do jundia amazonico e a
expectativa € que esse ntimero de doses
tenha aumentado na estacao reprodu-
tiva de 2011/2012. Quando se pretende
manusear (criopreservar ou resfriar) o
sémen ou 0s 00citos, é preciso trabalhar
com o maximo de qualidade deles. Isto
implica alimentacao prévia dos repro-
dutores, boa qualidade das solugdes a
serem empregadas para os processos de
manipulacao e reducdo do estresse dos
reprodutores, entre outros fatores.@
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