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Genetic Fish Rise

Inroducao:
Producao de proteina no mundo:

Producao (Mil ton) Exportacao** (mil Consumo (mil ton)
ton)

Pescados 145.100 32.348 116.960
Suinos 100.399 12.066 100.268
Aves 72.293 10.733 71.860
Bovinos 57.027 9.607 56.116
Caprinos e ovinos 13.236 1.007 13.139

Fonte: BNDS setorial, FAO, MPA e USDA
** Dados da FAO refere-se aos paises membros da ONU.



Genetic Fish Rise
Producao de pescado (t) da aquicultura

continental por Unidade da Federacao
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Fonte: Estimativas da FAO e do Rabobank, 2012.
Tradugao: BeefPoint (www.beefpoint.com.br).



Genetic Fish Rise
Tabela 2. Aumento do consumo per

capita de Carnes, 2005 a 2030.

2005 2030 Aumento %

Mundo 57:1 68,8 20.5
Bovina 9.4 10,6 12,7
Aves 12.6 17.7 40 .4
Peixes 16.4 19,5 18,9
Suina 15,9 19,1 20,1
Outras 2.8 2,5 -10,7
Fonte: FAO, 2006

Consumo de pescado/hab/ano no Brasil?
Quantos somos?
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Genetic Fish Rise
Producao da Aquicultura X Captura
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. Geneftic Fish Rise
Pesca em Declinio




~ L Genetic Fish Rise
Populacao Brasileira atual

. 202 milhdes

Consumo 11 kg/habitante/ano
 Consumo Total = 2.222.000 ton.

« A OMS (Organizacdo Mundial da Saude recomenda 12
kg/hab/ano

 Portanto OMS = 2.688.000 ton.
« Brasil produz = 1.300.000 ton. faltam 1.388.000 ton.




Genetic Fish Rise
Perspectivas para a piscicultura de peixes
nativos no Brasil.
Potencial hidrico
Graos
Clima
Topografia
Cadela produtiva.
Mercado
Processamento e industrializacao



Genetic Fish Rise

Potencial Hidrico

Bacia do Atlantico Sul
Ttrechos norte e nordeste

Bacia do Atlantico Sul
Ttrechos norte e nordeste

Bacia do rio Amazonas Bacia do rio Tocantins

Araguaia

Bacia do rio Sao Francisco

Bacia do Atlantico Sul -
Trecho leste

Bacia Platina, ou dos rios
Parana e Uruguai

Bacia do Atlantico Sul -
Trechos sudeste e sul

A maior parte dos rios brasileiros é de
planalto, apresentando-se encachoeirados

e permitindo, assim, o aproveitamento
hidrelétrico.



Potencial agricola
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Genetic Fish Rise

Programa AquaBrasil

Sanidade

econdbmica
social e
ambiental




(Colossoma macropomum)

Ministério da

Pesca e Aquicultura 'um PAls DE TODOS
GOVERNO FEDERAL


http://violao.brunomadeira.com/wp-content/uploads/2007/09/ufrgs.jpg

G 1 — gy

P8
r- <. v Nucleo

\ Formacao (populacdes nativas / estoques)

v Numero de Familias
\ Identificacdo da progénie

\ Selecao



\ Populacdo base

e Variabilidade genética
e Divergéncia genética

Populacao nativa x estoque



Voo

pauabrasi!

O que é variabilidade genética?
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" MONITORAMENTO
: GENETICO?

MARCADORES
MOLECULARES!!!




pauabrasil

DNA NUCLEAR

\ PCR
\ RAPD

\ Microssatélite



Figure 1 — Polyacrylamide gel showing four alleles in the locus Pmel4 from males
(M1 to M11), females (F1 to F9) and offspring (P1 to P9).
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Figura 1. Localizacdo dos municipios de Pimenta Bueno e Ouro Preto do
Oeste, Rondonia, onde se encontram as pisciculturas de Boa Esperanca e
Vale Verde, respectivamente. Na figura, destaca-se o rio
Guaporé, possivel origem dos estoques de reprodutores.
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cia do Atlantico Sul
Ttrechos norte e nordeste

Bacia do rio Amazona Bacia do rio Tocantins

Araguaia
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Banco de germoplasma
eficiente




darcifornari@geneticfish.com.br - www.geneticfish.com.br



mailto:darcifornari@geneticfish.com.br

INTRODUCAO

O custo ambiental e de oportunidade de mercado (piscicultura)
perdidos com o desaparecimento de espécies de peixes sao
imensuraveis

Harvey (20000 ——— Banco Germoplasma



Criopreservacao

» Inicio dos estudos;

» Primeiros trabalhos na década de 50;

~ Inicio com espécies nativas na década de 80;

» Década de 90 houve um ‘stand by’;

» Grande avanco aconteceu a partir de 2003;
» Pimelomidae e Characidae;

Carolsfeld et al. 2003; Carneiro, 2007; Maria e Carneiro, 2012



Introducao

o Criopreservacao

A criopreservacao consiste em conservar
as celulas por longos periodos, a baixas
temperaturas (-196° C), sem gue estas

percam a sua viabilidade.




INTRODUCAO

o Para submeter sémen, ovocitos e embridoes de
peixes a baixas temperaturas € necessario o
uso de solucoes crioprotetoras (Harvey 1983)

Intracelular (Reichenbach et al., 2001)

o Metanol, glicerol, dimetil-sulféxido (DMSO), propileno-
glicol e etileno-glicol

Extracelular (Denniston et al., 2000)

O sacarose, glicose, lactose, polivinilpirrolidona (PVP),
rafinose e manitol




Criopreservacao

Resfriamento
Congelamento lento;
> Reducao gradual da temperatura.
> Baixa concentracéo de ACP.
» Ocorréncia na formacao de cristais de gelo.
Congelamento rapido e ultra-rapido;
> Entre lento e vitrificacao.
> Baixa concentracédo de ACP.
» Reducéo de temperatura constante.
Congelamento Vitrificacao;
> Rapida diminuicdo de temperatura (20.000 °C/min).
» Altas concentracoes de ACP.

Abdelhafez et al., 2010 .



Criopreservacao

o Sémen
o Ovocito
o Embrioes




Criopreservacao

o Crioprotetor
o Temperatura
o Processo

Gametas e embrides de alguns mamiferos ja existe viabilidade!



>

Criopreservacao de sémen

Congelamento Lento;
Solucao crioprotetora.

> Solucao Diluidora (80-90% da solucao);
BTS, Hanks, ACP, entre outros.

> Crioprotetor extracelular (5-10% da solucao);
Glicose, Sacarose, Trealose e Frutose.

> Crioprotetor intracelular (5-10% da solucao);
DMSO, DMF, Etilenoglicol, Metanol, Glicerol.

33



Criopreservacao de sémen

» Pré Congelamento;

Avaliacao seminal;
Taxa de motilidade;

Tempo de
motilidade;

Viabilidade
espermatica;
Concentracao
espermatica;
Patologia : :
espermatica; ' phl =&







Viabilidade espermatica






Congelamento seminal;

Diluicdo e homogeneizacao do sémen com a
solucao crioprotetora;

> Diluicao de acordo com o protocolo da espécie
(S:D).
Envasamento em palhetes;

Alocar os palhetes em botijao Dry Shipper (24
horas);

Armazenamento em botijao contendo N,L.




> Descongelamento seminal;

Retirada dos palhetes do botijao de N,L;
Descongelamento em “banho-maria”;

> Temperatura entre 30-60 °C.

> Tempo de 6-8 segundos.
Secagem dos palhetes;
Armazenamento em recipientes secos para futura
utilizacao;
tiIizagéo mais rapidamente possivel.

39



l@ -

> Pos Congelamento; .

Avaliacao seminal;
Taxa de motilidade;
Tempo de motilidade;
Viabilidade espermatica;
Patologia espermatica;
Integridade funcional do espermatozoide.

1023

Red fluorescence

40



Criopreservacao de sémen

> Danos Causados pelo Congelamento;

Formacao de cristais de gelo intra e extracelular;
Toxidade dos ACP;

Estresse oxidativo;

Peroxidacao lipidica da membrana celular;
Danos na estrutura da célula espermatica;
Degradacao do DNA

Gwo et al.; Streit Jr. et al., 2006-2009; Miliorini et al., 2011; Varela Jr. et al., 2012

41



Criopreservacao de sémen

> Métodos para amenizar os danos;

Aumentar a eficiéncia do diluidor e dos
crioprotetores utilizados;

Encontrar curvas de congelamento e
descongelamento adequadas;

Nao utilizar sémen nao ativado e/ou
contaminado;

Utilizar o mais rapidamente possivel.

42



>
>

Criopreservacao de sémen

Uso de sémen congelado na pratica

Reducao de custos e riscos de transporte de
reprodutores;

Reducao no plantel de reprodutores e gastos
com hormonios;

Eliminacao da assincronia na maturidade
gonadal entre machos e fémeas;

Transporte de gametas de animais selecionados
ou melhorados geneticamente;

Criacao de um banco de germoplasma;
Armazenamento por tempo indeterminado.

43



Criopreservacao de sémen

> Gargalos

Grande quantidade de espécies nativas;
Variacao entre a mesma espéecie;

Mao de obra para efetuar a técnica;
Altos custos para utilizacao da técnica;
Direcionamento dos centros de pesquisa;

Falta de comunicacao entre grupos de pesquisa e
produtores.

v V. YV V VY V

44



Desafios

Elaboracao de uma solucao crioprotetora para
espécies nativas;
Para cada espécie nativa.

Padronizacao da técnica para espécies nativas
comerciais;

Reduzir custos da técnica;

Uso rotineiro e efetivo da técnica de
criopreservacao.

45



Utilizacao na pratica

o Producao:
Uso e sémen criopreservado na
hibridacao;
Ferramenta para o programa de
melhoramento genético
o Logistica
o Banco Germoplasma das geracoes




Protocolo basico

o 20 ml de gema de ovo
o 5 gramas de glicose
o 10 ml de DMSO ou Metanol

o Completar para 100% com agua
destilada
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Embrides e ovocitos

Em peixes, a conservacao de celulas pequenas, como o
espermatozoide, € regularmente realizada com sucesso, em muitos
laboratorios. No entanto a congelacdo de embrides e ovocitos de
peixes ainda nao foi solucionada, principalmente, por cinco motivos:

() tamanho do ovo,

(i) grande tamanho das células: embrido e ovdcito

(i) compartimentalizac&o entre a blastoderme e o vitelo: embriao
(iv) membranas semi-permeaveis como o corion: embrido

(v) potencial de suscetibilidade do embrido e do ovécito a danos pelo
resfriamento

(Harvey, 1983; Stoss, 1983; Zhang e Rawson, 1995;
Hagerdorn et al. 1997a; Ninhaus-Silveira et al., 2007; Fornari
et al., 2012; Fornari et al., 2013).






Pesquisa na fase de morula
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Embrides e ovocito

o Para submeter embridoes de peixes a
baixas temperaturas € necessario o uso
de solucoes crioprotetoras (Harvey
1983)

Intracelular (Reichenbach et al., 2001)

oMetanol, glicerol, dimetil-sulféxido (DMSO),
propileno-glicol e etileno-glicol

Extracelular (Denniston et al., 2000)

osacarose, glicose, lactose,
polivinilpirrolidona (PVP), rafinose e manitol




Embrides e ovocito

o Resultados com metanol associado a
sacarose vém sendo destacados

~Fornari et a
~Fornari et a
Fornari et a

., 2011 (Rhinelipis aspera)
., 2012 (P. mesopotamicus)
., 2013 (Salminus brasiliensis)

Streit Jr. et al., 2007 (P. mesopotamicus)
Zhang e Rawson, 1995 (Bario rerio)
Ahammad et al. (2003) (Cyprinius carpio)



Processo da criopreservacao

o Métodos de criopreservacdo e  Agentes
crioprotetores

Intracelulares e extracelulares

o Resfriamento
o Vitrificacao
Ultra rapido
o Congelacao
Curva de resfriamento



Processo da criopreservacao

o Resfriamento

Curva lenta proposto por Ahammad et al. (2003)
Protocolo descrito por Streit Jr. et al. (2007)

o Vitrificacéo
Altas concentracOes de crioprotetores em curto periodo
de exposicao (Zhang et al., 2005)

o Congelacéao
Aparelho de congelacao “Biocom”
Curva lenta de resfriamento — queda 0,1 a 5°C/minuto
-6 a -7°C “seeding” -
-32 a -35°C estabilisa  Botijdo N, liquido

o Armazenado por tempo indeterminado (Caetano et
al., 2011)




Pesquisas com embrioes

o Avaliar os processos de resfriamento, vitrificacao
e congelacao em embrides de tambaqui
(Colossoma macropomum) a fim de estabelecer
protocolos de criopreservacao.



Congelamento de embrides de tambaqui (Colossoma macropomum)




INTRODUCAO

o A biotecnologia da congelamento consiste em
submeter embrides a queda gradual de temperatura,
e durante 0 processo segue-se quatro etapas:
submergir o embridao a solucao crioprotetora; realizar
o “seeding” (indugao a cristalizagcao que ocorre entre -
7 e -9°C); estabilizacao da temperatura a pré
transferéncia ao nitrogénio liquido (-32 a 35°C) e a
descongelacéao.




OBJETIVO

o Avaliar injurias e alterac6es morfologicas
causadas nas distintas etapas do processo de
criopreservacao correlacionando diferentes

curvas de resfrlamento em embrides de C.
macropomum.



MATERIAL E METODOS

o Baseado nos trabalhos de Streit Jr. et al.
(2007)e Fornari et al. (2011) foi utilizado
uma solucao crioprotetora composta por
metanol (10%) e sacarose (17%)



MATERIAL E METODOS

Baseado nos trabalhos de Streit Jr. et al. (2007) e
Fornari et al. (2011) utilizou-se uma solugéo
crioprotetora composta por metanol (10%)

e sacarose (17%)




MATERIAL E METODOS

Durante o0 processo em todas as etapas uma
amostragem aleatoria de embrides foram retirados
para analise em eletromicroscopia de varredura




RESULTADO E DISCUSSAO

Curvas de resfriamento:

0,3 -

0,25 - _—
£ 021 —
< _— —«— Presenca de corion
% 0,15 1 — —=- - Extravasamento de vitelo
% 0.1 - —a— Blastodisco danificado
o |
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0 & ———
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Curva de resfriamento (T°C)

Figura 2. Probabilidade (%) de preservacéo de coérion e ocorréncia de injurias
(extravasamento de vitelo e blastoderme danificado) em embrides de Colossoma
macropomum submetidos as curvas de resfriamento.



RESULTADO E DISCUSSAO

Tabela 2. Probabilidade (%) da presenca de coérion (PC) e das injurias, vitelo extravasado (VE)
e blastoderme danificado (BD) nas diferentes etapas do processo de congelacéo dos embrides
de tambaqui (Colossoma macropomum).

Etapas da congelacéo PC | ** VE *x BD *
: P

Seeding (-7°C) ( 21 ) a @ b 56 | B
N———

- 35°C 02 b 41 a 55 B

- 196°C 02 b 33 a 63 | A

Diferenca estatistica (*p<0,1 e **p<0,05) representado por letras na coluna



RESULTADO E DISCUSSAO

Alteracdes morfoldgicas e injurias

Corion

X45 S@Bum
Figura 3. Imagem de microscopia de varredura mostrando o cérion intacto do
embrido de tambaqui (Colossoma macropomum).



RESULTADO E DISCUSSAO

Auséncia de Corion
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Figura 4. Imagem de microscopia de varredura mostrando auséncia de corion em
embrido de tambaqui (Colossoma macropomum) apdos 0 processo de criopreservacao



RESULTADO E DISCUSSAO

—a— Seeding
—B— Apds estabilizar em -35°C
Armarenado em -196°C

Presenca de coron (%)

/
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Figura 5. Probabilidade (%) de preservacéo do coérion de embrides de Colossoma macropomum
durante as etapas do processo de criopreservacao em diferentes curvas de resfriamento.



RESULTADO E DISCUSSAO

Vitelo

X116 188xm

Figura 6. Imagem de microscopia de varredura mostrando o vitelo do embriao de tambaqui
(Colossoma macropomum) ap0s o processo de criopreservacao.



RESULTADO E DISCUSSAO

Vitelo

Probe Mag WD Det
40 x 120 1¢ SE

Figura 7. Imagem de microscopia de varredura mostrando injarias no vitelo do embrido de tambaqui
(Colossoma macropomum) apos 0 processo de criopreservacao.



RESULTADO E DISCUSSAO

Vitelo

45
410
35
30
25
40
15
10

Injurias (%4)

[ i u 3 |
—e— Seeding
—m— Apds estabilizar em -35°C
Armarenado em -196°C
I | I | 1
0,25 0,5 0,75 1 1,25

Curva de restiamento (*Citan.)

Figura 8. Probabilidade (%) de extravasamento de vitelo em embribes de C. macropomum
durante as etapas do processo de criopreservacao em diferentes curvas de resfriamento.



RESULTADO E DISCUSSAO

Blastoderme

Figura 9. Imagem de microscopia de varredura mostrando injdrias no blastoderme de
embrido de tambaqui (Colossoma macropomum) apds 0 processo de criopreservacao.



RESULTADO E DISCUSSAO

Blastoderme
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Figura 10. Probabilidade (%) de injurias no blastoderme de embrides de Colossoma macropomum
durante as etapas do processo de criopreservacao em diferentes curvas de resfriamento.



Conclusao

A ocorréncia da formacao de cristais de gelo
nao foi evitada e consequentemente varios danos
morfologicos inviabilizaram os embribes de tambaqui
(Colossoma macropomum).

No entanto, alguns pontos do processo
puderam ser avaliados como: aumento da curva de
resfriamento verificou-se maior probabilidade de
preservacado de corion ao estabilizar em -35° na curva
de resfriamento com maior queda, outro ponto, até ao
momento do “seeding” observou-se maior probabilidade
de preservacao de corion indiferente da curva de
resfriamento.



Solucéao Crioprotetora para vitrificacao de embrides de tambaqui
(Colossoma macropomum)




INTRODUCAO

o A vitrificacao consiste em submeter o embrido a alta
concentracao de crioprotetor por curto periodo de
exposicao, e em imediato submeté-los ao nitrogénio
liquido, processo de congelamento “ultra rapido”.



OBJETIVO

o Fol avaliar embrides de C. macropomum
expostos a solucdes crioprotetoras quanto a
toxidez e posteriormente desenvolver um

protocolo de vitrificacao.




MATERIAL E METODOS

: r " n
Tratamentos 1,2 e 3 minutos ‘ Estadio 90%
| epibolia
Solugéo
crioprotetora

——

Grupo controle
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Figura 1. Esquema dos tratamentos para o teste de toxidez em embribes
de C. macropomum, submetidos a crioprotetores. DMSO (Dimetil-sulféxido),
MET (metanol), GLICE (glicerol) e ETILE (eilenoglicol).



MATERIAL E METODOS

o Avaliacao da toxidez da solucao
crioprotetora

Avaliacao da taxa de eclosédo em placas de acrilico

Taxa de eclosao

N N
\\‘..\\ .\ \

S AN A
F NN X &
L= AN \ A\ \

© “\
’\./\\../v\/b / \




MATERIAL E METODOS

Solucdes, alta concentracao de crioprotetores

Descongelados (30°C, 20
segundos) para avaliar a eclos

Imediatamente submetido a -196°C




MATERIAL E METODOS

Microscopia eletronica de varredura

o ApoOs a descongelamento dos embrides
submetidos a vitrificacéo, cinco de cada
tratamento foram processados.

o Para avaliacao das alteraces morfologicas,
amostras de cada tratamento foram fixadas em
solucao de Glutaraldeido 2,5% e tampao
cacodilato 0,1M em pH 7,2.




Resultados

o Toxidez dos
crioprotetores

Tabela 1. Probabilidade de eclosao de larvas de C. macropomum apos teste de
toxidez com diferentes crioprotetores.

Tratamento Eclosé&o (%)
Controle 89
DMSO 30b
Metanol 53a
Glicerol 12c
Etilenoglicol 0,7c

Mesmas letras em cada coluna indicam igualdade pelo teste t. (p >0,05).



Resultados

o Toxidez do DMSO
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Figura 4. Toxidez de diferentes concentrac6es de DMSO combinado com diferentes tempos
de exposicao dos embribes de Colossoma macropomum, na taxa de eclosao das larvas.



Resultados

o Toxidez do metanol
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Figura 5. Toxidez de diferentes concentrac6es de metanol combinado com diferentes tempos
de exposicao dos embribes de Colossoma macropomum, na taxa de eclosao das larvas.



Resultados

o Toxidez do glicerol

40-60
020-40
go-20

60

I
o

N
o

Eclosdo (%)

2
T
€mpo de €Xposicio (Min. ) ’

Figura 6. Toxidez de diferentes concentragdes de glicerol combinado com diferentes tempos
de exposicéo dos embribes de Colossoma macropomum, na taxa de eclosao das larvas.



Resultados

o Toxidez do etilenoglicol
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Figura 7. Toxidez de diferentes concentracoes de etilenoglicol combinado com diferentes
tempos de exposicédo dos embrides de Colossoma macropomum, na taxa de ecloséo das larvas.



Resultados

o Vitrificacao dos embridoes

Tabela 2. Ocorréncia (%) de injurias causada pelo processo de vitrificacdo de embrides
de C. macropomum, durante dois minutos em 20% dos crioprotetores DMSO e metanol.

Compartimento do embriéo CRIOPROTETORES
DMSO Metanol
Corion destruido 602 35b*
Vitelo extravasado 402 10b**
Blastoderme danificado 90a 81b*

Letras minusculas diferentes em cada linha indicam existir diferenca significativa entre os tratamentos *p<0,06 **p<0,05.



Resultados

o Imagens de microscopia de varredura dos embrides
apos o processo de vitrificagao

Figura 3 — Eletromicrografia de varredura de embrides de C. macropomum,
apos congelacao e descongelacao sem crioprotetor;

A — blastoderme com células destruidas;

B — embrido com vitelo desconfigurado e blastoderme ausente;

C — Vitelo extravasado e blastoderme danificado.



Resultados

Figura 4 — Eletromicrografia de varredura de embrides de tambaqui (C. macropomum)
apos congelacao e descongelacao utilizando solucé&o crioprotetora contendo 30% de
metanol;

A —embrido com corion intacto;

B —embrido com cdérion retirado manualmente, blastoderme danificada;

C — Embriéao na fase do fechamento do blastoporo apresentando injurias celulares.



Resultados

Figura 5 — Eletromicrografia de varredura de embrides de tambaqui (C. macropomum)
apos congelamento e descongelamento utilizando solucéo crioprotetora contendo 30%
de DMSO na imagem A; 30% de etilenoglicol naimagem B e 30% de glicerol ma imagem
C.

A —embrido com blastoderme danificado e cérion destruido;

B — microproros com injurias;

C —vitelo aparentemente danificado.



CONCLUSAO

o A exposicao dos embrides por um periodo maior que
dois minutos nas solucbes contendo etilenoglicol,
glicerol e DMSO em concentracbes acima de 20%,
torna-se toxico para embrides de C. macropomum. Por
outro lado o metanol na concentracao de 30% em curto
periodo de exposicdo (um minuto) a toxidez foi menor
gque as demais combinacdes testadas, resultando em
potencial crioprotetor para estudos do processo de
vitrificacdo. Além disso, observou-se menores
probabilidades de ocorréncia de injurias aos embrides
vitrificados com metanol a 20%.
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INTRODUCAO

o Um aspecto importante da pesquisa com
resfriamento esta relacionado a capacidade
criopreservante dos crioprotetores
Identificados nos testes de resfriamento,
principalmente porque nesse processo,
trabalha-se com a faixa de temperatura critica
para a sobrevivéncia do embriao.

o O efeito benéfico dos crioprotetores aos
embrides em temperaturas negativas, de
acordo com Mazur (1977), esta no momento
de submeter uma suspensao celular contendo
crioprotetores a temperatura ao redor de -5°C.




INTRODUCAO

o O resfriamento, trata-se de uma biotecnologia
gue preserva o embriao por curto periodo em
baixas temperaturas, geralmente antes do
ponto de congelamento.

o A queda de temperatura ocorre de forma
gradual.

o As aplicacOes praticas sao inumeras.

Resgate em ambientes poluidos

Sincronizagao em laboratorio
Transporte para troca de material genético

Pesquisa




OBJETIVO

o Testar diferentes solucOes crioprotetoras a
fim de estabelecer um protocolo de
resfriamento a -8°C/seis horas para embridoes
de C. macropomum.



MATERIAL E METODOS




MATERIAL E METODOS

Tabela 1. Composicéao (%) das solucdes crioprotetoras usadas no
resfriamento de embrides de tambaqui (C. macropomum).

Tratamento Crioprotetor Agua'®
Sac™ Eti” Gli* Met' DMSO™

1 17,1 9 - - - 73,9
2 17,1 - 9 - - 73,9
3 17,1 - - 9 - 73,9
4 17,1 - - - 9 73,9
5 8,55 9 - - - 73,9
6 8,55 - 9 - - 73,9
7 8,55 - - 9 - 73,9
8 8,55 - - - 9 73,9

9 (controle) - - - - - 100

'sacarose, “etilenoglicol, “glicerol, “metanol, *dimetilsulfoxido, ®4gua destilada



MATERIAL E METODOS

A ] -
Figura 1. A- Estadio 75% de epibo
viva. Imagens obtidas através de um esteriomicrocopio com auxilio de uma camera digital 7,2

mega pixels.




RESULTADOS E DISCUSSAO

o Taxa de fecundac&o:88,60+8,2
o Embrides selecionados viaveis: 93,40 + 2,14%

Segundo Lahnsteiner (2008) a qualidade dos embrides tem estreita
correlacdo a resisténcia a baixas temperaturas e a toxidez dos crioprotetores.

Mortalidade dos embrides ainda no palhete

2A: coloracéo translucida; 2B coloracdo esbranquicada (setas).



RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 2. Taxa de ecloséo de larvas de Colossoma macropomum submetidas
a diferentes solucbes crioprotetoras estocadas a -8°C/seis horas.

Sacarose (%) Crioprotetores (10%)
Metanol Glicerol Etilenoglicol DMSO
8,5 8,548b 47,092 9,62° 41,8444
17,0 (ﬁ,eeD 58,23" 19,68° 4,218
Controle* 0,00

Mesmas letras maiusculas em cada coluna e mindsculas em cada linha indicam
diferenca significativa (p>0,05).
* Apenas agua destilada sem crioprotetores.



RESULTADOS E DISCUSSAO
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Figura 3. Probabilidade (%) de eclosao de embrides de C. macropomum apos o resfriamentc
estocados por seis horas em diferentes solu¢cbes contendo 10% de metanol (Meta); glicerol (Glic
etilenoglicol (Etile) e dimetilsulféxido (DMSO) associado a duas concentragdes de sacarose 8,5 €



CONCLUSAO

o Para o resfrlamento de embrides de C.
macropomum sugere-se o protocolo
de armazenamento de seis horas em
temperaturas de -8°C, utilizando a
solucao crioprotetora de metanol
(10%) com adicao de sacarose (17%).




Novas pesquisas

o Salmao
o Peixes nativos
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