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INTRODUCAO GERAL

A aquicultura vem apresentando significativo crescimento nos ultimos anos,
principalmente nos paises em desenvolvimento. Atualmente, é responsavel pela
producdo de 36 milhdes de toneladas anuais de pescado que correspondem a
aproximadamente 30% do total consumido no mundo (Ostrensky et al., 2000). Essa
atividade pode desempenhar um importante papel socio-econémico, criando
condicbes para um aproveitamento mais efetivo dos recursos locais. Além de
originar novos nichos econbmicos, e promover oportunidades para fortes
investimentos gerando ganhos significativos para a economia regional e nacional
(Bailey, 1997). Acrescente-se a isso, a producado de alimento de alta qualidade e a
geragao de empregos.

Dentre os setores da aquicultura de maior interesse comercial estdo os
setores de exploracdo de pescado, que em geral engloba: piscicultura, ranicultura,
maricultura, carcinicultura marinha e de agua doce, dentre outros.

A criacao de camardes de agua doce é um dos setores da aquicultura que
mais cresceu nos ultimos anos em nivel mundial. Em 1998, o setor produziu cerca
de 190.000 toneladas, movimentando um montante superior a US$ 1 bilhdo (New,
2000). Isso corresponde a mais de 20% do volume total produzido pelo setor de
camarao marinho considerando que, esse percentual sempre foi ao redor de 5%
(Valenti, 2000). Em relacao a representatividade dos camardes de agua doce nos
mercados mundiais, estes ainda ocupam posi¢ao inferior aos marinhos. No entanto
apresentam algumas vantagens, tais como: maior resisténcia a doencas, maturacao
dos reprodutores e larviculturas mais simples, independéncia da agua salgada na
fase de crescimento final. Além disso, cabe destacar que o sistema de producao do
camarao de agua doce € compativel a pequenas propriedades, o que proporciona
menor impacto ambiental (New, 1995; Valenti, 1996).

Atualmente a carcinicultura de agua doce é reconhecida como uma forma
lucrativa de produzir crustaceos, com baixo impacto ambiental e com ganhos
sociais, adaptando-se perfeitamente aos conceitos modernos da aquicultura

sustentavel (New et al.,2000).



As Ultimas estatisticas oficiais da Food and Agriculture Organization (FAQO)
mostram que, no periodo de 1990 a 2000, ocorreu um crescimento global da
carcinicultura de agua doce o qual correspondeu a um aumento de 500%. Entre os
anos de 1996 a 2000, o aumento da producdo mundial passou de 55.000 t para
118.000 t, determinando aumento de 115% em quatro anos (Valenti, 2002).

Com relacdo ao Brasil, os dados demonstram oscilagbes em torno de 500
t/ano (FAO 2002). O Grupo de Trabalho em Camardo de Agua Doce (GTCAD),
estimou cerca de 400 t em 2001 (Valenti, 2002). E necessario que técnicos,
extensionistas e produtores, assimilem as novas tecnologias disponiveis, para que a
atividade volte a crescer no Brasil, seguindo a tendéncia internacional.

Dentre as novas técnicas de cultivo destaca-se o policultivo com peixes. A
introducdo do camarao na tilapicultura, por exemplo, aumenta significativamente a
rentabilidade da producgéo devido a diminuicdo dos custos (Valenti, 2000).

Dentre os camardes de agua doce mais explorados destacam-se as
numerosas especies do género Macrobrachium da familia Palaemonidae. Estes sao
caracterizados por apresentarem um grande interesse comercial, tanto pelo cultivo
guanto pela exploracéao natural (Odinatez-Collart € Moreira, 1993).

A maioria da carcinicultura de agua doce praticada no mundo esta voltada
principalmente para o Macrobrachium rosenbergii. Este fato inspira preocupacao,
pois 0 surgimento de problemas com essa espécie pode causar um colapso mundial
na atividade. Tendo esta perspectiva, alguns paises estao investindo na producao de
espécies nativas como € o caso da China, que em 2000 produziu cerca de 100.000 t
de Macrobrachium nipponense (Valenti, 2002).

O Brasil apresenta uma fauna rica em camardes de agua doce. Porém, trés
espécies destacam-se por apresentarem grande potencial para o cultivo: M.
acanthurus, M. carcinus e M. amazonicum (Valenti, 1993).

O M. amazonicum, por ser uma espécie rustica e décil, apresenta grande
potencial para a aquicultura. Ocorre em quase todo o territério nacional e, portanto,
seu cultivo ndo oferece riscos de introducao de espécies exoticas na natureza, por
escape de viveiros de cultivo. Este camarao € muito abundante na regido amazénica
e muito aceito por consumidores de todas as classes sociais (Moraes-Riodades e
Valenti, 1999). Apresenta periodo larval relativamente curto, quando comparado a
espécie Macrobrachium rosenbergii. Além disso, os individuos adultos apresentam

um aproveitamento maior de carcaga por possuir abdémen maior que o cefalotdrax



(Romero, 1982). Sua carne apresenta textura consistente e sabor mais acentuado, o
que promove melhor aceitacdo nos mercados consumidores (Moraes-Riodades et
al., 1999).

Com o intuito de ampliar a producao da espécie M. amazonicum, muitos
estudos vem sendo realizados, principalmente em relacdo a ecologia e biologia
pesqueira de populacdes naturais (Odinetz-Collart, 1987; 1991a; 1991b; Odinetz-
Collart e Moreira, 1993; Odinetz-Collart e Magalhaes, 1994). Foram investigados
outros aspectos, tais como a fecundidade (Lobao et al., 1986; Scaico, 1992; Odinetz-
Collart e Rabelo, 1996), o desenvolvimento gonadal (Bragagnoli e Grotta, 1995), o
desenvolvimento larval (Guest, 1979; Romero, 1982; Barreto e Soares, 1982;
Magalhdes, 1985; Lobdo et al., 1987; Rojas et al., 1990), e a alimentacdo e
manutenc¢ado dos animais em laboratorio (Alves, 1986; Roverso et al., 1990; Lobao et
al., 1994).

Nos ultimos anos, outros fatores vém sendo investigados sobre a biologia do
camarao M. amazonicum, como por exemplo: testes de laboratorio sobre técnicas de
estocagem, alimentagdo, manutencdo e crescimento de poés-larvas (Barreto e
Soares, 1982; Coelho et al., 1981; 1982a; 1982b; Lobao et al., 1987; 1994; 1996;
Rojas et al., 1990; Roverso et al., 1990) e adultos (Alves, 1986).

Portanto, a avaliacdo do potencial das espécies de crustaceos para a
produgcdo, assim como, os aprimoramentos de técnicas que melhorem seu cultivo
estdo embasados na ampliagcdo dos conhecimentos sobre ecologia e biologia das
espécies. Estes dados referem-se a estudos envolvendo o crescimento e a
reproducao dos animais.

Os Crustaceos sao classificados a partir das medidas de tamanho do corpo,
peso e fecundidade. Enquanto o crescimento pode ser determinado com um
aumento no comprimento total do corpo, comprimento da carapaga, comprimento do
télson e peso seco ou fresco, o potencial reprodutivo é avaliado a partir da
fecundidade (Anger e Moreira, 1998).

A fisiologia reprodutiva dos crustaceos é geralmente influenciada por um
continuo crescimento somatico e permite mudas periddicas nos adultos. O resultado
desta relagcdo entre muda e reproducdo € mais evidente nas fémeas. Tanto a
vitelogénese quanto a secregdo de uma nova cuticula durante a muda, podem afetar
a fisiologia do organismo gerando competitividade na utilizagcdo do material de
reserva estocado no hepatopéancreas. Certamente, a interacdo hormonal apresenta



papel significativo na regulacdo do suprimento nutricional durante os processos de
muda e vitelogénese (Subramoniam, 2000). Isto pode ser comprovado a partir do
retardamento do crescimento das fémeas apds atingirem a maturidade sexual. Nesta
fase a energia passa a ser utilizada para a produgao e incubac¢ao dos ovos (Hartnoll,
1982).

A maturacdo gonadal e ovoposicao, em varias espécies de crustaceos
decapodas, ndao é controlada somente por mecanismos enddgenos, estando
também relacionada as condigbes favoraveis do meio ambiente. Isto fica
comprovado nas espécies com reproducdo periédica, que sob condicdes
controladas em laboratorio, passa a apresentar reproducao continua (Setz e Buckup,
1977; Carvalho,1978; Bond e Buckup, 1983; Odinetz-Collart, 1991a; Rao, 1991).
Portanto, o periodo reprodutivo pode variar em fungao da latitude, principalmente
entre as populacdes das regides temperadas e tropicais. Com isso, a reproducao
pode apresentar a mesma intensidade durante o ano todo, ser periddica, ou ainda
apresentar picos de maior intensidade em determinada época do ano (Santos,
1978).

Com relagdo ainda as caracteristicas reprodutivas faz-se necessario o
conhecimento morfolégico e classificacdo do desenvolvimento gonadal
proporcionando aplicacdo pratica tanto no manejo de reprodutores, como em
larviculturas de camarao (Sagi e Ra’Anan, 1985).

Alguns estudos morfolégicos foram realizados em M. acanthurus, no que se
refere a descricdo dos estagios ovarianos. Carvalho e Pereira (1981) apresentaram
a descricao da maturacao gonadal nas fémeas. Estes autores descreveram quatro
estagios de maturacdo nos ovarios de M. acanthurus, baseado nas caracteristicas
macro e microscopicas. O estagio | ou imaturo, estagio Il ou em maturacao
compreendendo trés sub-estagios, estagio Il ou maduro e estagio IV ou poés-
eliminacéo total compreendendo dois sub-estagios. Os sub-estagios sé puderam ser
estabelecidos a partir de analises das caracteristicas histolégicas. Chaves e
Magalhaes (1993) compararam os processos de desenvolvimento ovocitario entre o
M. amazonicum e M. acanthurus e, constataram que a espécie M. amazonicum é
semelhante ao M. acanthurus no que diz respeito a multiplicacdo das células
foliculares, devido ao aumento do volume ovocitario e proliferacdo do tecido
conjuntivo frouxo, provavelmente relacionados aos mecanismos de restauracao da

gbnada, processo este também reportado por Carvalho e Pereira (1981).



Verdi (1996) estudou as mudancas histolégicas que ocorrem no ovario do
camarao de agua doce Macrobrachium borelli, e constatou que a época de
reproducdo abrange o periodo de outubro a janeiro, e que os ovarios sdo do tipo
senerdnico, ou seja, uma s6 camada de ovécitos se desenvolve em cada ciclo,
enquanto as outras permanecem em estado latente até que ocorra a desova das
camadas anteriores, o que indica o inicio de um novo ciclo. Este fato sugere
desovas sucessivas a partir da recuperacao do periodo pés-desova, mas nao uma
segunda desova no mesmo periodo reprodutivo.

Chang e Shih (1995) analisaram o ciclo reprodutivo do desenvolvimento
ovariano em M. rosenbergii e constataram cinco estagios reprodutivos, sendo os
estagios IlI, Ill e IV, os de maior crescimento ovariano, confirmado pelos indices
gonadossomatico (IGS). O didmetro dos ovécitos também foi analisado e
demonstrou aumento correspondente ao IGS. A classificacdo do desenvolvimento
ovariano foi baseada em caracteristicas externas correlacionadas aos tamanhos de
ovocitos, crescimento ovariano e histologia ovariana. Os ovarios foram preparados
para muda e desova apds atingirem o estagio V.

Em comparagdo a outros crustaceos, vesiculas de gordura ou glébulos de
lipideos sao claramente observados em ovdcitos vitelogénicos de M. rosenbergii.
Este fato é similar ao encontrado em Pandalu kessleri, mas diferente do observado
em Peneaus monodon. Nenhuma haste cortical foi observada na periferia do ovécito
maduro em Macrobrachium, ao contrario do que tem se mostrado em ovocitos de P.
monodon. Estudos de O’Donovan et al. (1984) em P. japonicus sugerem que a
vitelogénese ¢é realizada nas células foliculares, pois estas células rodeiam os
ovoécitos em estagios iniciais de vitelogénese, e apresentam tamanho que pode
refletir sua habilidade biosintética. Em M. rosenbergii os estagios | e V de
desenvolvimento ovariano apresentaram menores concentracdes de vitelogenina na
hemolinfa, em comparacao aos demais estagios (ll, lll e IV) que apresentaram niveis
mais elevados (Chang e Shih, 1995).

A vitelogénese € um periodo importante no ciclo reprodutivo de fémeas de
crustaceos, caracterizado por massivo aumento da concentracao de vitelogenina na
hemolinfa e conseqlente desenvolvimento ovariano (Wallace et al., 1967; Kerr, 1969;
Fyffe e O'Connor, 1974; Meusy, 1980; Chamiaux-Cotton, 1985; Lee e Puppione, 1988; Nelson et
al., 1988). A maior parte do vitelo, que se acumula nos ovarios € originado da
vitelogenina captada da hemolinfa, ao passo que uma outra parte é produzida pelos



ovarios (Kerr, 1969; Fyffe e OConnor, 1974; Eastman-Reks e Fingerman, 1985;
Pateraki e Stratakis, 2000).

Desta forma faz-se necessarios estudos que auxiliem na definicao de
nutrientes especificos, direcionados para o gasto de energia durante a maturagcao
gonadal, vitelogénese, embriogénese e formacao de vitelo da larva.

As estimativas iniciais das necessidades nutricionais dos reprodutores podem
ser observadas a partir de analise das mudancas na composicao bioquimica das
gbnadas e hepatopancreas, nos diferentes estagios de maturagéao (Anilkumar, 1980;
Read e Caulton, 1980; Galois, 1984; Vincent et al., 1988; Castille e Lawrence, 1989;
Millamena e Pascual, 1990; Chung et al., 1992).

Os lipideos apresentam importante papel nos processos reprodutivos dos
animais em geral. A glandula do intestino médio, o hepatopancreas, é o maior érgao
de absorcéo e estocagem de lipideos contidos na alimentacao. Durante a maturacéo
do ovario, os estoques de lipideos neutros e fosfolipideos estocados no
hepatopancreas sdo quebrados e transportados para o ovario, que se torna um
centro adicional de metabolismo de lipideos (Harrison, 2000). Porém, muitos estudos
(Castille e Lawrence, 1989; Teshima et al., 1988) discordam desta hipdtese
assumindo que a origem dos lipideos encontrados nos ovarios ndao é totalmente
reconhecida. Teshima et al. (1986a; 1986b) demonstraram que fémeas de camardes
marinhos, duplicam seu consumo alimentar indicando que os lipideos acumulados
nos ovarios sao originados do alimento. Nao se sabe ao certo como esses lipideos
sdo transportados aos ovarios, se €& por via de juncdo metabdlica com o
hepatopancreas ou é diretamente captado do intestino (Ravid et al., 1999).

Apesar destas controvérsias pode-se afirmar que, tanto o
desenvolvimento gonadal quanto a fecundidade sao afetados por nutrientes
essenciais, especialmente em desovas continuas decorrentes de um curto periodo
de tempo entre uma desova e outra (Izquierdo et al., 2001).

Dentre os varios grupos lipidicos, os acidos graxos apresentam grande
interesse nutricional e sdo caracterizados por apresentarem um grupo carbdnico no
final da sua primeira cadeia alifatica e um grupo metil na posicdo oposta, podendo
ser saturado (com duplas ligacdes nas cadeias) ou instaurado (com duplas ligacoes)
(Vance e Vance, 1985). Em geral as duplas ligacées sao introduzidas nos acidos
graxos com seis ou oito atomos de carbono. Deste modo, os acidos graxos
insaturados provém dos saturados através da introducdo de duplas ligacbes



determinadas por enzimas, as desaturases, que sao distribuidas diferentemente
entre animais e plantas (Vance e Vance, 1985).

Os acidos graxos altamente poliinsaturados (PUFA), também sintetizados
pelas plantas, sdo essenciais para 0s animais, pois atuam na regularizacao funcional
da membrana celular, além de agir como importante precursor hormonal. Os acidos
graxos altamente insaturados (HUFA) sao encontrados principalmente na carne de
peixes marinhos. Estudos com esses acidos graxos avaliam a eficiéncia de
conversao alimentar no crescimento e reproducado de animais marinhos ou de agua
doce. Os organismos larvais sdo mais dependentes que os adultos de uma dieta rica
em HUFA, pois sua capacidade de conversdo de &cidos graxos é muito variavel
durante todo o ciclo de vida, podendo nao ser satisfatoria para a taxa de crescimento
somatico (Brett et al., 1997).

Os papéis dos acidos graxos na fisiologia animal sdo variados. Acidos graxos
monoinsaturados, com seu alto contetdo calérico sdo principalmente usados como
fonte ou estoque de energia. Ja os acidos graxos altamente insaturados sao usados
na manutencdo da integridade da membrana celular e na produgdo dos
eicosanoides. Os eucosanoides constituem uma classe lipidica associada aos
processos fisiologicos hormonais. Os PUFAs afetam a fluidez da membrana devido a
estrutura de suas cadeias apresentar muitos pontos de fusdo com moléculas
vizinhas, quando comparados com outros biolipideos. Estudos demonstram que
dietas, naturais ou artificiais, contendo HUFA influenciam na sobrevivéncia,
crescimento, conversdo alimentar, fecundidade, fertilidade, muda e a tolerancia ao
estresse osmotico em varias espécies de crustaceos (Kanazawa et al., 1978; 1979a;
1979b; 1979c; D'Abramo e Sheen, 1993; Xu et al., 1993; 1994a; 1994b; Rees et al.,
1994).

O sucesso dos PUFA na maturagdo gonadal foi demonstrado a partir da
qualidade dos lipideos presentes na dieta durante a fase de vitelogénese, e sua
consequente influéncia na composicao dos lipideos dos ovos (Middleditch et al.,
1979; 1980; Galois, 1984; Teshima et al., 1988; Xu et al., 1992; 1994a).

Xu et al. (1992; 1994a) examinaram o efeito da composi¢cdo de lipideos
presentes na dieta sobre a composi¢ao quimica dos ovos, os indices de fecundidade
e a taxa de eclosdo de Penaeus chinensis. Estes autores observaram uma
correlacao positiva entre o acido graxo 20:5n-3 contido nos ovécitos, e o 22:6n-3
contido nos ovos eclodidos, sugerindo, desta forma, a importancia da inclusdo dos



HUFAs na dieta alimentar. Alava et al. (1993) demonstraram que dietas deficientes
em outros fosfolipideos, inclusive o HUFA, retardaram o desenvolvimento ovocitario
em P. japonicus. Em diversas espécies de peneideos selvagens tem sido detectado
nos ovarios altos niveis de acido aracdénico (20:4n-6) e 20:5n-6, demonstrando a
necessidade da presencga destes acidos graxos na dieta alimentar, tendo em vista
que sao precursores na sintese de prostaglandinas, as quais apresentam muitas
funcbes hormonais nestes individuos (Harrison, 2000).

Atualmente trabalhos vém demonstrando que o uso de dietas balanceadas
podem influenciar na performance reprodutiva de crustaceos em cativeiro (Alves,
1986; Cavalli et al., 1999; 2000).

Alves (1986) verificou maior eficiéncia no crescimento de camarbes M.
rosenbergii alimentados com racao preparada a base de algas, obtidas de plancton,
quando comparadas com aqueles alimentados com ragdao convencional para aves.
Diferente dos estudos realizados por Alves (1986), trabalhos com M. rosenbergii
demonstraram que dietas contendo altos niveis de acidos graxos, HUFA (n-3) e
acido linoleico (PUFA-18:2n-6), promoveram nao somente a melhora na producao
de ovos, como aumentaram a tolerancia das larvas com oito dias, ao estresse de
amoénia (Cavalli et al., 1999).

Também foram realizados estudos referentes ao aumento dos niveis de
fosfolipideos em dietas de crustaceos (Cavalli et al., 2000), visto que este composto
€ uma fragdo significativa em todas as membranas biolégicas e apresentam
importante papel no transporte de lipideos, especialmente o colesterol.
Considerando que, de uma forma geral, os crustaceos tém habilidade limitada para
biossintese de fosfolipideos, algumas espécies necessitam deste elemento na dieta
para o crescimento e sobrevivéncia. No entanto o aumento de fosfolipideos na dieta
nao revelou mudanga significativa na fecundidade, tamanho e viabilidade dos ovos
de M. rosenbergii (Cavalli et al., 2000).

As andlises dos parametros morfométricos sao importantes para caracterizar
o potencial dos reprodutores. Anger e Moreira (1998) analisaram diversas espécies
como M. acanthurus, M. olffersii e M. carcinus, além de alguns crustdceos marinhos.
A andlise dos dados de comprimento do corpo, da carapaca e do télson, assim como
o peso do animal e sua fecundidade, determinaram que entre M. acanthururs e M.

olfersii, os machos sao maiores que as fémeas. Além disso, um maior numero de



fémeas de M. acanthurus apresentam menor comprimento de maturidade quando
comparadas a outras espécies estudadas.

Em relacdo a espécie nativa M. amazonicum, com especial énfase a
fecundidade, tamanho e colorag&o dos ovos, os estudos realizados compreenderam
populacées de diferentes localidades geogréaficas (Guest, 1979; Vasquez Leon,
1980; Gamba, 1984; Vega-Perez, 1984; Magalhdes, 1985; Lobao et al., 1986;
Scaico, 1992; Odinetz-Collart e Rabelo, 1996).

Scaico (1992), analisando a fecundidade e a fertilidade de M. amazonicum,
presentes em agudes do nordeste brasileiro, constatou que tanto a taxa de eclosao
quanto a fertilidade e fecundidade aumentam de acordo com o tamanho dos
animais. Assim, animais maiores possuem vantagem quando os valores reprodutivos
sdo considerados.

Estudos envolvendo a variagdo do tamanho dos ovos de M. amazonicum
isolados geograficamente, demonstraram que quanto maior fosse a distancia do
litoral, maior era o tamanho dos ovos encontrados nestes animais. Este fato sugere
uma variacao intra-especifica, que promove um processo de continentalizacdo
semelhante a outras espécies do género Macrobrachium (Odinetz Collart e Rabelo,
1996).

O tamanho das fémeas pode ser considerado quando 0s animais sao
selecionados para propostas reprodutivas. Em geral fémeas de M. rosenbergii
tornam-se reprodutivamente maduras com peso variando de 15 a 20g, porém
encontrou-se fémeas menores entre 6,5 a 8 g. Algumas larviculturas preferem
fémeas maiores para produzir apenas o numero de ovos necessario (New e Valenti,
2000).

Selecionar reprodutores jovens no ciclo de producado sugere um aumento na
taxa de crescimento de futuras progénies. O controle da idade dos reprodutores é
dificultado quando o estoque é continuo e os tanques de larvicultura sdo muito
utilizados (New e Valenti, 2000). New (1995) demonstrou que as fazendas podem
resistir as modificacdes de manejo, pois fémeas maduras pequenas produzem um
namero menor de larvas, desta forma um maior numero de fémeas é exigido para
manter a producao. Entretanto fémeas menores apresentam grande desempenho na
producédo de ovos sobre curto periodo de tempo (Cavalli, 1998). Devido a sua alta
freqUiéncia de mudas, estas fémeas menores ficam um maior nUmero de vezes

ovadas e consequentemente desovam um maior numero de ovos. O uso de fémeas



jovens pode reduzir os custos e tempo envolvidos no povoamento de tanques de
reprodutores. Embora um pequeno numero de fazendas possua tanques de
reprodutores, selecionar fémeas jovens e em desenvolvimento pode apresentar
melhora no desempenho reprodutivo dos animais. Este desempenho pode ser ainda
influenciado posteriormente se utilizado dietas modificados para animais em
maturagéo (Daniels et al., 2000). Juntamente com a selecdo das fémeas, os machos
devem ser selecionados para que ocorra inseminagao adequada das fémeas.

Estudos envolvendo diferentes composi¢cdes de dietas relacionadas ao
desempenho reprodutivo ndo foram encontrados para a espécie M. amazonicum.
Visto que um dos fatores limitantes para o0 uso desta espécie em larviculturas de
producgdo intensiva € o baixo nimero de ovos por desova, consideramos importante
a realizagao de constatacdes semelhante as de Cavalli et al. (1999). Estes autores
observaram melhora na producao de ovos de fémeas de M. rosenbergii submetidas
a dietas com diferentes niveis de &cidos graxos (HUFA e PUFA).

Da mesma forma, ndo foram encontrados trabalhos que analisem as
caracteristicas morfolégicas dos ovarios diante de possiveis alteragcdes obtidas a
partir das dietas, em nenhuma espécie de camardo de agua doce. Assim, faz-se
necessario o estudo na espécie nativa brasileira, a fim de gerar informacdes que
possam subsidiar tentativas de melhora na producao, seja através dos sistemas de
cultivo comercial, ou através de exploracao racional dos estoques naturais, evitando-

se 0s riscos do seu esgotamento.
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Capitulo 1:

INFLUENCIA DOS ACIDOS GRAXOS POLI INSATURADOS SOBRE OS INDICES
HEPATOSOMATICO E GONADOSOMATICOS E A FECUNDIDADE DO

Macrobrachium amazonicum.




INFLUENCIA DE ACIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS SOBRE OS iNDICES
HEPATOSOMATICO E GONADOSOMATICOS E A FECUNDIDADE DO

Macrobrachium amazonicum.

Resumo:

Avaliou-se a influéncia dos acidos graxos, poli-insaturados (n-3 HUFA e 18:2n-6)
sobre os indices gonadossomatico, hepatossomatico e a fecundidade de fémeas da
espécie Macrobrachium amazonicum. Para tanto, trés grupos de 24 fémeas foram
alimentadas com ragobes isoproteicas e isolipidicas contendo diferentes niveis dos
acidos graxos n-3 HUFA e 18:2n-6 (12mg/g de ragao) para T1, n-3 HUFA (6mg/g de
racao) e 18:2n-6 (12mg/g de racéo) para T2 e n-3 HUFA e 18:2n-6 (6mg/g de racao)
para T3. As coletas iniciaram-se ap6s 45 dias de experimento estando de acordo
com o estagio ovariano | ,lll e V. Apds biometria, os ovarios e o hepatopancreas
foram coletados e pesados individualmente. Os dados foram correlacionados para
obtencéao dos indices hepatossomatico (IHS) e gonadossomatico (IGS). A analise da
fecundidade foi obtida com a coleta de ovos fecundos e determinada a partir de
relagdes: numero de ovos/tamanho do animal, numero de ovos/peso do animal e
namero de ovos/tamanho da carapaca. Observou-se também o tamanho dos ovos
nos diferentes tratamentos. A analise estatistica dos dados, quanto ao IGS,
demonstrou diferencgas significativas somente para ovarios de fémeas em estagio V
alimentadas com o T2. A andlise do IHS demonstrou ndo haver interacdo entre
tratamentos. A diferenca para este indice ocorreu entre os estagios de maturacao.
Em relacéo a fecundidade, fémeas provindas do T2 apresentaram maior nimero de
ovos e consequentemente maior fecundidade. Os resultados indicaram que baixas
concentracdes de n-3 HUFA e altas concentracées de acido linoleico (18:2n-6),
contribuiram para melhor potencial reprodutivo do 6rgao proporcionando gbénada
mais pesada em relagdo as dos demais tratamentos, além de aumentar a
fecundidade demonstrada a partir do aumento do nimero de ovos para fémeas do
T2.

Palavras Chave: Macrobrachium amazonicum, fecundidade, acidos graxos, indice

gonadossomatico e indice hepatossomatico.



INTRODUCAO

Recentes estudos vém sendo direcionados na definicdo dos nutrientes
especificos necessarios para o gasto energético envolvido na maturacdo gonadal,
vitelogénese, embriogénese e formagdo do vitelo da larva de crustdceos. As
estimativas das necessidades nutricionais dos reprodutores podem ser observadas a
partir da analise das mudancas na composicao bioquimica do hepatopéncreas e das
gbnadas nos diferentes estagios de maturacao (Read e Caulton 1980; Galois 1984;
Vincent et al. 1988; Castille e Lawrence 1989; Millamena e Pascual 1990; Chung et
al. 1992). Pode-se ainda verificar as necessidades nutricionais dos animais a partir
do comportamento endécrino do metabolismo durante a gonadogénese, a
vitelogénese e da producao de ovos (Harrison 1990).

A variacao e a qualidade dos ovos sao fatores importantes para a produgéao
comercial de peixes e crustaceos (Kjorsvik et al. 1989). Desta forma, a composicao
dos nutrientes que formardao os ovos indicara a sua viabilidade além de refletir no
desenvolvimento da larva (Lavens et al. 1991).

Visando ampliar e difundir os conhecimentos que auxiliardo no aumento da
producédo de camardes de agua doce, recente estudos estdo voltados, ndo somente
para o crescimento final dos mesmos (Gonzéales-Pena et al. 2002; Deering et al.
1997; Merican e Shim 1995; Bautista e Subosa 1997), mas também para a melhora
do desempenho reprodutivo e viabilidade da prole (Cavalli et al. 1999; 2000).

Os camardoes do género Macrobrachium apresentam grande interesse
comercial, para a aquicultura e para a exploracdo de estoques naturais (Odinetz-
Collart e Moreira 1993). Dentre as espécies de camardes de agua doce mais
estudadas, encontra-se o Macrobrachium rosenbergii, devido a sua alta
representatividade no mercado (FAO 2002). Esta espécie foi introduzida no Brasil na
década de 70 e, por ser exética, preocupa pelo impacto de sua liberacdo nos
ambientes naturais brasileiros (Valenti 1993). Existe, ainda, preocupacdo com o
possivel surgimento de problemas, especialmente patolégico, que poderiam causar
colapso mundial na atividade. Desta forma alguns paises estdo investindo na
producéo de espécies nativas (Valenti 2002).

O Brasil apresenta fauna rica em camardes de agua doce. Apesar disto,
apenas trés espécies destacam-se para o cultivo: Macrobrachium acanthurus,

Macrobrachium carcinus e Macrobrachium amazonicum (Valenti 1993). No entanto o



M. amazonicum (Heller 1862) é o principal camarao explorado comercialmente na
regiao Amazébnica, entre os estados do Para e do Amapda, a partir da pesca
artesanal (Odinetz-Collart 1987). Por apresentar baixa fecundidade quando
comparado com M. rosenbergii (Lobao et al. 1986; Scaico 1992; Odinetz-Collart e
Rabelo 1996), sua utilizacdo em larviculturas comerciais é praticamente irrelevante.
Assim, atentando-se para este problema, nota-se a falta de trabalhos que visem
alternativas de manejo no sentido de aumentar a fecundidade do M. amazonicum.

Estudos realizados com o M. rosenbergii demonstraram que, o aumento dos
niveis de acidos graxos poli-insaturados (HUFA-n-3) e &cido linoleico (PUFA- 18:2n-
6), na dieta para reprodutores, aumentaram a producdo de ovos, e também
promoveram a tolerancia das larvas com oito dias ao estresse de amoénia (Cavalli et
al. 1999).

O conhecimento da biologia reprodutiva € importante para avaliar-se o
potencial dos animais a serem inseridos na aquicultura, assim como desenvolver
estratégias de preservacao da biodiversidade (Mussolin e Bueno 2002).

Desta forma o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia das
diferentes concentracbes de &cidos graxos HUFA e 18:2n-6 sobre os indices
gonadossomaticos e hepatosomaticos, além da fecundidade de fémeas de
Macrobrachium amazonicum. Este estudo teve o propédsito de gerar subsidios que
colaborem para as condicdes de producdo da espécie. Essas informagdes poderao
ser transferidas para o manejo no cultivo comercial, e também colaborar na
exploracdo racional dos estoques naturais, evitando-se o0s riscos do seu

esgotamento.



MATERIAL E METODOS

Reprodutores:

Os animais utilizados constituiram a segunda geragdo de individuos
provenientes do Estado do Para. Estes foram transferidos dos viveiros de
reprodutores do setor de Carcinicultura do Centro de Aquicultura da UNESP
(CAUNESP), Campus de Jaboticabal-S.P., para os compartimentos das unidades
experimentais. Selecionaram-se 72 fémeas adultas de M. amazonicum, variando
entre 11,02 + 1,3 cm de comprimento e pesando entre 11,3 + 1,2 g. Posteriormente

estas fémeas foram dividas em trés grupos experimentais com 24 individuos cada.

Unidades Experimentais:

Ao todo foram utilizadas 12 unidades experimentais. Estas apresentavam
capacidade para 1000 L, e foram divididas em seis compartimentos por tela plastica
perfurada, sustentados por canos de PVC. As unidades possuiam um filtro biolégico
central, com capacidade para 10 L, aeracdo e termostatos, caracterizando um
sistema fechado. Foram avaliadas diariamente a temperatura, o fornecimento de
racdo e a sifonagem para eliminacao de fezes e sobras de racdo. O controle da
qualidade de agua foi observado semanalmente, por meio de analises de pH
(peagametro Micronal B374), oxigénio dissolvido (oximetro YSI modelo 55),
alcalinidade e compostos nitrogenados como amoénia (Solorzano 1969) e nitrito
(Strickland e Parsons 1972).

Grupos Experimentais:

Formulou-se trés dietas isoproteicas e isolipidicas (Tabela 1). As variacdes
dos niveis de acidos graxos foram obtidos com a inclusdo de 6leos de girassol, de
peixe e gordura vegetal hidrogenada. Para o T1 a ragao fornecida apresentava alta
concentracdo de n-3 HUFA e 18:2n-6 (12mg/g de ragdo), o T2 baixa concentracéao
de n-3 HUFA (6mg/g de racao) e alta concentracdo de 18:2n-6 (12mg/g de racdo) e
para o T3 ragdo com baixa concentracdo de n-3 HUFA e 18:2n-6 (6mg/g de racao).

Os ingredientes foram misturados separadamente e passados em peletizadora



automatica com abertura de 5mm. Os peletes foram secos em ambiente fechado
provido de desumidificador a uma temperatura de 26°C, a seguir foram embalados e
armazenados a uma temperatura constante de -10°C.

O periodo experimental foi de aproximadamente 60 dias, sendo os primeiros
cinco dias considerados como periodo de aclimatacdo. Durante o experimento as
fémeas receberam racdo suficiente para saciedade (5% do peso do animal). Os
animais foram alimentados no periodo da tarde (1700-1800 h). No periodo da manha
(0800-0900 h) os compartimentos eram sifonados para eliminacao de fezes, ecslvia
e sobras de racao.

As porcentagens nutricionais foram estipuladas a partir de dietas fornecidas
para camarao de agua doce. Lipideos totais foram determinados a partir de métodos
de extragao a frio utilizando técnicas preconizadas por Bligh e Dyer (1959) e Folch et
al. (1951). A composi¢do dos acidos graxos (Tabela 2) foi obtida com auxilio de
cromatografia gasosa (Omegawax 250).

Tabela 1: Composigc&o das dietas experimentais (% peso seco)

ALIMENTO (%) Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3

Milho 10,00 10,00 10,00
Farelo de Trigo 16,00 16,00 16,00
Farelo de Arroz 4,35 4,35 4,35
Farelo de Soja 38,00 38,00 38,00
Farinha dePeixe 25,50 25,50 25,50
Melago 0,40 0,40 0,40
Oleo de girassol 2,00 3,50 —
Oleo de peixe 3,00 1,50 1,00
Gordura Vegetal Hidrogenada — — 4,00
Suplemento Vitaminico e Mineral 0,75 0,75 0,75

Composicao analisada (%)

Lipideo 9,00 9,00 10,00
Proteina Bruta 32,15 32,15 32,15
Fibras 2,10 2,00 2,00




Tabela 2: Composicao dos niveis de acidos graxos (mg/g de racdo) presentes nas
diferentes dietas experimentais.

Tratamentos
Acidos Graxos Ragéo 1 Racgéo 2 Racéo 3
14:00 0,8 +0,1 0,6 +0,1 0,6 0,1
16:00 5 10,3 7,5 0,2 8,1 10,2
16:01 1,6 0,0 10,1 10,0
18:00 1,1£0,1 10,0 1,4 £0,1
18:1n9 6,12 5,8 £1,6 4,7 £11
18:2n6¢C 11,4 £2 10,3 £1,6 5,1 £0,6
18:3n3 0,3 +0,1 0,2 0,1 0,2 £0,1
20:1n9 0,5 0,0 0,3 +0,1 0,2 £0,0
20:4n6 0,8 0,2 1,4 +0,1 10,3
20:5n3 5,3 +0,1 3,6 £0,0 3,2 £0,3
21:5n3 0,5 0,0 0,1 0,0 0,4 £0,2
22:02 1,2 +0,1 0,9 0,3 1,3 0,2
22:6n3 4,9 £0,3 1,7 £0,2 1,9 £0,2
Yy Saturados 7 2 9,1 £1,2 10,2 £1,1
Y. Monoinsaturados 1,6 0,0 10,1 10,0
Y (n-6) PUFA 12,2 +2 11,7 2,6 6,1+1,3
Y. (n-3)HUFA 10,7 £1,9 5,4 £1 5,5 0,9
DHA/EPA 0,9 0,5 0,6

(n-6) / (n-3) 1,14 2,1 1,1

2. (n-6) > 18:2n-6
> (n-3Y > 20:3 n-3

Procedimento das Analises
indices Gonadossomaticos (IGS) e Hepatossomaticos (IHS):

O desenvolvimento gonadal e a presenca de ecslvia foram monitorados
diariamente. Os estagios de maturacdo ovariana foram identificados a partir de
analises macroscépicas do 6rgao sob a carapaca. As observacdes referentes ao
tamanho e coloragdo dos ovarios permitiram classifica-los de acordo com achados
de Chang e Shih (1995). Assim, determinou-se que, ao final de 45 dias, as fémeas
que atingissem os estagio I, lll e V, seriam coletadas. Para esta analise utilizaram-se
cinco animais de cada estagio de maturacao ovariana, em cada tratamento.

No momento das coletas, os animais inicialmente foram pesados e medidos.
Posteriormente foram mortos por choque térmico para que os 6rgaos, ovarios e
hepatopancreas, fossem coletados. A determinacao dos IGS e IHS foi obtida a partir
da seguinte relagéo:

S E165 4 - Eesedodide oo



Determinacao da Fecundidade

Para esta andlise foram utilizadas cinco fémeas de cada tratamento. As
fémeas foram observadas diariamente e, apds passarem pela muda preparatéria,
um macho foi acondicionado em seu compartimento para a fecundacao.

Decorrida a desova, o macho foi retirado a fim de se evitar possivel agressao.
Trés dias posterior a desova, as fémeas foram capturadas dos compartimentos,
medidas e pesadas. Os ovos foram retirados manualmente dos pledpodos e a fémea
devolvida ao seu compartimento. Com auxilio de camara clara acoplada em lupa, 50
ovos, de cada fémea, em cada tratamento, foram medidos.

Os ovos foram pesados, embalados em papel aluminio e aclimatados em
estufa a 100°C durante 12 hr. Apds esse periodo foram transferidos para
dissecadores e ap6s duas horas foram pesados em balanca analitica. Trés amostras
de ovos foram contadas e pesadas a fim de se obter a estimativa do numero total de
ovos. O célculo da fecundidade foi obtido a partir da relacdo n° de ovos/tamanho
total da fémea; n? de ovos/tamanho da carapaca e, n® de ovos/peso total do animal.

ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental consistiu de caixas inteiramente casualizadas
com 24 réplicas (fémeas) por tratamento. A partir dos resultados, realizou-se Analise
de Variancia (GLM) e teste de Tukey a 5% (P<0,05). O programa utilizado para
conformidade dos resultados foi SAS verséo 8.1.

RESULTADOS

Os parametros da qualidade de agua apresentaram-se constantes nas
unidades experimentais, durante todo o experimento. A temperatura permaneceu
por volta de 28,5 = 0,5 °C, os niveis de oxigénio determinado foram de 6,5 £ 0,5
mg/L com saturacédo equivalente a 80 = 0,5 %, e o pH apresentou faixas de 8,2
0,1. Referente aos niveis dos compostos nitrogenados obteve-se média de 2,5 £ 1,5
mg/L de aménia e 15 + 1,0 mg/L de nitrito.



A composicdo dos ingredientes utilizados para a formulacdo das dietas
praticas, fornecidas durante o experimento, pode ser observada na Tabela 1. Os
niveis de lipideos das racdes permaneceram por volta de 9% do peso seco nos
diferentes tratamentos. Os diferentes niveis de acidos graxos determinaram dietas com
altos niveis de n-3 HUFA e 18:2n-6 para T1; baixos niveis de n-3 HUFA e altos niveis de
18:2n-6 para T2 e, baixos niveis de n-3 HUFA e 18:2n-6 como sendo o T3 (Tabela 2).

Para a determinacdo dos indices somaticos foram coletados 15 individuos
por tratamento, sendo cinco individuos de cada estagio ovariano: I, lll e V.

As médias obtidas para o IGS em individuos com ovarios no estagio | foram

equivalentes a 0,61% para o T1; 0,52% para o T2, e 0,55% para T3. Em relacdo ao
IGS de fémeas com ovarios no estagio Ill de maturagcdo foram encontradas as
seguintes médias: 1,79% para fémeas submetidas ao T1; 1,98% para fémeas
submetidas ao T2 e, 2,14% para fémeas submetidas ao T3. Em relacdo ao estagio
ovariano maduro, ou seja estagio V, observou-se que fémeas alimentadas com o T1
(altos niveis de n-3 HUFA e 18:2n-6) obtiveram indices de 5,49%; fémeas
submetidas ao T2 (baixos niveis de n-3 HUFA e altos niveis de 18:2n-6) obtiveram
indices de 6,89% e, fémeas submetidas do T3 (baixos indices de n-3 HUFA e 18:2n-
6) obtiveram indices de 5,58%. A analise estatistica dos dados revelou que o T2
proporcionou um aumento no IGS em individuos com ovarios no estagio V. No
entanto, individuos com ovarios nos estagios | e lll ndo apresentaram diferenca
significativa entre os tratamentos (Fig. 1).
Para individuos com ovarios em estagio | o IHS encontrado foi de 3,88% para
animais submetidos ao T1; 4,00% para animais submetidos o T2, e 2,89% para
animais que receberam o T3. Ja para individuos com ovarios em estagio Ill os
indices demonstraram médias de 4,77% para animais submetidos ao T1; 5,05%
para animais que receberam o T2 e, 3,87% para animais submetidos ao T3. Nos
animais com ovarios em estagio de maturacgao final os indices encontrados foram de
3,71% para animais submetidos ao T1, animais submetidos ao T2 obtiveram médias
de 2,62% e, animais que receberam T3 obtiveram médias de 3,11%.



Figura 1- Valores médios determinando os indices Gonadossomaticos dos ovarios,
em estagio |, lll e V, de fémeas submetidas aos diferentes tratamentos.
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Letras iguais entre estagio de maturacao ou tratamento nédo diferem entre si P>0,05;
Letras Mailsculas, evidencia diferengas entre os estagios de maturagdo gonadal no mesmo tratamento;
Letras Minusculas, comparam diferengas entre os mesmos estagios de maturacéo nos diferentes tratamentos.

A analise estatistica demonstrou ndo haver interacdao entre o IHS e os
diferentes tratamentos. A interacdo ocorreu somente em relacéo aos valores de IGS
(Tabela 3). Contudo, apesar de nao haver interagao entre os tratamentos e o IHS,
observou-se influéncia dos estadgios de maturacdo ovariana sobre os indices
hepatossomaticos de individuos dentro do mesmo tratamento. Desta forma, fémeas
em estagio |l de maturagdo gonadal obtiveram diferencas significativas em relacao
aos demais estagios de maturagéao dentro do mesmo tratamento (Fig2.).

Referente as analises de fecundidade e didametro dos ovos os valores obtidos
variaram entre os tratamentos. Fémeas que receberam T1 obtiveram em média
5.965 ovos, sendo que estes apresentaram didmetros médios de 0,082 mm. Fémeas
gue receberam o T2 apresentaram em média 6.513 ovos com didmetros médios de
0,076mm. E fémeas que receberam o T3, apresentaram 5.619 ovos medindo 0,090
mm em média. A andlise dos dados, quanto ao numero de ovos, demonstrou
diferenga significativa existente entre fémeas alimentadas com T2 (contendo baixos
niveis de n-3 HUFA e altos niveis de 18:2n-6), e as que receberam os demais
tratamentos. A diferenca quanto ao diametro dos ovos demonstrou que ovos provindos de

fémeas alimentadas com o T3 apresentaram maior didmetro, que os ovos de fémeas



submetidas ao T2. No entanto, os ovos de fémeas submetidas ao T1 ndo apresentaram
diferengas entre o didmetro dos ovos das fémeas que foram submetidas aos T2 e T3 (Fig. 3).

Figura 2- Valores médios determinando os indices Hepatossomaticos, de ovarios em

estagio |, lll e V de maturacéo, de fémeas submetidas aos diferentes tratamentos.
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Letras iguais entre estagio de maturagao/ tratamento nao diferem entre si P>0,05;
Letras Mailsculas, evidencia diferengas entre os estagios de maturagdo gonadal no mesmo tratamento.

Tabela 3: Andlise da interacao (F) por tratamento (Tr) e estagio de maturacao

ovariana (Em), entre IGS e IHS de fémeas submetidas aos diferentes tratamentos.

Estatistica Variacéo
Y1=IGS Y2=IHS
Fp/ Tr 13,95** 4,21*
Fp/ Em 1635,95** 12,33**
Interagéo Tr e Em. 15,35** 1,97ns
Ccv 9,48 21,15

**Significativo a 1%;
*Significativo a 5%;
ns N&o significativos.



Figura 3: Didmetro médio de ovos de M. amazonicum provindos de fémeas
alimentadas com dietas contendo diferentes niveis de acidos graxos.
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Letras Mailsculas, evidencia diferengas (P>0,05) entre os tamanhos dos ovos dos diferentes tratamentos.

A fecundidade obtida foi analisada a partir das correlacdes existentes entre o
namero de ovos e: a) o peso total da fémea; b) o tamanho total da fémea e, c) o
tamanho poés-orbital da fémea. A analise dos dados demonstrou que ndo ha
diferenca entre os tratamentos quando se utilizou a relagdo: n® ovos/peso das
fémeas, para a obtencdo da taxa de fecundidade. No entanto, quando se utilizou a
correlacdo do numero de ovos com o tamanho total da fémea e, o comprimento pés-

orbital, existiu diferenca do tratamento 2 em relagdo ao tratamento 3 (Tabela 4).

Tabela 4: Correlagbes existentes entre o numero de ovos e: o peso total da fémea, o
tamanho total da fémea e o tamanho pds-orbital de fémeas de M. amazonicum
alimentadas com dietas contendo diferentes niveis de acidos graxos.

Tratamento N2 OVO/PT NeOVO/CT ** NeOVO/CPO™*
T1 539 573AB 2386AB
T2 577 612 A 2547 A
T3 539 531 B 2181AB

Médias na mesma coluna seguidas de letras iguais ndo diferem entre si
(P>0,05);

NCovo = niimero de ovos obtidos;

PT= Peso total do animal (g);

CT= Comprimento Total do Animal (cm);

CPO= Comprimento pés-orbital da carapaga do animal (cm);

NS= Diferenga ndo significativa;

**= diferenga a 1% (P<0,01).



DISCUSSAO

Os lipideos apresentam importante papel nos processos reprodutivos dos
crustaceos, e muitos estudos tém demonstrado que seus niveis e a sua composicao
nas dietas afetam profundamente a maturacdo ovariana e 0 sucesso reprodutivo
(Harrison 2000).

Fémeas de M. amazonicum alimentadas com dietas contendo baixa
concentracdo de n-3 HUFA e alta concentracdao de 18:2n-6 apresentaram maior
indice gonadossomatico em individuos com ovarios no estagio V de maturacgao.
Com relacdo a dieta alimentar dos animais, fémeas de M. rosenbergii alimentadas
com dietas contendo altas concentragdes de n-3 HUFA e alta concentracdo de
18:2n-6 obtiveram aumento do IGS (Cavalli et al. 1999), diferente do verificado para
M. amazonicum no presente estudo. Trabalhos realizados com fémeas de
Macrobrachium rosenbergii (Cavalli et al. 2000; 2001; Lee e Chang 1997),
capturados na natureza, demonstraram que durante o desenvolvimento ovariano
este 6rgao aumenta seu peso devido ao acumulo de lipidio e proteinas de vitelo no
interior das células ovocitarias. A funcédo do vitelo esta na sobrevivéncia das larvas
recém eclodidas, servindo como alimento enddégeno nas primeiras horas de vida.
Lee e Chang (1997) relataram, ainda, que os estagios IV e V sdo o momento em que
ocorre 0 maior acumulo de vitelo no 6rgao. Justificando assim o maior IGS
encontrado em M. amazonicum quando as fémeas se encontravam no estagio V de
maturacdo gonadal. Cavalli et al. (2001) sugeriram que esses lipideos depositados
nos ovocitos sejam diretamente transferidos do hepatopancreas para o ovario
durante a maturacdo gonadal. Desta forma acreditamos que as espécies de M.
amazonicum e M. rosenbergii, quando cultivados em cativeiro, apresentem
diferentes necessidades nutricionais quanto aos niveis de acidos graxos Omega 3
inseridos na ragao para fémeas reprodutoras.

As analises referentes ao IHS de fémeas de M. amazonicum demonstraram
que estes indices nao apresentaram influéncia dos tratamentos. Resultados
semelhantes ocorreram em IHS de fémeas de M. rosenbergii submetidas a dietas
contendo diferentes niveis de acidos graxos (Cavalli et al. 1999; 2000). Porém, os
resultados desta pesquisa relatam a influéncia dos estagios de maturagao ovariana
sobre os IHS de fémeas de M. amazonicum dentro do mesmo tratamento. Neste

caso, os hepatopancreas dos animais analisados com ovarios no estagio I,



independente dos tratamentos, apresentaram médias de IHS maiores que animais
com ovarios em estagios de maturacédo | e V.

O hepatopancreas é uma glandula pertencente ao intestino médio que
apresenta a importante funcao de metabolizar lipideos (Garcia et al. 2002).

Estudos realizados com fémeas maduras de Penaeus monodon, (Millamena e
Pascual 1990), demonstraram que boa parte da reserva de energia acumulada no
hepatopancreas era utilizada para o gasto metabdlico do animal, realizado
principalmente durante a desova. Da mesma forma, Cavalli et al. (2001) relataram
que as diminuicbes da atividade alimentar relacionada com a muda pré-desova
contribuem para o declinio de lipideo estocados no hepatopancreas nos estagios | e
V. Desta forma, pode-se inferir que as reservas presentes no hepatopancreas dos
animais, quando os ovarios encontram-se em estagio Ill de maturagcdo sao muito
importantes para a conclusdo da ovogénese.

Visto que, o T2 ocasionou maior acumulo de lipideos, e consequentemente de
vitelo, em ovarios no estagio V constatado pelo aumento do IGS, este maior
acumulo de lipideos ndo promoveu a diminuicdo de reservas acumuladas no
hepatopancreas. Harrison (1990) verificou fato semelhante e afirmou que a formacgéo
do vitelo no interior dos ovarios, depende diretamente dos nutrientes ingeridos em
relacdo aos estocados no hepatopéncreas. Da mesma forma, trabalhos realizados
com diversas espécies marinhas como, Metapenaeus affinis (Teshima e Kanazawa
1983); Penaeus indicus (Galois 1984) e, Penaeus monodon (Millamena e Pacual
1990), demonstraram que boa parte das reservas lipidicas presentes no
hepatopancreas sao utilizadas, por estes animais, durante a maturacdo gonadal.
Essas diferencas nas transferéncias nutricionais, segundo Castille e Lawrence
(1989), podem estar associadas com a qualidade dos nutrientes adquiridos,
sugerindo que a dieta do T2 utilizada no presente estudo, supriu as necessidades
nutricionais exigidas durante a ovogénese em M. amazonicum.

lzquierdo et al. (2001) relataram que tanto desenvolvimento gonadal como
fecundidade séao influenciados por nutrientes contendo acidos graxos essenciais.
Isso ocorre principalmente em espécies que apresentam desovas continuas, quando
existe um rapido intervalo entre uma vitelogénese e outra. Em M. amazonicum esta
influéncia também ocorreu quando adicionou-se acidos graxos altamente

insaturados a dietas experimentais.



Diversos trabalhos relatam que a média de fecundidade das fémeas de M.
amazonicum é baixa. Scaico (1992) analisou fémeas provenientes de acudes do
nordeste brasileiro, medindo entre 35 a 71 mm, e determinou uma fecundidade
variando entre 148 a 1128. Lobdo et al. (1986) analisaram desovas de M.
amazonicum, sob condi¢cdes de laboratério, e encontraram fecundidade variando
entre 178 e 1344. Esses dados sao muito inferiores as observacodes realizadas em
M. acanthurus e M. rosenbergii, que chegam a produzir mais de 50.000 ovos. Uma
vez que, a fecundidade esta correlacionada diretamente com o peso total do corpo,
comprimento total do corpo e da carapaca (ou pés-orbital) do animal (Sureshkumar e
Kurup 1998), o M. amazonicum poderia apresentar desvantagem em relacao as
espécies anteriormente citadas devido ao seu pequeno porte. No entanto, Cavalli et
al. (1998) relataram que fémeas menores apresentam maior freqiiéncia de mudas e
conseqUentemente ficam ovadas mais vezes. Demonstrando, assim, que o tamanho
do animal ndo é empecilho para seu uso em larviculturas de grande escala.

A andlise dos resultados referentes ao numero e ao tamanho dos ovos de
fémeas de M. amazonicum evidenciou que fémeas alimentadas com T2, contendo
baixos niveis de n-3 HUFA e altos niveis de 18:2n-6, obtiveram as maiores taxas de
fecundidade em relacdo as fémeas submetidas aos demais tratamentos. Porém,
seus ovos foram menores que os ovos provenientes de fémeas submetidas aos
demais tratamentos. Contudo, fémeas de M. amazonicum alimentadas com o T3
apresentaram as menores taxas de fecundidade porém seus ovos demonstraram o0s
maiores tamanhos. Estes dados concordam com relatos de Katre (1977) que
destacou a fecundidade como sendo relacionada com o numero de ovdcitos,
competindo por espaco e deposicao de vitelo. Além disso, a espécie Macrobrachium
apresenta como caracteristica reprodutiva a relagédo entre o tamanho dos ovos e a
duracao dos estagios larvais e ao aumento da sobrevivéncia larval em populacdes
continentais (Jalihal et al. 1993). No entanto, Cavalli et al. (1999), trabalhando com
fémeas de M. rosenbergii, alimentadas com dietas contendo diferentes indices de n-
3 HUFA e 18:2n-6, conseguiram os maiores indices de fecundidade para fémeas
alimentadas com altos indices de n-3 HUFA e 18:2n-6. Porém, estas fémeas
apresentaram os menores ovos em relagdo as fémeas dos demais tratamentos. Este
fato reforca a sugestdo de que M. amazonicum e M. rosenbergii apresentam
diferentes necessidades nutricionais quanto aos niveis de acidos graxos Omega 3
para fémeas reprodutoras.



Odinatez-Collart e Rabelo (1996) avaliaram o tamanho de ovos do camarao
de agua doce M. amazonicum, a partir de variagdes intra-especifica de populacdes
geograficamente distantes, e observaram que os ovos apresentam maior tamanho
guanto mais distante o individuo se encontrava do litoral, € que processos similares
envolvem outras espécies de Macrobrachium.

Desta forma, os resultados dessa pesquisa demonstraram que a dieta
contendo baixas concentracbes de n-3 HUFA e altas concentracées de 18:2n-6
promoveram aumento do indice gonadossomatico, aumento da fecundidade, e
consequente aumento do numero de ovos. A nao influéncia dos tratamentos no IHS
demonstrou que as reservas lipidicas deste 6rgao sao principalmente utilizadas no
gasto energético das funcdes metabdlicas durante os estagios pré e pos desovas, e
secundariamente utilizadas para o acumulo de vitelo nos ovécitos maduros

presentes no ovario.
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EFEITO DOS ACIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS
SOBRE O DESENVOLVIMENTO OVARIANO DE

Macrobrachium amazonicum.

Resumo:

Este trabalho teve o intuito de avaliar a influéncia dos &cidos graxos poli-insaturados,
sobre o desenvolvimento ovariano de Macrobrachium amazonicum. Para tanto, trés
grupos de 24 fémeas foram alimentadas com racdes isoproteicas e isolipidicas
contendo diferentes niveis de acidos graxos n-3 HUFA e 18:2n-6 (12mg/g de ragéo)
para T1, n-3 HUFA (6mg/g de racao) e 18:2n-6 (12mg/g de racao) para T2 e n-3
HUFA e 18:2n-6 (6mg/g de racao) para T3. As coletas iniciaram-se apo6s 45 dias de
experimento. As fémeas foram coletadas de acordo com o estagio de
desenvolvimento ovariano I, lll e V. As avaliacbes determinaram a morfologia
ovariana e os indices gonadossomaticos (IGS). O desenvolvimento ovocitario e
maturacdo gonadal variaram entre os tratamento e estagios ovarianos. As
observacdes morfolégicas em ovarios no estagio | demonstraram diferenca somente
em relacao ao didmetro destas células primordiais (ovogénias). As células de maior
tamanho foram observadas nos 6rgaos dos animais do T2. Os ovarios no estégio lll,
nao apresentaram diferencas em relagao aos tratamentos. Nos ovarios no estagio V,
evidenciou-se a influéncia dos tratamentos na morfologia dos érgaos. O diametro
dos ovécitos se apresentou maior nos tratamentos 2 e 3, muito embora os ovocitos
oriundos do tratamento T2 apresentassem tamanhos mais homogéneos e regulares.
Nestes ovarios no estagio V e submetidos ao T2, observou-se um nimero maior de
células em diferentes estagios de desenvolvimento. O IGS foi estatisticamente maior
somente nos ovarios do estagio V do T2. Os resultados sugerem que o T2 foi melhor
pois resultaram em ovario mais pesado além de possivel diminuicdo no espaco de
tempo entre as desovas com marcante presenca de células em desenvolvimento

nos ovarios maduros.

Palavras Chave: Macrobrachium amazonicum, estrutura, acidos graxos,ovario.



INTRODUCAO

O maior custo operacional referente a area aquiicola esta relacionado a gastos
investidos na alimentacdo (D'Abramo e Sheen 1994). Formulagdo de dietas
equilibradas e sua adaptacédo para a nutricdo sao importantes para o0 sucesso da
aquicultura (Gonzalez-Pena 2002).

Recentes estudos vém sendo direcionados a definicdo dos nutrientes
especificos necessarios para o gasto energético envolvido na maturacdo gonadal,
vitelogénese, embriogénese e formacdo do vitelo da larva. As estimativas iniciais
das necessidades nutricionais dos reprodutores podem ser observadas a partir de
analise das mudancgas na composicao bioquimica das génadas e hepatopancreas
nos diferentes estagios de maturacao (Read e Caulton 1980; Galois 1984; Vincent et
al. 1988; Castille e Lawrence 1989; Millamena e Pascual 1990; Chung et al. 1992).
Pode-se ainda verificar as necessidades nutricionais dos animais a partir de analises
do comportamento endécrino do metabolismo durante gonadogénese, vitelogénese
e producao de ovos (Harrison 1990).

Estudos recentes estdo voltados ndo somente para o crescimento final dos
camardes (Gonzalez-Pefia et al. 2002; Deering et al. 1997; Merican e Shim 1995;
Bautista e Subosa 1997), mas também para a melhora no desempenho reprodutivo
e viabilidade da prole (Cavalli et al. 1999; 2000). Dentre as espécies de camardes de
agua doce mais estudadas, encontra-se o Macrobrachium rosenbergii, devido a sua
alta representatividade no mercado comercial (FAO 2002).

Esta espécie foi introduzida no Brasil na década de 70 e, por ser exética,
apresenta preocupacado referente ao impacto de sua liberacdo nos ambientes
naturais brasileiros (Valenti 1993). Dentre as espécies nativas de camardes de agua
doce existente no Brasil destaca-se o M. amazonicum, por apresentar grande
potencial para a aquicultura. Esses animais podem ser encontrados em quase todo
o territério nacional, sendo muito abundante na regido amazénica e aceito por
consumidores de todas as classes sociais (Moraes-Riodades e Valenti 1999). Os
estudos referentes a M. amazonicum, realizados até o presente momento, tém-se
concentrado principalmente na ecologia e biologia pesqueira de populacdes naturais
(Odinetz-Collart 1987; 1991a; 1991b; Odinetz-Collart e Moreira 1993; Odinetz-Collart
e Magalhdes 1994). Foram investigados outros aspectos, tais como a fecundidade
(Lob&o et al. 1986; Scaico 1992; Odinetz-Collart e Rabelo 1996), o desenvolvimento

gonadal (Bragagnoli e Grotta 1995), o desenvolvimento larval (Guest 1979; Romero



1982; Barreto e Soares 1982; Magalhaes 1985; Lobao et al. 1987; Rojas et al. 1990),
e a alimentacdo e manutencao dos animais em laboratério (Alves 1986; Roverso et
al. 1990; Lobao et al. 1994).

Nos ultimos anos vérios estudos foram desenvolvidos, envolvendo outros
aspectos da biologia do camarao de agua doce M. amazonicum, como por exemplo:
testes de laboratério sobre as técnicas de estocagem, alimentacdo, manutencéao e
crescimento tanto de pés-larvas (Barreto e Soares 1982; Coelho et al. 1981; 19823a;
1982b; Lobéao et al. 1987; 1994; 1996; Rojas et al. 1990; Roverso et al. 1990) como
de adultos (Alves 1986).

Por ser uma espécie que apresenta baixa média de fecundidade (Lobéo et al.
1986; Scaico 1992; Odinetz-Collart e Rabelo 1996) quando comparado a espécie
exotica M. rosenbergii, acaba se tornando mais dificil sua utilizagdo nas larviculturas
comerciais. Desta forma nota-se a falta de trabalhos que visem alternativas de
manejo no sentido de aumentar a fecundidade do M. amazonicum.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar possiveis alteracées sobre
o desenvolvimento gonadal de fémeas de M. amazonicum, submetidas a dietas com
diferentes niveis de acidos graxos, a fim de gerar informag¢des que melhorem a
producéo, seja por sistema de cultivo comercial ou exploracéo racional dos estoques

naturais, evitando-se os riscos do seu esgotamento.

MATERIAL E METODOS

Reprodutores:

Os animais utilizados constituiram a segunda geragdo de individuos
provenientes do Estado do Para. Estes foram transferidos dos viveiros de
reprodutores do setor de Carcinicultura do Centro de Aquicultura da UNESP
(CAUNESP), Campus de Jaboticabal-S.P., para os compartimentos das unidades
experimentais. Selecionaram-se 72 fémeas adultas de M. amazonicum, variando
entre 11,02 + 1,3 cm de comprimento e pesando entre 11,3 £ 1,2 g. Posteriormente

estas fémeas foram dividas em trés grupos experimentais com 24 individuos cada.



Unidades Experimentais:

Ao todo foram utilizadas 12 unidades experimentais. Estas apresentavam
capacidade para 1000 L, e foram divididas em seis compartimentos por tela plastica
perfurada, sustentados por canos de PVC. As unidades possuiam um filtro biolégico
central, com capacidade para 10 L, aeracdo e termostatos, caracterizando um
sistema fechado. Foram avaliadas diariamente a temperatura, o fornecimento de
racdo e a sifonagem para eliminacao de fezes e sobras de racdo. O controle da
qualidade de agua foi observado semanalmente, por meio de analises de pH
(peagametro Micronal B374), oxigénio dissolvido (oximetro YSI modelo 55),
alcalinidade e compostos nitrogenados como amoénia (Solorzano 1969) e nitrito
(Strickland e Parsons 1972).

Grupos Experimentais:

Formulou-se trés dietas isoproteicas e isolipidicas (Tabela 1). As variacoes
dos niveis de acidos graxos foram obtidos com a inclusdo de 6leos de girassol, de
peixe e gordura vegetal hidrogenada. Para o T1 a ragédo fornecida apresentava alta
concentracdo de n-3 HUFA e 18:2n-6 (12mg/g de ragdo), o T2 baixa concentracao
de n-3 HUFA (6mg/g de racao) e alta concentracao de 18:2n-6 (12mg/g de racao) e
para o T3 ragdo com baixa concentracdo de n-3 HUFA e 18:2n-6 (6mg/g de racao).
Os ingredientes foram misturados separadamente e passados em peletizadora
automatica com abertura de 5mm. Os peletes foram secos em ambiente fechado
provido de desumidificador a uma temperatura de 26°C, a seguir foram embalados e
armazenados a uma temperatura constante de -10°C.

O periodo experimental foi de aproximadamente 60 dias, sendo os primeiros
cinco dias considerados como periodo de aclimatacdo. Durante o experimento as
fémeas receberam racdo suficiente para saciedade (5% do peso do animal). Os
animais foram alimentados no periodo da tarde (1700-1800 h). No periodo da manha
(0800-0900 h) os compartimentos eram sifonados para eliminacao de fezes, ecsuvia
e sobras de racao.

As porcentagens nutricionais foram estipuladas a partir de dietas fornecidas
para camardo de 4gua doce. Lipideos totais foram determinados a partir de métodos de

extracdo a frio utilizando técnicas preconizadas por Bligh e Dyer (1959) e Folch et al. (1951).



A composi¢do dos acidos graxos (Tabela 2) foi obtida com auxilio de cromatografia gasosa

(Omegawax 250).

Tabela 1: Composigc&o das dietas experimentais (% peso seco)

ALIMENTO (%) Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3

Milho 10,00 10,00 10,00
Farelo de Trigo 16,00 16,00 16,00
Farelo de Arroz 4,35 4,35 4,35
Farelo de Soja 38,00 38,00 38,00
Farinha dePeixe 25,50 25,50 25,50
Melago 0,40 0,40 0,40
Oleo de girassol 2,00 3,50 —
Oleo de peixe 3,00 1,50 1,00
Gordura Vegetal Hidrogenada — — 4,00
Suplemento Vitaminico e Mineral 0,75 0,75 0,75

Composicao analisada (%)

Lipideo 9,00 9,00 10,00
Proteina Bruta 32,15 32,15 32,15
Fibras 2,10 2,00 2,00

Tabela 2: Composicdo dos niveis de acidos graxos (mg/g de racdo) presentes nas

diferentes dietas experimentais.

Tratamentos
Acidos Graxos Ragéo 1 Ragéo 2 Racgao 3
14:00 0,8 +0,1 0,6 £0,1 0,6 0,1
16:00 5 10,3 7,5 +0,2 8,1 40,2
16:01 1,6 £0,0 10,1 10,0
18:00 1,1+£0,1 10,0 1,4 £0,1
18:1n9 6,1+2 5,8 +1,6 4,7 11
18:2n6¢c 11,4 £2 10,3 £1,6 5,1 £0,6
18:3n3 0,3 0,1 0,2 +0,1 0,2 +0,1
20:1n9 0,5 0,0 0,3 £0,1 0,2 £0,0
20:4n6 0,8 0,2 1,4 £0,1 10,3
20:5n3 5,3 10,1 3,6 £0,0 3,2 £0,3
21:5n3 0,5 +0,0 0,1 +0,0 0,4 +0,2
22:02 1,2 £0,1 0,9 £0,3 1,3 £0,2
22:6n3 4,9 +0,3 1,7 £0,2 1,9 £0,2
Saturados 7 2 9,1 £1,2 10,2 £1 1
Monoinsaturados 1,6 0,0 10,1 1 10,0
Y. (n-6) PUFA 12,2 +2 11,7 £2,6 6,1 +1,3
Y. (n-3)HUFA 10,7 £1,9 5,4 +1 5,5 +0,9
DHA/EPA 0,9 0,5 0,6
(n-6) / (n-3) 1,14 2,1 1,1

Y (n-6) > 18:2n-6
2. (n-3)>20:3 n-3

Procedimento de Analise:
Indices Gonadossométicos (IGS)

Os estagios de maturacdo ovariana foram identificados de acordo com
analise macroscépica do 6érgao sob a carapaca. As observacdes referentes ao

tamanho e coloragdo dos ovarios permitiram classifica-los de acordo com achados



de Chang e Shih (1995). As fémeas foram supervisionadas diariamente. Apos 45
dias iniciaram-se as coletas que obedeceram aos estagios ovarianos |, Il e V. No
momento da coleta os animais eram pesados, medidos, mortos por choque térmico
e seus 6rgaos coletados. O ovario foi pesado e correlacionado com o peso total do
corpo para a obtencéo do IGS.

IHS E IGS (%) = Peso do 6rgdo v 100
Peso do corpo

Analise Morfoldgica

Para cada tratamento, foram coletados cinco ovarios em cada estagio de
desenvolvimento. Ap6s pesagem os 6rgaos foram fixados em formol tamponado
10%. Seguiram-se as rotinas histoldgicas na qual parte do material foi incluida em
historesina e parte em "paraplast". Decorreu-se a microtomia do material para
obtencdo das laminas com seccdes de 3 um e 5 um. Estas foram coradas com
Hematoxilina/Eosina, Azul de Toluidina e Herdenhein-Scheleicher, para analise das
caracteristicas do material. As células ovarianas em desenvolvimento inicial e
madura (ovogbnias e ovocitos maduros) foram medidas com o auxilio do programa
analisador de imagens Image Pro Plus acoplado ao fotomicroscopio Olympus B
Max50. Analise e fotodocumentacdo foram realizadas em fotomicroscopio Olympus
B Max-50.

ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental consistiu de blocos inteiramente casualizados
com 24 replicas (fémeas) por tratamento. A partir dos resultados, aplicou-se Analise
de Variancia (GLM) e teste de Tukey a 5% (P<0,05). O programa utilizado para
conformidade dos resultados foi SAS verséo 8.1.



RESULTADOS

Os parametros da qualidade de agua apresentaram-se constantes nas
unidades experimentais, durante todo o experimento. A temperatura permaneceu
por volta de 28,5 + 0,5 °C, os niveis de oxigénio determinados foram de 6,5 + 0,5
mg/L com saturacdo equivalente a 80 + 0,5 %, e o pH apresentou faixas de 8,2 *
0,1. Referentes aos niveis dos compostos nitrogenados obtiveram-se médias de 2,5
+ 1,5 mg/L de ambnia e 15 + 1,0 mg/L de nitrito.

A composicdo dos ingredientes utilizados para a formulacdo das dietas
praticas fornecidas durante o experimento, pode ser observada na Tabela 1. Os
niveis de lipideos das racdes permaneceram por volta de 9% do peso seco nos
diferentes tratamentos. Os diferentes niveis de acidos graxos determinaram dietas
conforme segue: T1: com altos niveis de n-3 HUFA e 18:2n-6, T2: baixos niveis de
n-3 HUFA e altos niveis de 18:2n-6 e T3; baixos niveis de n-3 HUFA e 18:2n-6
(Tabela 2).

O monitoramento diario facilitou a verificagdo dos animais a serem coletados
apds 45 dias de inicio de experimento.

A analise dos indices gonadossomatico (IGS), oriundos de animais
submetidos aos diferentes tratamentos, demonstrou variacdo entre os mesmos
(Fig.1) evidenciando que ovarios no estagio V (ultimo estagio de maturacao), de
fémeas submetidas ao T2, destacou-se em relacao aos demais érgaos oriundos dos
outros tratamentos.

As andlises microscépicas determinaram que ovarios se caracterizam por
apresentar externamente uma tunica albuginea composta por fibras colagenas, que
limita a zona proliferativa central e uma regiao periférica (Fig. 2). Na tunica albuginea
pode-se observar a presenca de vasos de hemolinfa responsaveis pela nutricdo e
metabolismo do érgao (Fig. 3). Na zona proliferativa central localizam-se as células
primordiais (ovogl6nias) e na regido periférica encontram-se células em estégios
mais avanc¢ados de desenvolvimento chamado de ovocitos.

O ovario apresenta, de forma geral, diferente fases de desenvolvimento
constituindo os estagios ovarianos. Entende-se por diferentes fases de
desenvolvimento o grau de amadurecimento gonadal. Os ovarios no estagio |,
independente dos tratamentos, apresentaram na regido central a zona proliferativa

com presenca de ovogdnias. Estas células se apresentam esféricas com citoplasma



pouco evidente preenchido pelo volumoso nucleo (Fig.4). Proximo a periferia

observou-se ovocitos em desenvolvimento.

Figura 1- Valores médios dos Indices Gonadossomdticos dos ovdrios de fémeas
submetidas aos diferentes tratamentos, nos determinados estagios de
desenvolvimento: estagio I, lll e V.
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Letras iguais entre estagio de maturagdo ou tratamento ndo diferem entre si P>0,05;
Letras Mailsculas, evidencia diferengas entre os estagios de maturagao gonadal no mesmo tratamento;
Letras MinUsculas, comparam diferengas entre os mesmos estagios de maturacédo nos diferentes tratamentos.

Apesar das ovogbOnias serem muito semelhantes entre si, a anadlise
morfométrica do didmetro destas células constataram diferencas entre tratamentos.
De acordo com a Fig 5, as células provenientes dos 6rgdaos de animais que
receberam T2 se apresentaram maiores (11,01uym) que as do T1 (9,15 ym) e T3
(8,31 um). A analise dos dados comprovou a influéncia dos tratamentos sobre o
didmetro das células. Ainda com relagdo as caracteristicas do ovario no estagio |
encontram-se 0s ovocitos pré-vitelogénicos (Fig. 6) proximos as células primordiais
(ovogbnias). Estes ovocitos apresentaram formato poliédrico e citoplasma com forte

basofilia contendo nucleo volumoso com granulomas e varios nucléolos esparsos.



Figuras 2: Secglio do dvario de Macrobrackiuwm amazonicum, demonstrande Tinica
albuginea de Revestimento (setas) Regiiio central (¢} ¢ periftrica (p) com destaque
para as células germinativas {*). HVE 40x

Figura 3. Secgio ovarica de M amasonicum, evidenciando vasos hemolinfiticos de

nutrigdo (v) e tinica albuginea (%) AR 2,5 40x

Figura 4. Fotomicrografia do ovério de M. amazonicum, demonstrando ovogbnias (seta)
com micleos volumosos ocupando a maior parte do citoplasma (%) H/E, 200z

Figura 6: Fotomicrografia do ovinie de M amaronicum, demonstrando ovdcitos pré-
vitelogénicos (*) com ndcleos granulociticos (zeta) e presenca de nucléolos (A
HE, 100x




Os ovarios em estagio lll, ndo apresentaram variacdo em relacdo aos
tratamentos. Nesta fase de desenvolvimento puderam ser encontrados ovécitos em

vitelogénese inicial (Fig.7) e em vitelogénese avancada (Fig.8).

Figura 5 - Valores médios referentes aos tamanhos das ovogdnias de ovarios

em estagio I, dos animais submetidos aos diferentes tratamentos.
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Letras Minusculas, comparam diferengas entre os tamanhos das células nos diferentes tratamentos.

Os ovécitos em vitelogénese inicial caracterizaram-se por apresentar
citoplasma com basofilia menos acentuada que o das células pré-vitelogénicas
devido a presenca de vesiculas ndo coradas (Chaves e Magalhaes 1993). O nucleo
destas células apresentou tendéncia a localizagao central e exibiu varios nucléolos
em diferentes tamanhos. Ao redor desses ovocitos em vitelogénese inicial, dispoem-
se as células foliculares constituidas de camada de células Unica e pavimentosa
(Fig.8). Os ovocitos em vitelogénese avancada (Fig.9), apresentaram tamanho
relativamente maior que todas as demais células citadas anteriormente. Seu
citoplasma demonstrou indicios de acidofilia devido a sua periferia estar preenchida
por granulos incolores (Fig.9). Nesta fase de amadurecimento ovocitario o
citoplasma exibiu a regido préxima ao nucleo ocupada por material basoéfilo. Nota-se,
ainda, o aparecimento de granulos de vitelo se aglomerando na periferia do
citoplasma. Os nucleos destas células nao apresentaram alteracdes morfolégicas
que pudessem ser visualizadas a microscopia 6ptica. O ovario no estagio V
representa a ultima fase do desenvolvimento ovariano. Nesta fase, grande parte das

células ja se encontravam maduras e prontas para serem liberadas ao meio externo.



Desta forma, as estruturas mais encontradas foram os ovécitos em vitelogénese
avancada (Fig. 9) e os ovocitos maduros (Fig. 10). Os ovécitos em vitelogénese
avancada presentes no ovario no estagio Il apresentavam as mesmas
caracteristicas relacionadas para estas células no estagio de vitelogénese
avancada. Os ovécitos maduros representavam a fase mais desenvolvida de células
durante a maturacdo ovariana (Fig.10). Estes ovocitos se caracterizaram por
apresentar citoplasma fortemente acidofilo, preenchido por granulos incolores de
localizagao central. O citoplasma desta célula, ao contrario do apresentado pela
célula no estagio de vitelogénese avancgada, apresentou-se intimamente acidéfilo e a
regidao ao redor do nucleo foi de dificil visualizagdo, uma vez que o nudcleo é
raramente seccionado. Pode-se inferir ainda que nesta fase o citoplasma esta
totalmente preenchido por granulos de vitelo. A zona de proliferagéo, nos ovarios do
estagio V (Figs. 11,12,13) apareceu em pontos isolados da gbnada e as células
primordiais (ovog6nias) comprimidas pelos ovécitos maduros. As ovogdnias foram
visualizadas principalmente nos ovéarios de fémeas submetidas ao T2. A analise do
didmetro médio dos ovécitos maduros revelou a influéncia do tratamento no
tamanho celular. A andlise estatistica demonstrou diferenca significativa entre as
células dos T2 (340,57um) e T3 (371 um) em relacdo ao T1 (292,04um) (Fig.14).



Figura 7: Seccio ovarica de de M. amazownicum, demonstrando owdécitos em witelogénese
micial (&) com presenca de goticulas nfio coradas no interior do citoplasma (seta).

H/E, 100z

Figura 8: Secgio de ovécitos ovarianos (Ow) de M amazomicum, evidenciando nucleos de
celulaz foliculares () presentes entre células ovocitarias (seta) Herdenhein-
Scheleicher, imersio.

Figura 9 Fotomicrografia do ovario de M amazosmicum, demonstrando ovdcitos em
vitelogénese avancada evidenciands vesiculas incolores (A e actumule de grinulos de
witelo na periferia do citoplasma (&) Marcante presenca das células foliculares (seta).
Herdenhein Scheleicher, 100z

Figura 10: Fotomicrografia do ovario de M. amazoxricum, demonstrando ovdcitos maduros
evidenciande citoplasma preenchide por grinulos witelinices (*). O nicleo possm
tamanho muito pequens sendo dificil de ser seccionado (seta). HYE, 100z



Figs, 11,12,13: Fotomicrografia de ovarios em estagio V de f8meas de M amazonicum
submetidas respectivamente aos tratamentos: T1, T2, T3, Destacando apresenca de zonas
proliferativas (zp) por entre as células ovocitarias maduras (owm)



igura 14 - Valores médios referentes aos tamanhos dos ovdcitos maduros
analisados em ovarios no estagio V de fémeas de M. amazonicum, submetidas a

diferentes dietas.
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Letras Minusculas, comparam diferengas entre os tamanhos das células nos diferentes tratamentos.

Discussao:

Brett et al. (1997) investigaram a importancia dos acidos graxos altamente
insaturados, na nutricdo de organismos aquaticos, e constataram que HUFA e PUFA
influenciam tanto na fase de crescimento quanto na fase reprodutiva destes animais.
Com relacdao aos camarbdes de agua doce, Cavalli et al. (1999) observaram o
aumento do potencial reprodutivo de fémeas de M. rosenbergii, alimentadas com
racdes contendo diferentes concentragcbes de acidos graxos. Em M. amazonicum, o
presente trabalho constatou a importancia dos acidos graxos altamente insaturados
no aumento do potencial reprodutivo de fémeas.

Desta forma, pode-se observar que os diferentes tratamentos influenciaram
os indices gonadossomaticos (IGS) de M. amazonicum, com especial énfase para
ovarios no estagio V, tendo em vista que as fémeas alimentadas com o T2 obtiveram
o maior IGS (6,89%). Pode-se inferir que este indice estd diretamente relacionado
com a quantidade e/ou tamanho dos ovécitos maduros, proporcionando aumento do
peso da gbnada em relagdo ao peso do animal. Estas células maduras
apresentaram grande deposicao de vitelo o que estaria influenciando diretamente o
peso do 6rgao. Cavalli et al. (2001) avaliaram as classes lipidicas existentes em



fémeas de M. rosenbergii, e observaram que o0s aumentos dos indices
gonadossomatico eram proporcionais ao aumento dos niveis de lipideos presentes
nas gonadas. Lee e Chang (1997) determinaram que o0 aumento do peso dos
ovarios de M. rosenbergii é resultado do acumulo de vitelo e proteinas armazenados
nas células ovocitarias. Desta forma em M. amazonicum o acréscimo de 18:2n-6
(12mg/g de racao) proporcionou o aumento do IGS em individuos submetidos ao T2,
uma vez que as células ovocitarias destes individuos apresentaram tamanho maior
em relacdo ao T1 e estatisticamente igual ao T3, muito embora as fémeas
arracoadas com aumento de 18:2n-6 (12mg/g de racdo) apresentassem maior
fecundidade em relacao aos individuos submetidos ao T1 e T3 (Ribeiro 2003).

Observacdées macro e microscéopica de ovarios de M. amazonicum
determinaram o seu desenvolvimento gonadal. As observacbes macroscopicas
consideraram o tamanho e a coloragdo dos ovarios durante seu amadurecimento e
demonstraram a existéncia de cinco estagios ovarianos. Em M. amazonicum, assim
como em Macrobrachium acanthurus (Carvalho e Pereira 1981), observou-se que o
6rgdo ao se aproximar da maturidade demonstrou coloracdo esverdeada.
Caracteristicas semelhantes foram relatadas por Chang e Shih (1995) que também
determinaram para a espécie Macrobrachium rosenbergii cinco estagios de
maturacdo gonadal. Porém, fémeas desta espécie apresentavam ovarios maduros
de coloracdo alaranjada diferente do relatado anteriormente para M. amazonicum.
Estas diferencas de coloracbes ovarianas podem estar relacionadas com
caracteristicas especificas e ambientais, visto que, apesar de serem do mesmo
género Macrobrachium, as espécies amazonicum e acanthurus sao nativas do Brasil
enquanto a espécie rosenbergii é oriunda da Malasia.

As observacbes microscédpicas dos ovarios das fémeas de M.
amazonicum, demonstraram a existéncia de cinco tipos de celulares em ovarios nos
diferentes estagios de desenvolvimento. Estes estagios também foram determinados
por Chaves e Magalhdes (1993) em M. amazonicum e por Pereira e Carvalho
(1981), em M. acanthurus. No entanto, esta Ultima espécie apresentou desovas
parciais, ou seja, podendo liberar ovécitos maduros a partir do estagio IV, e
continuar a maturagdo ovariana para posterior desova apdés a eclosdo dos ovos
primeiramente fecundados, diferente do observado em M. amazonicum que libera de

uma unica vez todos os ovocitos maduros.



No estagio | do desenvolvimento ovariano de M. amazonicum foram
encontradas as ovogbnias e ovoécitos pré-vitelogénicos. Nossas observagdes
determinaram que o nucleo dos ovécitos pré-vitelogénicos apresentavam nucléolos
em diferentes tamanhos, contrariando achados de Chaves e Magalhaes (1993), que
descreveram a existéncia de nucléolo Unico nos ovocitos pré-vitelogénicos nesta
mesma espécie. Em ovarios no estagio lll de M. amazonicum observou-se células
em estagios avancados de desenvolvimento, denominados ovécitos em vitelogénese
inicial com vesiculas incolores e esparsas no citoplasma. Em estudos realizados em
ovarios de M. rosenberggi (Chang e Shih 1995) e Pandalus kessleri (Quintio et al.
1989) essas vesiculas incolores também foram observadas. Porém, o mesmo nao
ocorreu nas células ovocitarias de Penaeus monodon (Bell e Lingther 1988), que
apresentou apenas hastes corticais. Estas vesiculas incolores sdo consideradas de
origem fosfolipidica e apresentam extrema importancia apds a fecundagéo devido ao
seu envolvimento com a sintese de membranas celulares (Gomes et al. 1979). Ainda
com relacdo aos ovarios de M. amazonicum em estagio lll, observou-se a presenca
de ovocitos em vitelogénese avancada, que demonstraram as primeiras deposicdes
de granulos de vitelo na periferia do citoplasma. A partir deste estagio de maturacao
ovariana, ficou evidente a presenca de células foliculares. Estudos realizados em
ovarios de Penaeus japonicus (Yano e Chinzei 1987) sugeriram que o vitelo é
sintetizado pelas células foliculares, e que o tamanho destas células equivalem a
sua capacidade de atividade biosintética. Desta forma consideramos importante a
associacao de ovocitos em vitelogénese com as células foliculares, sugerindo uma
associacgao funcional dessas células.

No ultimo estagio de maturacdo gonadal de M. amazonicum foram
encontrados principalmente ovocitos maduros com grande deposi¢cao de vitelo no
citoplasma celular além de algumas regides proliferativas. Nos individuos
submetidos ao T2 encontrou-se um maior numero de regides proliferativas
esmagadas pelos ovocitos maduros, quando comparadas as regides proliferativas
dos ovarios de fémeas submetidas aos demais tratamentos. Desta forma, dietas com
baixa concentracao de n-3 HUFA (6mg/g de racado) e alta concentragdo de 18:2n-6
(12m/g de racédo), além de melhorar a fecundidade (Ribeiro 2003), refletiram
positivamente no espaco de tempo entre as desovas, devido a marcada presenca de

zonas proliferativas por entre as células maduras.



As analises morfométricas das células ovarianas de M. amazonicum
demonstraram que as ovogbnias de ovarios no estagio | submetidas ao T2 (11,01
MmM) eram maiores que as ovogdnias encontradas nos demais tratamentos. Carvalho
e Pereira (1981) analisaram ovogénias de M. acanthurus capturados na natureza, e
determinaram os didmetros médios de 80,30 um para essas células. Em trabalhos
semelhantes realizados por Lee e Chang (1997), na espécies M. rosenberygii,
ovogdnias alcangaram diametros médios equivalente a 80 ym. Estudos realizados
em Peneaus semisulcatus (Ravid et al. 1999) demonstraram ovécitos com diametros
médios de 100 ym. Desta forma destaca-se que o didmetro médio das ovogdnias de
M. amazonicum alcangou tamanho inferior as demais espécies estudadas por outros
autores. No entanto, segundo Romero (1982) o M. amazonicum apresentou, em
individuos adultos, aproveitamento maior de carcaca por possuir abdémen maior
que o cefalotérax. Este pequeno tamanho das ovogbnias provavelmente esteja
relacionado com o espaco disponivel no cefalotérax desta espécie.

A analise morfométrica das células maduras demonstrou que os tratamentos
T2 (340,57 uym) e T3 (371 ym) sédo semelhantes. Porém, diferenciaram-se de T1,
sendo que este Ultimo apresentou os menores valores para o diametro celular
(292,04 ym). No entanto, os ovocitos maduros de individuos submetidos ao T2
apresentaram superficie mais regular que os ovécitos de individuos submetidos ao
T3. Trabalhos realizados com M. acanthurus (Carvalho e Pereira 1981) e M.
rosenbergii (Lee e Chang 1997) demonstraram tamanhos médios de ovécitos de
321,04 um e 510 um, respectivamente. Estudos realizados com a espécie marinha
Peneaus semisulcatus (Ravid et al. 1999) demonstraram que ovécitos maduros
apresentavam didmetros médios de 300 ym. Desta forma, notou-se que o tamanho
das células maduras de M. amazonicum se assemelham ao tamanho destas células
nas outras especies anteriormente citadas, diferente da relacdo de tamanho
existente entre as ovogbnias do M. amazonicum e as demais espécies analisadas
anteriormente. Provavelmente em M. amazonicum este comportamento
morfométrico das ovogbnias e ovécitos maduros esteja relacionado a picos de
crescimento presentes durante a maturacdo. Uma vez que as células maduras
apresentaram como principal caracteristica a deposi¢ao de vitelo no seu citoplasma,
pode-se concluir que a racdo com baixos niveis de n-3 HUFA (6mg/g de ragéo) e
altos niveis de 18:2n-6 (12mg/g de racdo) proporcionem ovdcitos maduros com

superficie mais regular, uma vez que individuos submetidos a este tratamento



apresentaram maior fecundidade. Segundo Katre (1977) a fecundidade esta
diretamente relacionada com o numero de ovocitos, que competem por espago no
o6rgao e conseguente deposicao de vitelo. Acreditamos que a homogeneidade no
tamanho celular pode promover a igualdade na deposicao de proteinas e lipideos de
vitelo, pois uma possivel desigualdade, tanto no tamanho quanto na deposicao de
vitelo, pode ocasionar produgdo de ovos inviaveis e uma possivel diminuicdo na
taxa de fecundidade conforme constatado em individuos submetidos ao T3, e que
apresentaram queda na fecundidade (Ribeiro 2003)

Desta forma, o presente estudo demonstrou que fémeas de M. amazonicum,
alimentadas com dietas contendo baixos indices de n-3 HUFA (6mg/g de ragéo) e
altos indices de 18:2n-6 (12 mg/g de racdo), apresentaram melhor desempenho
ovariano uma vez que exibiram maior indice gonadossomatico, maior nimero de
ovoglnias e ovocitos maduros com superficie mais regular, levando a maior taxa de
fecundidade. Acresce-se a este fato, que esta dieta reflete positivamente no espaco
de tempo entre as desovas, otimizando o uso destes animais nas larviculturas

comerciais.
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