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1. INTRODUÇÃO

A introdução de DNA exógeno na geração de animais transgênicos tem sido de elevado impacto em estudos de regulação gênicas de eucariotos, genética básica do desenvolvimento e melhoramento animal avançado [8]. A otimização da eficiência do processo de produção animal depende do aprimoramento e sucesso de biotécnicas reprodutivas avançadas [3]. A indústria da Aqüicultura vem crescendo e sendo aprimorada nos últimos anos, estando focada na busca de maior produtividade em um curto período. Somando-se a necessidade de atender as exigências de mercado torna-se necessário a criação e aplicação de novas tecnologias que potencializem essa produção. Um programa de criação seletiva comercial que objetiva a produção de um fenótipo específico (isto é, peixe de crescimento rápido, com alta conversão alimentar, comportamento dócil, resistência a doenças, etc.) deveria iniciar de uma população base com ampla base genética [10]. Programas de melhoramento genéticos com esta visão ainda não estão em plena atividade em países em desenvolvimento. Neste sentido a transferência gênica diminui significativamente o tempo do aprimoramento genético dos planteis [2].
A primeira transferência de genes foi realizada em camundongos, quando a partir de um DNA isolado previamente tratado, observou-se à presença de DNA exógeno sendo abrigado estavelmente no genoma destes animais [5] e mais tarde foi observado que modificações de suas propriedades fenotípicas eram possíveis [11]. A partir destes estudos várias espécies foram transfectadas em estudos de transgenia e muitos genes de interesse estão sendo rastreados para sua incorporação em genomas de animais de produção.

A taxa de crescimento natural de muitas espécies de peixes cultivadas apresenta-se lenta para as exigências da aqüicultura moderna, sendo aumentadas gradativamente pelos processos de seleção genética ainda primários nesta área. Sendo assim a construção e produção de peixes transgênicos através da incorporação de genes exógenos como growth hormone gene (GH) proporciona um incremento significativo nas taxas de crescimento e conversão alimentar de espécies ainda não melhoradas geneticamente por técnicas convencionais. Neste sentido, a engenharia genética pode ser uma ferramenta poderosa para desenvolver e melhorar características fenotípicas de peixes para aqüicultura [2]. Em um esforço para alcançar esta meta, a tecnologia da transgenia está sendo aplicada em várias espécies de peixe cultivadas, incluindo tilápia [1, 10, 7, 9 e 4], truta arco-íris [6] salmão do Atlântico [13] e Catfish africano [15]. Porém esta nova tecnologia ainda não está disponível em países em desenvolvimento, sendo necessário estudos nesta área.

A maioria dos estudos com produção de animais transgênicos tem sido realizada através da técnica de microinjeção de DNA exógeno no interior do núcleo ou citoplasma de ovos fertilizados [8]. No caso de peixes, a microinjeção em ovos envolve certas dificuldades. O núcleo não pode ser opticamente visualizado durante a fertilização dos ovos. O citoplasma dos ovos de peixes apresentam uma membrana coriônica muito espessa que dificulta a entrada das micropipetas de vidro. 

Uma alternativa lógica na geração de peixes transgênicos consiste teoricamente na introdução de DNA exógeno em células espermáticas anteriormente a fertilização artificial. A incubação de espermatozóides na presença de DNA exógeno seguido de fertilização in vivo ou in vitro tem demonstrado a geração de animais transgênicos em diferentes espécies inclusive de peixes [14].
Neste sentido a técnica de transferência gênica mediada por espermatozóides seria uma alternativa interessante na geração de peixes nativos geneticamente modificados.

Este estudo teve por objetivo avaliar morfologicamente células espermáticas submetidas a diferentes tratamentos de transfecção de DNA exógeno, utilizando microscopia eletrônica de varredura na avaliação dos danos celulares gerados pela metodologia proposta.  
2. MATERIAL E MÉTODOS

Utilizou-se sêmen de Jundiá (Rhamdia sp.), cultivados na estação de piscicultura do Chasqueiro - UFPel. Os peixes foram separados por sexo e mantidos em tanque de fibra com capacidade de 500L e com sistemas de filtragem e recirculação da água. Os doadores de sêmen foram selecionados de acordo com a coloração avermelhada da papila urogenital e que eliminavam algumas gotas de sêmen por leve compressão manual da cavidade celômica. Após a seleção, foram pesados (g) e medidos (cm). Durante a coleta de sêmen, utilizaram-se toalhas umedecidas para imobilizar os peixes e vendar seus olhos. A papila urogenital foi seca com papel toalha para reduzir o risco de possível contaminação com água, fezes ou urina. O sêmen foi recolhido em seringas graduadas (capacidade 5,0 mL) e anotado o volume. Imediatamente após a coleta, uma gota de sêmen fresco de cada peixe foi colocada no microscópio óptico, previamente focalizado em 400x, para exame da atividade espermática (0 a 5). Tendo em vista que os espermatozóides no sêmen fresco, isento de contaminação são imóveis, considerou-se adequado para os experimentos o sêmen que exibiu taxas de atividade espermática não superiores a 1. Foram selecionados 10 machos de jundiá como doadores oficiais de sêmen. As amostras de sêmen foram estocadas em microtubos de 1.5mL e incubadas 20 ºC. Diluentes de Carpa foram utilizados sobre diferentes pressões osmóticas, hiperossmótico (591 mOsm / Kg), isosmótico (312 mOsm / Kg) e hiposmótico (154 mOsm/Kg), na diluição seminal. As amostras seminais foram submetidas a 4 tratamentos de inserção de DNA exógeno: Tratamento 1: desidratação e reidratação espermática. Tratamento 2: desidratação, Reidratação e Eletroporação espermática (capacitance 3.0V, resistance 200 ohms, voltage 2.5 kV). Tratamento 3. apenas eletroporação. Tratamento 4 (controle): amostras de sêmen fresco diluídas em água destilada.  Conforme o tempo de incubação plasmidial as amostras foram divididas em 2 grupos. Grupo A: após adição do DNA plasmidial, as amostras foram incubadas a 20 ºC durante1 hr e então submetidas a reidratação e/ou eletroporação. Grupo B as amostras foram reidratadas e/ou eletroporadas imediatamente após a adição do DNA exógeno de interesse. Foram utilizados os vetores pCDNA3/GHti e pGFP/N1/GHti na concetração de 0.5 ng/ul para tranfecção das células espermáticas. Figura 1. 
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Figura 1. Mapa dos Vetor recombinantes, utilizados na transfecção de espermatozóides de jundiá, pCDNA/GHti e pGFP/N1/GHti, respectivamente, construídos com auxílio do programa de computador VECTOR NTI 8.0®.


 Para cada tratamento foram separadas amostras para análise morfológica através de microscopia eletrônica de varredura. As imagens foram realizadas no laboratório de microscopia eletrônica da EMBRAPA – Clima Temperado / RS.

3. 
RESULTADOS E DISCUSSÃO

A análise de resultados através de modelos hierárquicos do (SAS®) tiveram efeitos dentro dos grupos. A atividade espermática foi reduzida (P<0,05) pelo tempo de incubação com DNA exógeno. As médias ± SD dos grupos A e B foram 2,8 ± 0,767 e 3,5 ± 0,827, respectivamente. Estas médias são aceitas em fertilização in vitro à espécie de peixe jundiá. No entanto a atividade espermática não foi afetada pelos tratamentos (P>0,05).  Estas médias demonstram um grande potencial na utilização do sêmen de jundiá mediando a transferência de genes de interesse na construção de peixes transgênicos.

Todos os tratamentos foram submetidos à análise morfológica em microscopia eletrônica de varredura. As análises demonstraram significativas injúrias celulares nos tratamentos com eletroporação. Acredita-se que os danos celulares observados possam prejudicar de forma definitiva o processo de fertilização artificial, mesmo com a manutenção da atividade espermática observada. Já para os tratamentos com desidratação e reidratação espermática não se observou injúrias celulares como também a não foi alterada a atividade espermática, que pudessem posteriormente comprometer o processo de fertilização artificial. 

Dados morfológicos até então não publicados, que caracterizam a morfologia das células espermáticas de Rhamdia sp., foram mensurados através de microscopia eletrônica de varredura,  cabeça com 1 micrômetro de diâmetro e 2 micrômetros de comprimento – cauda com 120 nanômetros de diâmetro e 20 micrômetros de comprimento. Figura 2.
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4. CONCLUSÕES

As células espermáticas neste estudo demonstraram, através da análise morfológica em microscopia eletrônica de varredura, suportar injúrias celulares após submissão de diferencial osmótico (desidratação e reidratação) para inserção de DNA exógeno.

O sêmen de jundiá apresenta elevado potencial como mediador de transferência gênica após tratamentos de desidratação e reidratação espermática para inserção de genes de interesse.
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Figura 2. Medidas morfológicas 


de sêmen de jundiá.








