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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a taxa de eclos@o de larvas de pacu (Piaractus mesopotamicus),
ap0s o resfriamento dos embrides a -8°C durante seis horas, utilizando solugdes crioprotetoras, para obter um
protocolo de resfriamento para a espécie. Utilizaram-se 2.400 embrides em estddio de pds-gdstrula, em sete
tratamentos de solugdes crioprotetoras, mais um controle, com trés repeticdes, em delineamento inteiramente
casualizado. Os crioprotetores etilenoglicol e geléia real foram inapropriados. A substituicdo de 50% da sacarose
nao produziu resultados positivos. A combinag¢do metanol (9%) e sacarose (17,5%) possibilitou eclosido de
69,2%, sendo recomendada para o resfriamento a -8°C de embrides de pacu por seis horas.

Termos para indexacao: Piaractus mesopotamicus, crioprotetor, embrido de peixe, refrigeracdo, taxa de eclosdo.

Pacu embryos submitted to different cooling protocols

Abstract — The objective of this work was to evaluate the percentage of hatching after cooling of pacu (Piaractus
mesopotamicus) embryos at -8°C for six hours, treated with cryoprotectant solutions, to obtain a cooling protocol
for the specie. There were 2.400 embryos in post-gastrula stage development, in seven cryoprotectants solutions
and control with three replicates, in completely randomized design. Ethylene glycol and honey-jelly were
inappropriate. The substitution of 50% sucrose did not produce positive results. The combination of methanol
(9%) and sucrose (17.5%) performed 69.2% of hatching and is recommended for cooling of pacu embryos at -8 °C
for six hours.

Index terms: Piaractus mesopotamicus, cryoprotectant, fish embryos, cooling, hatching rate.

O desenvolvimento e aplicacdo de um protocolo de
resfriamento de embrides possibilita inimeras aplicacdes
no setor de produgdo de alevinos, como o transporte de
embrides obtidos em locais remotos, por exemplo,
cabeceiras de rios, em refrigerador para a incubacdo
em laboratério (Ahammad et al., 2003), a minimizagao
da assincronia dos reprodutores durante o periodo
reprodutivo e a otimiza¢@o de incubadoras em laboratério.

No Brasil, espécies nativas tém sido utilizadas na
piscicultura com boa resposta. Entre essas espécies o
pacu (Piaractus mesopotamicus) apresenta excelentes
caracteristicas zootécnicas para a criagdo (Castagnolli,
1992) e, de acordo com dados do Ibama (2004), o pacu
é a segunda espécie nativa mais cultivada no Brasil.

Porém, novas tecnologias podem contribuir diretamente
com a producdo dessa espécie.

Para o desenvolvimento de um protocolo de
resfriamento, solugdes crioprotetoras sao indispensdveis
de modo a submeter o embrido a temperaturas abaixo
de 0°C. Os agentes crioprotetores podem ser
classificados em razao de sua acdo intracelular (metanol,
DMSO, glicerol, etilenoglicol) ou extracelular (glicose,
sacarose, trehalose). Entretanto, de acordo com
Denniston et al. (2000), o desempenho de um crioprotetor
intracelular pode ser otimizado quando se associa
crioprotetores de acdo extracelular.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a taxa de eclosao
de larvas de P. mesopotamicus, apds o resfriamento dos
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embrides a -8°C durante seis horas, utilizando-se
solucdes crioprotetoras, a fim de obter um protocolo
de resfriamento para a espécie.

O trabalho foi conduzido em fevereiro de 2006, na
Estacdo de Hidrologia e Aqiiicultura da Duke Energy,
Geracdo Paranapanema, no Municipio de Salto
Grande, SP, em parceria com o laboratdrio de
reproducdo animal da Universidade Estadual de
Maring4.

Para obtencdo dos embrides, 20 fémeas e
20 machos foram induzidos com extrato de hipdfise
de carpa e submetidos a desova semi-natural. Apds
a liberacdo dos gametas e fertilizacdo no préprio
tanque de reproducdo natural, os ovos foram
recolhidos e distribuidos em 47 incubadoras do tipo
Israel de 7 L com fluxo de 5 L por minuto. Nessas
incubadoras, selecionaram-se 2.400 embrides vidveis
de pacu em estddio de pds-gdstrula, apds o
fechamento do blastéporo.

O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, com sete tratamentos e um
controle (embrides incubados em 4dgua sem passar
pelo resfriamento), com trés repeti¢cdes. Cada
repeti¢do foi considerada uma unidade experimental.
Os crioprotetores extracelulares utilizados foram
glicose e geléia real e os intracelulares, metanol e
etilenoglicol em diferentes propor¢des. Os tratamentos
foram: T1, 17,1% sacarose + 9% metanol +26,1% agua;
T2, 17,1% sacarose + 9% etilenoglicol + 26,1% égua;
T3, 17,1% sacarose + 9% metanol + 1% geléia real
+ 27,1% égua; T4, 17,1% sacarose + 9% etilenoglicol
+ 1% geléia real + 27,1% agua; TS, 8,5% sacarose
+ 8,5% glicose + 9% metanol + 26% agua;
T6, 8,5% sacarose + 8,5% glicose + 9% etilenoglicol
+ 26% 4gua; T7, 100% 4gua.

Os 2.400 embrides, em dgua a temperatura de
28°C, foram subdivididos em 24 parcelas com
100 embrides cada, alocadas em 24 diferentes tubos
de vidro vacutainer com 20 mL das sete diferentes
solucdes crioprotetoras e da dgua para o controle.

Adotou-se o método de resfriamento lento dos
embrides, utilizado por Ahammad et al. (2003) em
embrides de Cyprinus carpio. Com exce¢do dos
tubos do controle, os demais 21 tubos, depois de
vedados, foram resfriados em recipiente contendo
dgua a 15°C, durante 10 minutos. Em seguida, os
tubos transferidos a outro recipiente com dgua a 5°C,
durante 10 minutos para posterior acondicionamento
em congelador a -8°C, por seis horas. Em seguida,
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os tubos foram retirados, as solucdes contidas em
seu interior foram drenadas e os embrides transferidos
para incubadoras de 7 L, onde j4 estava o controle,
para completar o desenvolvimento. No tratamento T7,
que continha apenas 4dgua, ocorreu formacao de gelo.
Nos demais tratamentos, os tubos de vidro foram
colocados ainda vedados dentro da incubadora por
dois minutos e, apds, os embrides foram depositados
na dgua da incubadora para completar o seu
desenvolvimento.

No inicio da eclosio das larvas do controle (18 horas),
estabeleceu-se um periodo de nove horas para avaliagao
dos demais tratamentos. As larvas e ovos gorados foram
retirados das incubadoras para avaliacao.

O modelo proposto foi: Yij = p+ Ti + eij, em que Yij é
aobservacdo (j) do tratamento (i); u € a constante geral;
Ti € o efeito do tratamento (i); eij € o erro associado a
observacao (j) submetido ao tratamento (i).

Nas andlises estatisticas, utilizou-se o procedimento
Genmod do SAS (SAS Institute, 1992), que implementou
o método Modelos Lineares Generalizados. Considerou-
se que os erros possuiam distribuicdo de probabilidade
de Poisson, com funcdo de ligacdo logaritmica.

Nao houve diferenca significativa (p>0,05) na taxa
de eclosdo das larvas entre o grupo controle e o
tratamento T1, no qual utilizou-se sacarose com o
metanol. Em relac@o aos demais tratamentos, porém, o
controle apresentou taxa de eclosdo significativamente
maior (p<0,05) (Tabela 1).

Tabela 1. Taxa de eclosdao de larvas de Piaractus
mesopotamicus, apés resfriamento de embrides a -8°C por
seis horas, com diferentes tratamentos de solucdes
crioprotetoras.

Tratamento'” Taxa de eclosdo (%)(2)
Controle 80,0a
T1 69,2a
T2 0,0d
T3 2,0d
T4 0,0d
T5 18,2b
T6 0,0d
T7 6,0c

(WControle, embrides incubados em dgua sem processo de resfriamento;
T1, 17,1% sacarose + 9% metanol + 26,1% agua; T2, 17,1% sacarose
+ 9% etilenoglicol + 26,1% dgua; T3, 17,1% sacarose + 9% metanol
+ 1% geléia real + 27,1% dgua; T4, 17,1% sacarose + 9% etilenoglicol
+ 1% geléia real + 27,1% agua; TS, 8,5% sacarose + 8,5% glicose
+ 9% metanol + 26% édgua; T6, 8,5% sacarose + 8,5% glicose
+ 9% etileno-glicol + 26% édgua; T7, 100% dgua. PMédias seguidas de
letras iguais ndo diferem entre si a 5% de probabilidade.
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De modo geral, nas solu¢gdes em que foi utilizado o
metanol como crioprotetor intracelular (T1, T3 e TS), a
taxa de eclosdao foi superior aquela em que o
crioprotetor intracelular foi o etilenoglicol (T2, T4 e
T6), especialmente quando sacarose foi acrescentada
a solucdo crioprotetora (T1). A acdo positiva do
metanol como crioprotetor para embrides de peixes,
sobretudo em solu¢des que contenham sacarose, tem
sido verificada em outras espécies. Ahammad et al.
(1998) encontraram alta taxa de sobrevivéncia com
embrides de trés espécies de carpa (Labeo rohita,
Catla catla e Cirrhinus mrigala), quando estocados
a -4°C, ap6s serem tratados com metanol (3,2, 6,5 e
9,7%), e sacarose (17,1%). Esses autores concluiram
que a adicd@o de sacarose a solucdo de metanol (3,2
e 6,5%) foi essencial para a sobrevivéncia dos
embrides de Cirrhinus mrigala, mas dispensavel aos
embrides das outras duas espécies de carpa
estudadas.

Propriedades positivas da sacarose, quando
utilizada com outro crioprotetor extracelular, sdo
destacadas por Woelders (1997), que considera como
principal a estabilidade da membrana celular,
especialmente no que se refere a deformacao
mecanica provocada por efluxo de dgua e o influxo
de crioprotetor intracelular. Este fato é evidenciado
por Farkas et al. (2001), que deixam clara a
necessidade da manutencao estrutural e funcional da
camada fosfolipidica, quando a estrutura estd sendo
exposta a uma nova temperatura.

A toxidez do crioprotetor etilenoglicol é reforcada
pelo resultado obtido no tratamento T7, em que se
utilizou apenas dgua sem crioprotetor, resultando em
taxa de eclosdo das larvas de 6% (Tabela 1). A ndo-
ocorréncia de eclosdo nos tratamentos T2, T4 e T6
com etilenoglicol pode estar relacionada a
interferéncia desse crioprotetor no metabolismo do
embrido, provocando desestruturacido celular e
conseqiientemente, morte. De acordo com Kusuda
et al. (2002), a susceptibilidade dos embrides ocorre
em funcdo da degeneracdo celular e das proteinas
da membrana nuclear, em virtude da desidratacdo e
aumento na concentracdo salina decorrentes do
contato com o crioprotetor.

A substituicdo parcial da sacarose por outro
crioprotetor extracelular, no caso a glicose associada
ao metanol (T5) e etilenoglicol (T6), foi ineficiente para
o resfriamento de embrides de P. mesopotamicus,
como se verificou na baixa taxa de eclosdo observada,

18,2 e 0%, respectivamente. Este fato fica
evidenciado se comparado com a taxa de eclosdo no
tratamento (T1), 69,2%, em que se utilizou apenas a
sacarose como agente crioprotetor extracelular.
Os agucares tém importante atuacido na solugao
crioprotetora, que é a manutencdo da pressao
osmotica (Holt, 2000). A eficiéncia da sacarose como
crioprotetor extracelular em relagdo a glicose, neste
trabalho, pode estar relacionada ao fato de a sacarose,
que € um oligossacarideo, ter um efeito adicional de
protecdo celular sobre outros acucares de cadeia mais
simples, como a glicose, por provocar desidratagcdo
nos embrides, evitando a formacao de cristais de gelo
intracelular (Rall, 1987).

A geléia real foi utilizada como agente
crioprotetor para embrides de peixes, nos
tratamentos T3 e T4 devido a sua propriedade em
reduzir danos provocados pelo frio em embrides
de mamiferos (Visintin et al., 2000). Todavia, em
embrides de P. mesopotamicus, essa acao
crioprotetora da geléia real ndo foi verificada. A taxa
de eclosdo do tratamento T3 (2%) a 1% de geléia
real associada ao metanol e a sacarose foi menor do
que a taxa observada no tratamento T1 (69,2%) sem
geléia real na solugdo crioprotetora. Desse modo,
atribui-se efeito nocivo da geléia real em relacdo aos
embrides de P. mesopotamicus, a concentracao
de 1%.

Um bom protocolo de resfriamento deve
possibilitar a manuten¢do da viabilidade dos embrides
resfriados pelo maior periodo de tempo possivel.
Neste trabalho, o tempo de seis horas foi alcancado
com sucesso, possibilitando vislumbrar maior tempo
de exposicdo dos embrides de pacu ao resfriamento.

Foi possivel elaborar um protocolo de resfriamento
a -8°C de embrides de P. mesopotamicus, utilizando-se
9% de metanol e 17,1% de sacarose na solucio
crioprotetora por no minimo seis horas.
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