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1.0 RESUMO GERAL

O objetivo do presente trabalho foi fundamentar o conhecimento das
necessidades proteicas de fémeas de pacu, Piaractus mesopotamicus
avaliando-se a qualidade dos ovécitos, seus indices reprodutivos e a ontogenia
dos embrides quando mantidas em tanques-rede. Para tanto, o experimento foi
conduzido no Centro de Desenvolvimento de Tecnologias para Piscicultura em
Tanques-rede localizado no Refugio Bioldgico, municipio de Santa Helena —
PR. Foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado,
composto por quatro tratamentos (teores de proteina bruta-PB %) e quatro
repeticbes, 224 reprodutores de pacu em 16 tanques-rede (5,0 m® cada).
Foram formuladas, quatro dietas contendo 18, 24, 30 e 36% de PB, sendo as
mesmas isocaldricas, isocalcicas e isofosféricas para fornecimento aos peixes
durante seis meses. No periodo em que as fémeas e os machos encontraram-
se aptos a desova (dezembro/2009 a janeiro/2010) foram selecionados e
aplicadas as doses de extrato hipofisario de carpa. Foram coletadas amostras
de ovocitos antes da etapa preparatoria e no momento da desova. As mesmas
foram divididas em parcelas da seguinte maneira: em solugdo de Gilson
(tamanho ou didmetro dos ovocitos) e em formol (avaliagdes histologicas). O
restante do material foi fertiizado e disposto em incubadoras conicas
experimentais (20L) para, posteriormente, serem coletados os ovos, embrides
e larvas para o acompanhamento do desenvolvimento embrionario e aferi¢cdo
dos demais parametros reprodutivos. A distribuicdo da freqiiéncia porcentual
dos didmetros dos ovécitos coletados antes da 12 aplicacdo hormonal
apresentou comportamento unimodal para o menor teor protéico e tendéncias
polimodais para os demais tratamentos. No momento da desova, situacao
similar foi verificada. As taxas de fertilizagdo e eclosdo foram menores no
tratamento com 30% de PB. diferindo (p<0,05) dos demais. O maior valor de
eclosdo foi encontrado para as fémeas alimentadas com dietas contendo 18%
de PB. O maior peso dos ovarios remanescentes foi constatado para os
exemplares que receberam 30 e 36% de PB. O menor indice de K foi
observado para fémeas alimentadas com a dieta contendo o maior teor
protéico. Conclui-se que a dieta contendo 18% de PB satisfaz a exigéncia de
fémeas-reprodutoras da espécie adaptada ao sistema e que o desenvolvimento
embrionario do Piaractus mesopotamicus proveniente de matrizes mantidas em
tanque-rede apresentou seis estagios de delimitacdo dos poélos vegetal e
animal com sucessivas clivagens, mérula, blastula, gastrula, organogénese e
eclosao.
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2.0 ABSTRACT

The aim of this work was to substantiate the knowledge of protein requirements
of female pacu, Piaractus mesopotamicus evaluating the oocytes quality,
reproductive index and the embryo ontogeny when kept in cages. For that, the
experiment was conducted in the Centro de Desenvolvimento de Tecnologias
para Piscicultura em Tanques-rede located in the Refugio Biolégico, Santa
Helena county — PR. Were distributed in a completely randomized design,
composed of four treatments (crude protein tenors — PB %) and four replicates,
224 breeding pacu P. mesopotamicus in 16 cages (5,0 m® each). Were
formulated four diets containing 18, 24, 30 and 36% of PB, being isocalorics,
isocalcium and isophosphoric to feed the fish. In the period which females and
males were able to spawn (December/2009 to January/2010) were selected
and applied the doses of carp pituitary extract. Were collected oocytes samples
before the preparatory stage and at the spawning moment. They were divided
in parts as follows: Gilson’s solution (size or oocytes diameters) and in formol
(histological evaluations). The material reminder was fertilized and placed on
experimental conic incubators (20L) to, subsequently, to collect the eggs,
embryos and larvae for monitoring embryonic development and measurement
the others reproductive parameters. The oocytes diameter percentage
frequency distribution collected before the 1% hormonal application showed
unimodal behavior for the lower protein content and polymodal trends for the
other treatments. At the moment of spawning, similar situation was verified. The
fertilization and hatching rates were lower in treatments with 30% of PB having
differences (p<0,05) from others. The highest hatching values was found to
females fed with diets containing 18% of PB. The highest remaining ovaries
weight was found for specimens that received 30 and 36 of PB. The lowest K
index was observed for females fed with the diet containing the highest protein
tenor level. It was concluded that diet containing 18% of PB satisfies the
requirement of breeding female of this species adapted to the system and
Piaractus mesopotamicus embryo development from matrices kept in cages
presented six stages of animal and vegetal poles with successive cleavages,
morula, blastula, gastrula, organogenesis and hatching.
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3.0 INTRODUGAO GERAL

O pacu, Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887), pertence a
superordem Ostariophysi na qual, segundo Urbinati e Gongalves (2010),
incluem-se os peixes sul-americanos de maior valor comercial na pesca e
piscicultura brasileira. A espécie encontra-se distribuida nas bacias dos rios
Parana, Paraguai e Uruguai (Nakatani et al., 2001) e apresenta rapido
crescimento, rusticidade ao manejo, facil adaptacado a alimentacéao artificial e
grande aceitacdo do mercado consumidor (Cantelmo, 1993). Por ter um papel
de destaque na aquicultura brasileira tem recebido atencdo especial pelos
pesquisadores principalmente, no que diz respeito ao aperfeicoamento de
técnicas reprodutivas empregadas em seu cultivo (Urbinati e Gongalves, 2010).

Inimeras sao as vantagens da criacao de espécies nativas quando
comparadas as exoéticas, pois estas se encontram aclimatadas e s&do bem
aceitas nos mercados consumidores (Zaniboni-Filho, 2000).

Ragdes balanceadas vém sendo utilizadas de forma decisiva no cultivo
de peixes quer como fator de sustentabilidade ecologica ou de viabilidade
técnico-econdmica da atividade (Lazzari et al., 2007).

Sabe-se que as proteinas correspondem aos nutrientes de maxima
importancia para o animal em crescimento e o perfil aminoacidico é decisivo
para a sua qualidade, determinando seu valor como componente da dieta
(Pezzato, 1999). Sao encontrados cerca de 20 aminoacidos nas proteinas, mas
somente dez sido essenciais aos peixes, dentre eles, arginina, histidina,
isoleucina, leucina, metionina, valina, fenilalanina, treonina, lisina e triptofano

(Proenca e Bittencourt, 1994).
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Os alimentos protéicos representam a maior propor¢céo dos custos da
racdo em sistemas de cultivo intensivo e semi-intensivo, pois além de entrarem
em grande quantidade na formulagéo, sdo mais caros que os alimentos
energéticos (Boscolo, 2003). Uma vez que os peixes em tanques-rede estao
impossibilitados de procurar por alimentos naturais que possam suprir alguma
deficiéncia nutricional apresentada pela dieta fornecida, os nutrientes exigidos
pelo peixe devem estar contidos na ragéo (Carneiro et al., 2002).

Em 2009, Reidel et al. (2010) estudaram a influéncia da interacdo entre a
nutricio de reprodutores alimentados com diferentes niveis de proteina bruta (PB) e
energia digestivel (ED) durante o processo de maturagdo gonadal de Rhamdia quelen,
quando mantidos em tanques-rede e, notaram que somente o tratamento que recebeu
35% de PB e 3250kcal/lKg de ED afetou o desenvolvimento ovariano permitindo
antecipar assim, a maturacao ovariana.

O sistema de cultivo em tanques-rede vem tornando a atividade uma
alternativa em regidbes onde a pesca estd em declinio e possibilita o
aproveitamento dos ambientes aquaticos existentes, dispensando o
desmatamento de grandes areas e evitando problemas de erosdo e
assoreamento (Cardoso et al., 2005; Bittencourt et al., 2010).

O cultivo de peixes em tanques-rede pode incrementar
consideravelmente a produgédo aquicola, criar condigbes para atrair novos
investidores e, tornar-se excelente alternativa de geracao de emprego e renda
além de diminuir a pressédo sobre os estoques pesqueiros naturais e sobre as
varzeas (Ayroza et al., 2005).

Outro fato que justifica a utilizacado de tal sistema de criagdo, é que nos

reservatérios brasileiros a diminuicdo da quantidade de espécies de peixes
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vem acarretando baixa produtividade da pesca e, em consequéncia, baixa
remuneracédo onde segundo Okada et al. (1997) no reservatério de Segredo a
renda diaria média por pescador era de R$ 10,88, um pouco abaixo do
encontrado no baixo Tieté (R$ 12,83) e médio Tieté (R$ 16,13) (Maruyama et
al., 2009). Sendo assim, atividades alternativas como a piscicultura aparecem
como fonte extra de renda aqueles que dependem da atividade extrativista.

Estima-se que o potencial hidrico no Brasil seja de 5,5 milhdes de
hectares de grandes reservatérios naturais e artificiais, representando grande
potencial para a criacdo de peixes continentais em tanques-rede (Zaniboni-
Filho et al., 2005). Isto associado a grande disponibilidade de grdos para o
processamento de racdes balanceadas de 6tima qualidade para piscicultura
intensiva, o que tem permitido nos ultimos anos sua expansao.

Um dos principais aspectos para a intensificagdo da produgéo piscicola,
acompanhada da sustentabilidade tanto econémica como ambiental, € a
utilizagdo da propagacéo artificial ou reprodugao induzida (Romagosa, 2006).
Para tal, deve-se utilizar gametas masculinos e femininos de qualidade
promovendo maxima fertilizagdo e, subsequentemente, desenvolvimento
normal do embrido (Nordeide, 2007; Babin et al., 2007). Neste aspecto,
estudos envolvendo o manejo visando uma melhor qualidade dos gametas do
pacu, Piaratus mesopotamicus em tanques-rede, tornam-se necessarios para
gerar informacgdes e, subsidiar técnicas de producao, que garantam a producao

sistematica de alevinos e larvas dessa espécie.

4.0 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Local de desenvolvimento do experimento (Fonte: www.itaipu.gov.br)
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4 1.1 Rio Parana

O rio Parana, principal formador da bacia do Prata, € o décimo maior
do mundo em descarga e o quarto em area de drenagem, sendo responsavel
por receber o volume hidrico do centro-sul da América do Sul até a Serra do
Mar, nas proximidades da costa atlantica. De sua nascente, no planalto central,
até a foz, no estuario do Prata, percorre 4.695 km. Em territério nacional drena
uma area de 891.000 km?. Seus principais tributarios s&o o rio Grande e o
Parnaiba (formadores), Tieté, Paranapanema e Iguagu.

Entre as principais bacias hidrograficas da América do Sul, a do Parana
foi a que sofreu maior numero de represamentos para a geracdo de energia.
Existem mais de 130 barragens, considerando-se apenas aquelas com alturas
superiores a 10m que transformaram o rio Parana e seus principais tributarios
em uma sucessao de lagos. Dos 809 km originais do rio em territério brasileiro,

somente 230 km ainda sao de agua corrente.

4.1.2 ltaipu

A usina de ltaipu é resultado de intensas negociag¢des entre os dois
paises que ganharam impulso na década de 60. Em 22 de junho de 1966, os
ministros das Rela¢gbes Exteriores do Brasil, Juracy Magalhéaes, e do Paraguai,
Sapena Pastor, assinaram a “Ata do Iguagu”, uma declaragdo conjunta que
manifestava a disposi¢édo para estudar o aproveitamento dos recursos hidricos

pertencentes em condominio aos dois paises, no trecho do rio Parana “desde e
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inclusive o Salto de Sete Quedas até a foz do rio Iguagu”. Em fevereiro do ano
seguinte foi criada a Comissdo Mista Brasil — Paraguai para por em pratica o
que decidiram ambas as Federagdes.

Em 26 de abril de 1973, Brasil e Paraguai assinaram o Tratado de
Itaipu. Instrumento legal para o aproveitamento hidrelétrico do Rio Parana
pelos dois paises. Em maio de 1974, foi criada a entidade binacional Itaipu,
para gerenciar a construgao da usina. As obras comegaram no ano seguinte.

Em 13 de outubro de 1982, com a conclusdo das obras da barragem
de ltaipu, as comportas do canal de desvio foram fechadas e comecou ser
formado o reservatério da usina. O Lago de Itaipu, com area de 1.350 km?, foi
formado em apenas 14 dias. Nesse periodo, as aguas subiram 100 metros e
chegaram as comportas do vertedouro as 10 horas do dia 27 de outubro.

Em 5 de maio de 1984, entrou em operagdo a primeira unidade
geradora de Itaipu. Em 2005 funcionavam 18 unidades geradoras de 700
megawatts cada uma. Finalmente, em maio de 2007, no més em que o Brasil e
Paraguai completaram 33 anos de assinatura do Tratado de Itaipu, entram em
funcionamento as ultimas duas das 20 turbinas em opera¢do. Com esse total, a
bacia pode chegar a capacidade maxima de operagdo de 100 bilhbes de
quilowatts-hora.

A barragem possui 8 km de extens&do e uma altura de 196 metros. Em
sua construcdo foram utilizados 12,3 milhdes de metros cubicos de concreto e

o ferro e aco utilizados permitiriam a construcao de 380 Torres Eiffel.

4.1.3 Projeto Cultivando Agua Boa
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O projeto Cultivando Agua Boa é parte das agbes voltadas a
conservagao ambiental desenvolvidas na Usina Hidrelétrica de Itaipu
Binacional, fundamentado em documentos nacionais € que visa estabelecer
critérios e condicbes para orientar as agdes socioambientais relacionadas a
conservacao dos recursos naturais e centradas na qualidade e quantidade das
aguas e qualidade de vida das pessoas. Dentro dos focos buscados por essa
iniciativa encontra-se o “modo de produzir’, que procura estabelecer a criagcao
e fornecer a tecnologia necessaria para processos de producio sustentaveis e
saudaveis.

O projeto tem como abrangéncia 16 municipios lindeiros que tiveram
suas areas inundadas no lado brasileiro pela construcdo da usina e mais 13
outras cidades perfazendo um total de 29 unidades compreendidas na Bacia do
Parana 3.

Entre as linhas que fazem parte do Cultivando Agua Boa, existem o
sub-programa “Mais Peixes em Nossas Aguas” que tem como finalidade dar
suporte teorico e pratico as atividades de pesca e aquicultura. Os pescadores
profissionais (mais de 700 entre Foz do Iguagu e Guaira — PR), indios (130
familias com aproximadamente 600 pessoas), assentados da reforma agraria,
ribeirinhos e pescadores amadores que dependem do reservatoério para seus
sustentos sofrem gradativamente com a depleg¢édo dos estoques pesqueiros e,
consequentemente, com a diminui¢do de renda.

A partir de entdo, houve o entendimento para desenvolver acgdes
voltadas ao incentivo da pesca e a aquicultura por meio do cultivo sustentavel
de peixes em sistema de tanques-rede. Desse modo, foram instalados

pioneiramente as primeiras unidades no reservatério e as parcerias com as
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instituicdes de ensino iniciaram-se para dar o suporte técnico aos beneficiarios
do sub-programa. Desde entido, projetos de pesquisa em parceria com a
Universidade Estadual do Oeste do Parana — Unioeste — Campus de Toledo —
PR, vem sendo realizados para o desenvolvimento de um pacote tecnologico
para a criacdo do pacu, Piaractus mesopotamicus em tanque-rede. Tal acao
teve como objetivo esclarecer os principais entraves existentes para a criacéo

dessa espécie de peixe no que tange a nutricdo, manejo e reproducéo.

4.2 Espécie estudada

No Brasil a criagdo de peixes em cativeiro tem aumentado e, entre as
espécies nativas que vém sendo utilizadas destaca-se o pacu que apresenta
grande potencial para a piscicultura intensiva devido a adaptabilidade ao
cultivo, menor exigéncia de proteina e baixa necessidade de grandes
quantidades de farinha de peixe na racdo (Fernandes et al., 2000), rapido
crescimento, rusticidade ao manejo, facil adaptacédo a alimentacéo artificial e
grande aceitacdo do mercado consumidor, podendo ser explorado na criagao
comercial e na pesca esportiva (Cantelmo, 1993). Segundo Silva (1985) citado
por Fernandes et al. (2001) o pacu é uma espécie onivora. Esse habito
alimentar é caracterizado pela combinacéo da ingestao de alimento animal, que
apresenta alto valor energético, porém requer um certo esforgo para obté-lo,
com ingestdo de alimento de origem vegetal, que apresenta baixo valor
energético, porém pode ser obtido com menor esforgo (Zavala-Camin, 1996).
Sua alimentacao sofre flutuagdes de acordo com a disponibilidade do alimento,

em consequéncia de variacdbes ambientais e da migracdo reprodutiva. Na

19



estacado chuvosa, o pacu permanece em areas de inundagao, onde se alimenta
de itens de origem vegetal, porém, na época de estiagem, permanece no leito
dos rios com pouca disponibilidade de alimentos (Urbinati e Gongalves, 2010).

Uma das caracteristicas que limita a intensificagcdo de produgéo de
peixes redondos é a comercializacdo devido a existéncia de espinhas em “y”
em sua musculatura, porém, hoje em dia, ha cortes especificos que
possibilitam sua retirada e, consequentemente, viabilizam os cortes do tipo filé.
Outra alternativa para a comercializagdo desse tipo de pescado é na forma de
carne mecanicamente separada (CMS) com o uso de despolpadeiras, visando
a elaboracao de produtos processados como bolinhos, fishburgueres, nuggets,
entre outros (Antunes, 1997), que pode se tornar uma forma de incrementar a
oferta de produtos a base de pescados e estimular a producgio, pois o
rendimento de tronco limpo destes peixes € de aproximadamente 60% (Benke
et al., 2005), devido a baixa porcentagem de cabega. Os peixes com cabeca
grande e comprimida proporcionam baixos rendimentos de filé, como verificado
para a tilapia, enquanto naqueles com cabe¢a pequena, como O pacu, O
rendimento atinge valores mais altos, evidenciando a existéncia de uma
relagcdo inversa entre tamanho de cabeca e o rendimento do filé (Faria et al.,
2003).

Existem estudos relacionados ao desempenho produtivo do pacu
desenvolvidos em experimentos a campo (densidade de estocagem, sistemas
de policultivo, cultivo em tanques-rede, entre outros), porém muitos deles foram
realizados na década de 80 e inicio de 90, quando a maioria das dietas
disponiveis no mercado eram oriundas da avicultura. Dessa forma, justifica-se

a continuidade desses estudos, principalmente em funcdo do atual
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conhecimento das exigéncias nutricionais da espécie, para atualizacdo e
otimizacéo dos parametros produtivos (Urbinati e Gongalves, 2010).

As técnicas reprodutivas desenvolvidas para o P. mesopotamicus foram
objetos de constantes pesquisas (Godinho et al., 1977; Castagnolli e
Donaldson, 1981; Romagosa et al., 1990; Bock e Padovani, 2000). A espécie
s6 se reproduz em cativeiro por meio da utilizacao de inje¢cdes hormonais para
a liberagdo dos ovocitos e espermatozoides (Romagosa, 2008). O periodo
reprodutivo compreende os meses de outubro a margco (Romagosa et al., 1990)
e os individuos maduros s&o reconhecidos por meio de estruturas morfolégicas
externas tais como, ventre macio e abaulado e papila urogenital intumescida
nas fémeas; e fluidez de sémen verificado através de massagem abdominal
suave nos machos (Torres, 1994). Os primeiros resultados satisfatérios foram
conseguidos na década de 70 com a aplicacdo de gonadotropina coribnica
humana (Godinho et al., 1977). Posteriormente, foram realizados estudos com
extrato hipofisario de salmao bruto (Romagosa et al. 1985a, b; Romagosa et
al., 1990) e, parcialmente purificado (Castagnolli e Donaldson, 1985), LHRH-a
(Bernardinho et al., 1986; Godinho e Godinho, 1986) e HCG (Romagosa et al.,
1990).

A partir de entdo, pardmetros mais detalhados comecaram a ser alvo
dos pesquisadores para melhorar o desempenho reprodutivo da espécie.
Romagosa et al. (1990) estudaram os padrées de distribuicdo da frequéncia
dos diametros dos ovoécitos de fémeas de pacu, P. mesopotamicus e
verificaram que os individuos em seu primeiro ou segundo ano de maturagao

gonadal que apresentam ovocitos verdes e modas de 876,4; 939,0 e 1001,6
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Mm com maior frequéncia para o valor intermediario encontravam-se aptas a
serem induzidas a desova.

As técnicas de propagacao artificial possibilitam o suprimento de ovos de
qualidade para a piscicultura (Bock e Padovani, 2000), sendo fundamental a
producao de formas jovens, em equilibrio a demanda exigida atualmente pelo

mercado crescente de alimentos protéicos para alimentacdo humana.

4.3 Proteina na Nutricdo de Reprodutores

A nutricdo de reprodutores é, sem duvida nenhuma, a area menos
estudada e entendida na alimentagéo de peixes (Izquierdo et al., 2001), porém
0s avancos cientificos s&o necessarios para contribuir com o incremento
produtivo (Adewumi, 2006). O conhecimento dos requerimentos nutricionais
para reprodutores continua incipiente e as ra¢des comerciais existentes no
mercado s&o inadequadas aos peixes nativos (Arbelaez-Rojas et al., 2002). Os
habitos alimentares e suas dietas influenciam ndo sé o comportamento,
integridade estrutural, saude, fisiologia, crescimento e reprodugcdo como
também alteram as condigbes ambientais do meio onde vivem (Cyrino et al.,
2010).

Os estudos para a definicdo da proteina dietética sdo fundamentais pois
além de ser o ingrediente de maior custo na composi¢ao das ragbes (El-Sayed,
1999), a possibilidade de sua redugdo implica em menores excre¢des de
residuos nitrogenados ao meio ambiente (Almeida et al., 2011).

As proteinas sdo de fundamental importancia na alimentagéo animal por

estarem intimamente relacionadas aos processos vitais das células e,
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consequentemente, do organismo (Bittencourt et al., 2010). Os peixes sao
alimentados com dietas contendo altas porcentagens de proteina em
comparagdo aos mamiferos, tal fator esta diretamente relacionado a baixa
exigéncia energética dos individuos pecilotérmicos (Lovell, 1991). Mesmo
assim, os peixes devem receber, durante a vida, uma quantidade minima diaria
de proteinas que atenda as suas necessidades (estrutural, funcional e
energética), podendo ser para o crescimento, recuperagdo dos tecidos,
producdo dos gametas, capacidade de fertilizacdo dos ovocitos e
desenvolvimento embrionario (Washburn et al., 1990).

A proteina foi objeto de estudos com tildpia do Nilo, Oreochromis
niloticus para verificar sua influéncia nos parametros reprodutivos. Trés dietas
purificadas com niveis de 10, 20 e 35% de proteina foram ofertadas aos
animais. Passado o periodo do ensaio, verificou-se que a ragdo com menor
teor protéico proporcionou infertilidade dos ovécitos, porém os mecanismos
controlados por esse nutriente que agem diretamente nos 6rgao reprodutivos
ainda nao foram explicados, talvez haja uma rota alternativa dos aminoacidos
livres que podem ocasionar tais alteragdes (Gunasekera et al., 1996).

Reidel et al. (2010), elaboraram seis dietas praticas variando os niveis
protéicos (25, 30 e 35% de PB) e energéticos (3.250 e 3.500 kcal.kg™ de racéo)
e forneceu a jundias, Rhamdia quelen mantidos em tanques-rede com o intuito
de verificar qual seria a melhor ragdo para o desenvolvimento gonadal dos
reprodutores. Ao final do periodo experimental, os pesquisadores concluiram
que a dieta contendo 3.250 kcal.kg'1 de racdo e 35% de PB proporcionou

melhor desenvolvimento gonadal ao final da fase de vitelogénese e, ainda,
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apresentou melhores desempenhos reprodutivos com longos periodos de
desova (quatro meses) e quatro picos de maturagéo dos ovécitos.

Sink et al. (2010) estudando as fontes protéicas e suas interagbes com
os lipidios na producdo, qualidade e composicao bioquimica dos ovos, e
porcentagem de eclosdo e desempenho de alevinos do bagre do canal
Ictalarus puntactus, verificaram que para incrementar os parametros
reprodutivos da espécie as dietas comerciais utilizadas devem ser supridas em
pelo menos mais 10% de lipidios (12% no total de lipidios) e a fonte protéica
deve ser de pelo menos dois alimentos de origem animal.

A nutricdo de reprodutores de P. mesopotamicus é uma lacuna a ser
preenchida devido a inexisténcia de material cientifico para embasamento no
preparo de dietas balanceadas com o objetivo de potencializar o desempenho
reprodutivo da espécie e fornecer formas jovens ideais em termos quantitativos

e qualitativos.

4.4 Criacao de Peixe em Tanque-rede

O sistema de produgédo em tanques-rede é definido como a criagao de peixes
em um volume delimitado que permite a livre e constante circulacdo de agua
(Baldisserotto e Radiinz Neto, 2004). As unidades produtivas s&o estruturas flutuantes
de variados formatos e tamanhos, constituidos por redes ou telas que permitem a
passagem livre da agua (Beveridge, 1996).

Esse tipo de cultivo iniciou-se ha mais de 50 anos, no delta do rio Mekong, na
Asia. As primeiras criagdes comerciais ocorreram no Jap&o, em 1961, com espécies
marinhas e, em 1963, comegaram a ser instalados os primeiros tanques-rede nos

lagos Suwa e Kazumigaura, com o cultivo da carpa comum (Castagnolli, 2000).
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Esta modalidade de exploragdo possui algumas vantagens sobre o sistema
convencional por proporcionar o aproveitamento de ambientes aquaticos existentes
como oceanos, rios, lagos, grandes reservatérios, entre muitos outros (Ono e Kubtiza,
1999), devido a possibilidade de sua instalagdo em areas de dificil acesso, onde a
construgdo de represas e viveiros escavados é inviavel, e também das condi¢cbes de
manejo que permitem seu uso em escala comercial e familiar (Cavero et al., 2003).

Em contrapartida, Kubitza (2000) ressalta que as desvantagens desse sistema
produtivo estdo relacionadas: ao pequeno acesso dos peixes aos alimentos naturais,
demandando assim o uso de rag¢des nutricionalmente completas e de custo mais
elevado; a maior chance de ocorréncia de problemas nutricionais e maior estresse dos
animais; a facilidade para roubos e vandalismo; e ao risco de fuga dos peixes pelo
rompimento das redes e telas que compreendem a unidade de producéo.

A piscicultura em gaiolas no Brasil parece ser muito promissora,
especialmente, em areas onde o pescado apresenta um elevado valor de mercado ou
simplesmente ndo esta disponivel, como em alguns municipios do sertdo nordestino
(Zimmermann e Fitzsimmons, 2004). Segundo os autores, ha, em quase todo o
territério nacional, todas as condi¢cées necessarias para o sucesso desta modalidade
de piscicultura, que foi o principal impulso para a aquicultura mundial na década de 80,
mas que, atualmente, é muito questionada pelos elevados custos de producao.

No Brasil, a despeito do grande potencial representado pelos seis milhdes de
hectares de aguas represadas nos agudes de grandes reservatérios, construidos com
a finalidade de geracdo de energia hidrelétrica, a produgdo comercial de peixes em
tanques-rede esta apenas comegando e num futuro proximo podera tornar o pais um
dos maiores produtores mundiais (Marengoni, 2006). Associado a isso, a grande
disponibilidade de grdos para o processamento de ragdes completas de 6étima
qualidade para a piscicultura intensiva (Signor, 2010), permitiu a expansio do cultivo

de peixes em tanques-rede nos ultimos anos.
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Por ser recente, essa atividade necessita de maiores informagbes e de
adequacgdo da cadeia produtiva. Nesse contexto, a legislagdo assume grande
importancia como ferramenta para o direcionamento da aquicultura, como o decreto n°
2.869 de 9 de dezembro de 1998, onde ficou regulamentada a cessdo de aguas
publicas para a exploragao da atividade. Sua implantagdo depende de compatibilizar a
viabilidade econdmica com a sustentabilidade ambiental, evitando assim conflitos no
uso de recursos hidricos e promovendo o desenvolvimento regional.

O Decreto n° 4.895 de 25 de novembro de 2003 definiu que os espacos fisicos
em corpos d’agua da Unido poderdo ter uso autorizado para fins da pratica de
aquicultura. Para tanto, deve-se observar os critérios de ordenamento, localizagdo e
preferéncia para fins de desenvolvimento sustentavel, o que foi regulamentado pela
Instrugdo Normativa Interministerial n° 6 de 28 de maio de 2004.

O cultivo de peixes em tanques-rede vem crescendo nos ultimos anos e
estima-se que o maior desenvolvimento esteja relacionado a producdo de espécies
aléctones como a tilapia, praticadas em unidades pequenas de 2 a 6 m® de volume til
e produtividade entre 25 a 150 kg.m™ (Zimmermann e Fitzsimmons, 2004). Para o P.
mesopotamicus, Bittencourt et al. (2010) encontraram menor peso final do individuos
quando estocados 60 peixes por m* porém com maior biomassa final.

Nessa modalidade produtiva, deve-se considerar que 0s peixes
confinados estdo submetidos a locais restritos sendo impedidos de buscar
ambientes onde a qualidade da &agua apresente condi¢cdes satisfatérias ao
desenvolvimento dos animais, sendo de suma importancia o monitoramento
das caracteristicas fisicas e quimicas do corpo hidrico e também o
posicionamento dos tanques nos corpos d’agua (Bozano e Cyrino, 1999).
Portanto, a aquicultura intensiva deve ser conduzida de maneira planejada,

gerenciada com critérios técnico-cientificos e balizada por diretrizes legais,
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para garantir o desenvolvimento sustentavel da atividade e o uso multiplo dos

recursos hidricos (Ayroza et al., 2006).

4.5 Maturagao Ovariana

O peixe imaturo atravessa uma época transitoria até um estagio adulto,
com o aparelho reprodutor maduro, constituido pelas gbnadas e sistema
endocrino, que controla a atividade fisiologica ovariana e testicular, através do
eixo hipotalamo-hipéfise-gbnada (HHG) (Murgas et al., 2009). Dentro de um
plantel de reprodutores padrao de peixes, a idade de maturagdo e o ciclo
gonadal diferenciam-se entre os individuos e populagbées (King e Pankhurst,
2003; Dziewulska e Domagaza, 2005) e devem ser conhecidos para melhor
elucidar o comportamento reprodutivo (Dorostghoal et. al., 2009).

O sucesso de estratégias e técnicas reprodutivas piscicolas depende
de modificagdes dos processos basicos do desenvolvimento dos ovocitos
envolvendo uma série de alteragbes bioquimicas e morfolégicas (Romagosa et
al., 2005), sendo os estudos que envolvem a ovogénese e a classificacdo
gonadal fundamentais para a compreensao do ciclo de vida (Takahashi et. al.,
2008).

Para se entender a dinamica do crescimento ovariano deve-se utilizar
ferramentas como a histologia para auxiliar na classificacdo dos ovécitos nos
diferentes estadios de desenvolvimento (Coward e Bromage, 1998). Seguindo
essa légica, Ganeco et al. (2001) definiram que, para telebsteos, 0 mesmo
deve ser dividido em fases, para melhor compreensdo das alteracdes

morfoldgicas ovarianas por que passam as células germinativas e concluiram,
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que para piracanjuba, Brycon orbignyanus, em cativeiro, foram caracterizadas
seis fases: cromatina-nucléolo (I), perinucleolar (ll), alvéolo-cortical (lll),
vitelogénico (IV), posvitelogénico (V) e atrésicos (VI). Em contrapartida, para o
matrinxa, Brycon cephalus, Romagosa (1998) dividiu a ovogénese em duas
etapas: crescimento primario (representado pelos cromatina-nucléolo e
perinuclear) e crescimento secundario (constituido pelos alvéolo-cortical,
vitelogénese e maturacgéo final). No entanto, Cek e Yilmaz (2007), para Clarias
gariepinus, inferem somente trés estadios: crescimento primario e secundario e
maturagao, incluindo a fase de hidratagao.

Independentemente das discrepancias existentes nas classificacdes
descritas anteriormente, é importante frisar que o ciclo reprodutivo de matrizes
de teledsteos é caracterizado pela vitelogénese (Blythe et al., 1994). Tal
processo €& definido como a produgdo de vitelogenina pelos hepatocitos
(Wallace e Selman, 1981) por intermédio do horménio estradiol (Takemura e
Kim, 2001; Solé et al., 2001). A vitelogenina é uma lipofosfoglicoproteina que,
liberada na corrente sanguinea, é carreada até os ovocitos onde séo
incorporadas por meio de receptores mediados por endocitose para serem
proteoliticamente clivadas em moléculas menores (fosfovitina, lipovitelina e a-
componente) aumentando as reservas vitelogénicas nos ovécitos (Tyler et al.,
1988). Constata-se entdo, segundo Mananos et al. (2009), uma importante
ferramenta na aquicultura por proporcionar técnicas de imunoensaio para
detectar o sexo de peixes que ndo apresentam dimorfismo sexual ou para se
definir o estadio de desenvolvimento gonadal em periodo de reprodugéo, pois
0s niveis sanguineos de vitelogenina aumentam concomitantemente com o

processo de ovogénese.
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De uma maneira geral, antes do inicio do ciclo reprodutivo, os ovarios
imaturos contem ninhos de oogbnias esparsas na lamela ovigera, que se
proliferam por divisGes mitéticas (Mafianos et al.,, 2009). Em um determinado
momento, parte da populagado de ovoglOnias entra em meiose e transforma-se
em ovocito primario, estabilizando imediatamente na profase | (Nagahama e
Yamashita, 2008). Nesse momento, o ovécito aumenta de tamanho pela
deposicado de material translucido em seu citoplasma e ha o aparecimento das
células da granulosa e da teca (previtelogénico) (Mafianos et al., 2009).

A segunda etapa de crescimento (vitelogénese) é caracterizada pela
sintese e enorme acumulo de vitelogenina e algumas proteinas nos ovdcitos,
resultando em um aumento da ordem de dez vezes em seu tamanho.
Conforme a progressdo da vitelogénese, novas inclusdes no citoplasma
aparecem como alvéolo cortical, glébulos lipidicos e granulos de vitelo.
Acompanham o crescimento dos ovécitos a zona radiata e as camadas da teca
e granulosa, tornando mais espessas suas membranas a fim de suportar o
crescimento celular (Nagahama e Yamashita, 2008; Mafianos et al. 2009).

Ao final da Vvitelogénese, os ovocitos pos-vitelogénicos sdo
caracterizados pela grande transparéncia do citoplasma totalmente cheio de
granulos de vitelo e glébulos lipidicos, nucleo ou vesicula germinativa
localizada centralmente a célula e a espessa e claramente estriada zona
radiata, envelopados pelas camadas foliculares da granulosa e da teca. Apés
esse momento, os ovocitos passam a maturagdo (Romagosa, 1998), com o
recomeco da meiose e o avango até a metafase Il, quando o primeiro
corpusculo polar é liberado, tornando, a célula, denominada ovécito secundario

(Leonardo et al., 2004).
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No inicio da maturagéo, os gldbulos lipidicos e os granulos de vitelo
comecgam a coalescer e a vesicula germinal inicia sua migracao ao p6lo animal.
Tais processos continuam conforme o avango da maturagdo. O final dessa
etapa caracteriza-se pela dissolugdo da membrana nuclear, também
denominada de quebra da vesicula germinativa. A transformacédo causada pela
incluséo de vitelo e lipidio altera a composigao ibnica do citoplasma, causando
drastica incorporagao de agua no interior dos ovécitos através do aumento da
pressao osmoética. Apds a hidratacao, a parede folicular se rompe e o ovocito €
liberado na cavidade ovariana ou abdominal para, posteriormente, ser expelido
durante a desova (Mafianos et al. 2009).

Posteriormente ha o aparecimento dos foliculos pds ovulatérios
(Romagosa, 1991). Informagdes entre o tempo de duracdo e consequente
degeneracdo dessas estruturas em peixes confinados s&o praticamente
inexistentes (Romagosa, 1998). No entanto, sabe-se que os foliculos pés
ovulatorios, ap6s a desova, apresentam inexistente funcado enddcrina e séo
reabsorvidos, envolvendo morte celular programada ou apoptose das células

foliculares (Drummond et al., 2000).

4.6 Selegdo de Reprodutores (caracteristicas macro e microscépicas)

O sucesso da reproducgéo depende de um ajuste temporal que garanta
que a desova ocorra no melhor local e no momento exato, quando as
condigbes ambientais se apresentem as mais favoraveis para a sobrevivéncia
dos descendentes. Dessa forma, a sincronia entre os processos fisiologicos

reprodutivos com as condigdes ambientais faz-se extremamente necessaria
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(Zaniboni Filho e Weingartner, 2007) e compde um método acurado para
detectar o estadio de maturagdo gonadal dos reprodutores (Romagosa, 2008;
2010). Todavia, o numero exacerbado de espécies piscicolas existente reflete
em grande variabilidade das caracteristicas reprodutivas, significando que
determinadas técnicas de propagacéo artificial empregadas a certos individuos
sejam ineficiente quando procedidas em outros plantéis. Assim sendo, faz-se
necessario conhecer a espécie de trabalho, definindo época e local de desova,
parametros abiéticos e bidticos do habitat natural, fisiologia dos peixes, habito
alimentar, idade, fecundidade, viabilidade de ovos e larvas (Romagosa et al.,
2001) entre outros, como maneira de se adequar as praticas a serem
empregadas na proliferacao desses animais (Andrade e Yasui, 2003).

Uma questdo que tem merecido atencdo em trabalhos de reproducgéo
induzida de peixes € o critério para identificagcdo dos animais aptos a indugéo
(Narahara et al., 2002). A escolha dos machos é relativamente facil, pois, na
época da reproducao eles eliminam, sob leve pressdo do abddémen, certa
quantidade de sémen que, de acordo com Murgas et al. (2009) apresenta-se
como um liquido branco e leitoso.

Geralmente, matrizes que apresentem caracteristicas macroscopicas
como abdémen volumoso, macio e com a papila urogenital intumescida
(Andrade e Yasui, 2003; Bock e Padovani, 2000; Murgas et al., 2009;
Romagosa et al., 2001; Romagosa, 2006; Romagosa, 2008; Romagosa, 2010;
Pereira et al., 2009; Sampaio e Sato, 2009; Silva et al., 2009) além de ovécitos
homogéneos em tamanho e coloragdo, sdo escolhidas e definidas como
capazes de receber as substancias indutoras. Porém, deve-se reconhecer que

este procedimento de selegdo ndo permite escolher com seguranga a fémea
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mais apta a ser induzida por serem métodos subjetivos (Zaniboni Filho e
Weingartner, 2007). Diante deste fato, recorre-se conjuntamente a
determinacdo do grau de maturacao dos ovécitos avaliando-se caracteristicas
microscopicas como a visualizagdo da posicdo da vesicula germinativa ou
nucleo nos estadios finais de maturacao (Bruzka, 1979; Romagosa et al.,
1990).

Segundo Vazzoler (1996) e Andrade-Talmelli et. al. (2002) deve-se
ressaltar que a maturacao final dos ovocitos de peixes € caracterizada pela
migracdo da vesicula germinativa (VG) ou nucleo para a periferia da célula,
processo que ocorre a meiose e, os ovocitos encontram-se repletos de vitelo e
goticulas de material lipidico (Ramsay e Witthames, 1996; Mylonas et al.,
2010). A préxima etapa é caracterizada pelo rompimento da membrana nuclear
(quebra da VG) ou desintegragéo e, posteriormente, o aumento do volume dos
ovocitos decorrente da absorcéo hidrica.

Outro parametro considerado para definir com maior precisdo os
programas de indug¢do a utilizar para cada fémea, em particular, tem sido o
didmetro (tamanho) dos ovdcitos, cujo procedimento pratico tem por intengédo
otimizar os processos reprodutivos (Fenerich-Verani et al., 1984; Romagosa et
al., 1990; Torres, 1994; Andrade-Talmelli et al., 2002; Leonardo et al, 2005). Tal
técnica foi utilizada pioneiramente por Fenerich-Verani et al. (1984) em
exemplares de Prochilodus scrofa submetidos a reproducdo. O resultado
encontrado foi distribuicdo do tipo unimodal, com moda ao redor de 1100 ym.
Da mesma forma, distribuicdo unimodal foi registrada por Romagosa et al.
(1990) em Piaractus mesopotamicus e por e Andrade-Talmelli (1997) em

Brycon insignis. Em contrapartida, para matrinxa, Brycon cephalus, Romagosa
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et al. (2001) verificaram que fémeas com alta taxa de fertilizacdo apresentavam
ovécitos com duas modas: 939 e 1001 um.

O importante a ressaltar é que essas caracteristicas de selegédo de
peixes aptos a desova foram descritas para os animais mantidos e/ou criados
em viveiros escavados. No entanto, segundo Bittencourt et al. (2011) os pacus,
P. mesopotamicus, confinados em sistema de tanque-rede apresentam, em
sua constituicdo morfolégica no periodo reprodutivo, semelhangas peculiares
como ventre abaulado e macio, papila urogenital intumescida e avermelhada,
migragéo da vesicula germinativa para a periferia dos ovécitos, entre outros.

Os trabalhos com as espécies de peixe de interesse zootécnico de
clima tropical sdo necessarios a fim de potencializar seus indices reprodutivos

quando adaptados em condigbes ambientais brasileiras (Murgas et al., 2009).

4.7 Indug¢ao Hormonal

Um dos principais aspectos para a intensificagcdo da produgéo
piscicola, acompanhada da sustentabilidade tanto econdmica como social, é a
utilizacdo da propagacéo artificial ou reproducéo induzida (Romagosa, 2006;
Narahara et al., 1994) administradas em peixes na fase de dorméncia (Zaniboni
Filho e Weingartner, 2007). As técnicas empregadas nesses procedimentos
possibilitam o suprimento de ovos, larvas e alevinos de espécies migradoras
(Andrade-Talmelli et al., 2002) destinadas a criagdo em viveiros e outros corpos
hidricos (Bock e Padovani, 2000).

Devido ao grande numero de espécies autdctones existentes com suas

particularidades biolégicas torna-se necessario o aprimoramento dos processos
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indutores identificando o intervalo exato na administracado hormonal bem como
a concentragdo/dosagem do mesmo que aperfeicoe, satisfatoriamente, a
obtencgéo de formas jovens (Andrade-Talmelli et al., 2002).

Existem varios tipos de substancias com singulares estruturas quimicas
e principios ativos diferenciados utilizados na indugao reprodutiva em peixes de
agua doce (Pereira et al., 2009). No entanto, a mais empregada e com melhor
definicdo tecnoldgica é o extrato bruto de hipéfises (Bock e Padovani, 2000;
Zaniboni Filho e Weingartner, 2007). A gonadotropina apresenta-se em maxima
concentragdo na hipofise no periodo vitelogénico final e prolonga-se no
intervalo de dorméncia, época ideal para a coleta do material hipofisario para
ser administrado nos plantéis reprodutores a fim de complementar a
quantidade hormonal produzida pelo peixe receptor (Andrade-Talmelli et al.,
2002), sendo responsavel pelo final da maturagdo. Contudo, o viés negativo de
tal procedimento é caracterizado pelo custo elevado juntamente a escassez em
ocasides sazonais os quais influenciam a busca por alternativas mais viaveis
em termos econdmicos e produtivos (Orbolatto et al., 2006).

Romagosa et al. (2001) em estudo da selegdo e caracterizagdo de
fémeas de matrinxa, Brycon cephalus, utilizaram o extrato bruto hipofisario de
carpa comum (EBHC), Cyprinus carpio, e constataram, em consonancia com
outros fatores avaliados, a viabilidade no ciclo reprodutivo com taxas de
fertilizacdo e eclosdo consideradas dentro dos padrbes aceitaveis para a
atividade.

Existem, ainda, gonadotrofinas de mamiferos facilmente obtidas no
comércio e de baixo custo que podem ser utilizadas na indugéo a reproducao

de peixes (Pereira et al.,, 2009). Os autores, avaliando a gonadotropina
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coribnica equina (eCG) juntamente ao EBHC na desova de curimba,
Prochilodus lineatus, verificaram que o eCG é ineficiente quando administrado
em conjunto ao EBHC para a espécie em questio. Tal fator é elucidado pela
suposta agdo do composto quimico equino ser responsavel analogamente ao
horménio foliculo estimulante (FSH), tendo possibilidade de maior sucesso
quando administrado na dose preparatéria e ndo na final (Pereira et al., 2009).

Em pesquisa semelhante, Andrade-Talmelli et al. (2002) estudaram a
acao da gonadotropina coribnica humana (hCG) isoladamente ou em conjunto
com o EBHC na reproducéo da piabanha, Brycon insignis, e definiram que a
hCG mostrou-se superior ao EBHC quando aplicada solitariamente e em uma
Unica etapa, proporcionando a ovulagdo de um grande numero de fémeas.

Além dos mamiferos, substancias extraidas de outros animais como
coelho (EHCo) e frango (EHF) também foram frutos de estudos nos parametros
reprodutivos masculinos de peixes como o piavugu, Leporinus macrocephalus,
a curimba, P. lineatus, e a carpa comum, C. carpio, e, segundo Moraes et al.
(2004) o EHCo nédo é indicado para individuos machos de piavugu por
proporcionar caracteristicas indesejaveis nos espermatozéides liberados por tal
espécie quando induzida com o extrato hipofisario de coelho.

Para algumas espécies ainda ndo se tem o conhecimento dos
horménios atuantes no periodo pos-vitelogénico de matrizes/reprodutoras,
resultando em falhas no ciclo reprodutivo quando estimuladas com substancias
exoégenas. A identificacdo da obscuridade apresentada no mecanismo que
envolve o eixo hipotalamo-hipéfise-gonada, responsavel pela abstencdo de

desova em cativeiro, € um passo importante para o desenvolvimento fisiolégico
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efetivo em terapias hormonais (Mylonas et al., 1997). O mesmo foi verificado

para espécies de peixes nativos (Romagosa et al., 2005; Romagosa, 2008).

4.8 Desenvolvimento embrionario

O desenvolvimento embrionario € um processo complexo que exige o
conhecimento da ontogenia dos peixes que contribui para o aporte de
informacdes a respeito da biologia, morfologia, fisiologia (Faustino et al., 2011)
filogenética e producgéo (Faustino et al., 2010) das distintas espécies piscicolas.
Dessa maneira, serve tanto para experimentos biotecnolégicos quanto como
bioindicador ambiental para avaliar o efeito das substancias téxicas nos
organismos aquaticos (Marques et al., 2008; Stekoll et al., 2009). Outro ponto
interessante de se salientar € que tal ciéncia colabora na identificagdo dos
embrides nos ambientes naturais permitindo a avaliagdo precisa dos locais de
desova dos peixes (Reynalte-Tataje et al., 2004).

Os peixes oviparos apresentam ovocitos envoltos por um envelope
(cérion, zona radiata) uma simples e espessa protegédo que, apos a fertilizagao,
transforma-se em um componente insoluvel e enrijecido (Shibata et al., 2003).
O processo embriogénico inicia-se quando o ovécito é fertilizado pelo
espermatozéide através da micropila e, entdo, ha uma reorganizacdo dos
elementos constituintes dos ovos (Faustino et al., 2010b).

Segundo Nakatani et al. (2001), o desenvolvimento embrionario do
pacu, P. mesopotamicus, ocorre, resumidamente, da seguinte maneira:
formagdo do blastodisco (com separagdo posteriormente a fecundagéo);

segmentagéao (caracterizado por clivagens sequenciais do blastodisco em 2, 4,
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8, 16 e assim por diante, originando os blastémeros); blastulagédo (etapa cujo o
blastodisco esta estratificado e alto, com pequenas cavidades entre os
blastbmeros e presenga de uma lamina sincicial perivitelinica); gastrulagdo
(células do blastodisco deslocam-se e separam-se em epiblasto (futuro folheto
externo) e hipablasto (notocorda, meso e endoderme)); fechamento do
blastéporo (recobrimento de trés regides do vitelo: zona embriogénica (corpo
do embrido, exceto a cauda), bordas de fechamento (porgdo caudal) e parede
do saco vitelinico); vesicula 6tica; vesicula auditiva (aparecimento dos otélitos);
liberagcdo da cauda; e eclosdo (ocorre através de contracdes musculares
vigorosas da cauda e do corpo).

No entanto, as diversas espécies de peixe apresentam diferencas
quanto ao seu desenvolvimento inicial. Cardoso et al. (1995) estudaram a
embriogénese de Pseudoplatystoma corruscans e concluiram que essa etapa é
composta por nove fases, sendo elas: formagdo do blastodisco; blastula
superior; blastula inferior; gastrula; fechamento do blastdéporo; vesiculas oticas;
vesiculas auditivas e de Kupffer; aberturas olfativas e otolitas; e eclosdo. Em
contrapartida, Faustino et al. (2010), verificaram que o desenvolvimento
embrionario de hibridos de P. corruscans X P. fasciatum é compreendido por
sete passos, sendo eles: zigoto; clivagem; mérula; blastula; gastrula;
histogénese e organogénese; e eclosao. Para o Brycon gouldingi, Faustino et
al. (2010b) encontraram seis etapas distintas em seu desenvolvimento, sendo
elas: zigoto; clivagem (incluindo a fase de mérula); blastula; gastrula;
histogénese e organogénese; e eclosao.

Os conhecimentos acerca do desenvolvimento embrionario de

espécies nativas permanecem como um entrave para o aprimoramento das
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técnicas de cultivo (Luz et al., 2001) todavia podem trazer beneficios a sua
producdo (Streit Junior et al., 2007). Muitos estudos com larvas de peixe
enfocam a sistematica e a filogenia, porém nada se tem feito a respeito do
desenvolvimento morfolégico em relagdo a sua fungédo (Paes et al., 2001). Do
ponto de vista biolégico, cada passo da embriogénese apresenta grande
importancia, pois os embribes sao suscetiveis as alteragbes ambientais
(Pereira et al., 2006). Pesquisas nesse setor tém evidenciado assincronismo
nas etapas iniciais da embriogénese em ovos provenientes da mesma desova
(Kimmel et al., 1995).

Varios trabalhos estdo sendo conduzidos para avaliar o efeito de
xenobidticos, das variaveis abioticas, entre outras coisas, no ambiente de
criagdo, porém aqueles em que a nutricdo seja o ponto principal no

desenvolvimento embrionario de espécies de peixes permanecem escassos.
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5.0 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Fundamentar o conhecimento das necessidades proteicas de fémeas de
pacu, Piaractus mesopotamicus avaliando-se a qualidade dos ovdcitos, seus
indices reprodutivos e a ontogenia dos embrides quando mantidas em tanques-

rede.

5.2 Objetivos especificos

Avaliar as fémeas (matrizes) de pacu, Piaractus mesopotamicus aptas a
indugao hormonal, com base nas observac¢des externas associadas a diametro
e morfologia dos ovocitos e, verificar também, o efeito do extrato hipofisario na
ovulagéo e desova, quando alimentadas com dietas contendo diferentes niveis

proteicos.

Estimar as taxas de fertilizacdo e eclosdo dos ovos de pacu, Piaractus
mesopotamicus (matrizes), alimentados com dietas contendo diferentes niveis

protéicos.

Avaliar o desenvolvimento embrionario e larval do pacu, Piaractus

mesopotamicus proveniente de matrizes mantidas em tanques-rede.
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7.0 ARTIGO 1 - Enviado ao Journal of Applied Ichthyology (no prelo)

7.1. Dietas protéicas promovem a maturagao dos ovocitos e desova em

Piaractus mesopotamicus estocado em tanques-rede

Resumo: O conhecimento da nutricdo de reprodutores de espécies nativas
brasileiras é incipiente, portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o preparo
de dietas balanceadas que possibilitem promover a maturagdo dos ovécitos, bem
como, potencializar o desempenho reprodutivo de P. mesopotamicus em tanques-
rede. Para tanto, foram distribuidas em um delineamento inteiramente casualizado 224
matrizes em 16 tanques-rede de 5 m®. Os tratamentos consistiram em dietas contendo
18, 24, 30 e 36% de proteina bruta (PB) fornecidas a vontade. Foram avaliadas as
caracteristicas morfolégicas externas e internas dos exemplares e seus respectivos
parametros reprodutivos como, posicdo da vesicula germinativa, distribuicdo de
frequéncia porcentual dos didametros dos ovocitos, taxas de fertilizagdo e ecloséo,
numero de ovocitos liberados, numero total de ovécitos, peso dos ovarios
remanescentes e total, indice gonadossomatico (IGS), fator de condigdo (K) e
histologia dos ovécitos e ovarios pés-desova e em regressédo ovariana. A distribuicao
da frequéncia porcentual dos didmetros dos ovécitos coletados antes da 12 aplicagéo
hormonal apresentou comportamento unimodal para o menor teor protéico e
tendéncias polimodais para os demais tratamentos. No momento da desova, situacéo
similar foi verificada. As taxas de fertilizagdo e eclosdo foram menores no tratamento
com 30% de PB diferindo (p<0,05) dos demais. O maior valor de ecloséo foi
encontrado para as fémeas alimentadas com dietas contendo 18% de PB. O maior
peso dos ovarios remanescentes foi constatado para os exemplares que receberam 30
e 36% de PB. O menor indice de K foi observado para fémeas alimentadas com a
dieta contendo o maior teor protéico. Conclui-se que a dieta contendo 18% de PB
satisfaz a exigéncia de fémeas-reprodutoras da espécie adaptada ao sistema.
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7.2. Introdugao

O Piaractus mesopotamicus, peixe migrador nativo sul-americano, tem
merecido atengdo especial principalmente no que diz respeito ao aperfeicoamento de
técnicas reprodutivas empregadas a sua criagao (Urbinati e Gongalves, 2010). De
acordo com Romagosa (2008) a propagacao artificial ou reprodugao induzida € um
dos principais aspectos para a intensificagdo da produgédo piscicola, acompanhada da
sustentabilidade tanto econémica como ambiental. Contudo, destacam-se dois pontos
cruciais como, o manejo do plantel de reprodutores e a qualidade dos gametas
femininos e masculinos, ambos atuando na produ¢do de uma nova prole (Romagosa,
2006; Hainfellner, 2011; Sanches et al., 2010; Sanches et al., 2011). Além disso, o
sucesso reprodutivo dos peixes nativos depende de um ajuste temporal havendo a
necessidade de existir sincronia entre o alimento ofertado (antes ou durante o periodo
reprodutivo) e o momento da liberagcdo de gametas (desova) (Romagosa, 2008).

A nutricdo de reprodutores €, sem duvida nenhuma, a area menos estudada e
entendida na alimentacdo de peixes (Izquierdo et al., 2001), refletindo, até o momento,
em conhecimentos incipientes e disponibilidade de ragbes comerciais inadequadas as
espécies de peixes nativos tropicais (Arbelaez-Rojas et al., 2002). Porém,
Pseudoplatystoma corruscans e Rhamdia quelen receberam dietas praticas que
influenciaram o processo de desenvolvimento ovocitario conduzidos em tanques-rede
(Andrade et al., 2010; Reidel et al., 2010; Coldebella et al., 2011). Entretanto, vale
salientar que, Hainfellner (2011) realizou estudo comparativo entre a criacdo de
Prochilodus lineatus em viveiros escavados e em tanques-rede e nao recomenda a
utilizagédo desse ultimo para a espécie, principalmente na fase vitelogénica.

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar dietas balanceadas com

diferentes niveis de proteina bruta que possibilitem promover a maturagdo dos
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ovécitos, bem como, potencializar o desempenho reprodutivo de P. mesopotamicus

em tanques-rede.

7.3. Material e Métodos

O experimento foi realizado no “Centro de Desenvolvimento de Tecnologias
para Piscicultura em Tanque-rede”, localizado na area de transi¢do do reservatério da
Usina Hidroelétrica de ITAIPU, situado no municipio de Santa Helena, Parand, por um
periodo de sete meses (agosto/2009 a fevereiro/2010). Foram distribuidas 224
matrizes de Piaractus mesopotamicus em 16 tanques-rede (TR) (5,0m3 -2,0m X 2,0m
X 1,25m) de volume util, totalizando 14 peixes.TR' (Tabela 1). Um TR com 14
exemplares foi considerado uma unidade experimental.

Tabela 1. Médias de peso (Wt) e comprimento total (Lt) de Piaractus mesopotamicus

mantido em tanque-rede e alimentado com ragdes contendo diferentes
teores protéicos.

Proteina Bruta (%)

Sexo Parametros
18 24 30 36

Wt (9) 2.344:0,446  2,325:0,360 2,539:0,533 2,555:0,682

Mach
achos 1t (em) 46,69+2,35  46,29+1,95 47,18+2,96 47,5426

Wt (9) 2,720:0,488  3,030£0,501 2,90320,526 3,132%0,737
Fémeas

Lt (cm) 47,55:329  49,27+2,28 49,00+2,28 50,5+3,1

(P>0,05)

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado composto por quatro
tratamentos constituidos por quatro ragdes experimentais com os seguintes niveis de
proteina bruta (PB) 18; 24; 30 e 36% e quatro repeticdes (Tabela 2).

As ragbes foram processadas na Fabrica de Racgdo-Escola da Unioeste,
PR/BR. Os alimentos foram pesados, pré-misturados e desintegrados. Em seguida, os
ingredientes juntamente ao premix vitaminico mineral foram misturados e submetidos

ao processo de extrusdo. Os péletes de ragédo foram elaborados de maneira a conter
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tamanhos compreendidos entre 4 e 6 mm. As dietas foram pesadas e fornecidas duas
vezes ao dia aos animais até a saciedade aparente dos mesmos.

Os valores de pH, condutividade elétrica (uS.cm™) e oxigénio dissolvido (mg.L")
da agua foram registrados, quinzenalmente, com o auxilio de potencidmetros digitais,
enquanto que, os de temperatura (°C) e transparéncia (m) da agua foram monitoradas,
diariamente, pela manha e a tarde, dentro e no entorno dos tanques-rede (30m) por

meio de um termémetro de mercurio e disco de Secchi, respectivamente.

Tabela 2.Composi¢do percentual e quimica das ragdes experimentais contendo diferentes
niveis de proteina bruta

Proteina Bruta (%)

Ingredientes

18 24 30 36

Farinha de visceras de aves 12,10 18,82 25,53 32,25
Farelo de soja 10,00 16,67 23,33 30,00
Arroz quirera 20,00 20,00 20,00 20,00
Milho 46,25 35,31 24,36 13,42
Farelo de trigo 3,00 3,00 3,00 3,00
Suplemento Min. Vit. 0,50 0,50 0,50 0,50
Sal comum 0,30 0,30 0,30 0,30
L-Lisina 0,28 0,26 0,24 0,22
Antifungico (Propionato de calcio) 0,20 0,20 0,20 0,20
DL-Metionina 0,03 0,05 0,07 0,09
Antioxidante (BHT) 0,02 0,02 0,02 0,02
Oleo de soja 4,30 2,87 1,43 0,00
Fosfato bicélcico 3,02 2,01 1,01 0,00
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Nutrientes (%)

Amido 44,00 37,28 30,56 23,84
Calcio 1,53 1,53 1,53 1,53
Energia Digestivel (kcal.kg'1) 3300,00 3300,00 3300,00 3300,00
Fibra bruta 2,01 2,29 2,57 2,85
Fosforo total 1,10 1,10 1,10 1,10
Gordura 7,63 6,70 5,78 4,85
Lisina 1,08 1,44 1,80 2,16
Metionina+Cistina 0,65 0,85 1,04 1,24
Proteina 18,00 24,00 30,00 36,00
Metionina 0,36 0,48 0,60 0,72
Treonina 0,70 0,95 1,19 1,44

“T Suplemento mineral € vitaminico (niveis de garantia.kg-1 produto’): Vit. A= 2.000.000 Ul;lvn. D3 = 400.000 UT; vit. E = 30.000 mg; vit. K3 = 2.000
mg; vit. B1 =4.000 mg; vit. B2 = 4.000 mg; vit. B6 = 3.000,00 mg; vit. B12 = 80 mg; acido félico = 1.000 mg; pantotenato de célcio = 10.000 mg; vit.
C = 60.000 mg; biotina = 200 mg; colina = 100.000 mg; niacina = 20.000 mg, ferro = 16.000 mg; cobre = 2.000 mg; manganés = 6.000 mg; iodo =
200 mg; cobalto = 60 mg. Composigédo segundo NRC (1993); Boscolo et al. (2002); Pezzato et al. (2002);

No periodo reprodutivo (novembro-fevereiro) os reprodutores de P.
mesopotamicus foram pré-selecionados: machos - liberagdo de sémen sob leve

pressdo da cavidade abdominal e fémea - abdémen abaulado e papila urogenital
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intumescida e avermelhada (Romagosa et al., 1990). Em seguida, transportados para
0 “Laboratério de Reproducgéo” localizado as margens do reservatério, onde foram
individualmente, anestesiados (etil-aminobenzoato, nome comercial: benzocaina:
3,0g9:150mL alcool 96,0°GL:40 L de agua, por 04 minutos), pesados (g), medidos (cm),
marcados e separados por sexo, em dois tanques circulares (1000L), com aeragéo e
renovacgao de agua constantes.

Associada as caracteristicas externas do mesmo exemplar, por meio da técnica
de canulacao intra-ovariana, foram retiradas amostras de ovdcitos respeitando-se as
dietas experimentais distintas (por tratamento) e fixados em solugdo de Serra
(Bruzska, 1979), por cinco minutos para verificar a posicao da vesicula germinativa
(VG), em estereomicroscopio (oc. 10X; obj. 17X) (Romagosa et al., 1990). Foram
selecionadas somente as fémeas que apresentaram frequéncia porcentual dos valores
da Vesicula Germinativa Periférica (VGP) acima de 50% para os quatro tratamentos.

Duas amostras de 200 ovécitos/cada (VGP =250%) foram retiradas pela mesma
técnica respeitando-se as dietas experimentais distintas (por tratamento): 12 amostra =
antes da 12 dose hormonal e 2?2 amostra = momento da liberagdo dos ovocitos. Essas
duas amostras foram subdivididas em duas sub-amostras e fixadas:

(i) solugdo de Gilson (Simpson, 1951), por 30 minutos, em
estereomicroscopio (oc. 10X; obj. 17X) para analisar as distribuigbes de frequéncia
porcentual dos didmetros dos ovécitos (um), por tratamento (Romagosa et al., 1990).

(i) solugdo de formol tamponado (24 h), posteriormente, mantidas em
alcool 70°G.L. para acompanhar as modificages morfo-estruturais (microscopia de
luz) (Leonardo et al., 2005), sendo o material processado na Universidade de Sao
Paulo — USP, no Instituto de Ciéncia Biomédicas — IBC, Departamento de Biologia
Celular e do Desenvolvimento no Laboratério de Embriologia e Histologia, segundo as
técnicas histolégicas rotineiras. Foram obtidas sec¢des histoldgicas (5um) coradas
com Hematoxilina-Eosina. A analise e fotodocumentagdo foram realizadas em
fotomicroscopio Zeiss Axioscop 2°.

As fémeas receberam duas doses de 0,5 e 5,0 mg de extrato bruto de hipdfise

de carpa (EBHC).kg™ de reprodutor, com intervalo de 12h entre as doses (Bernardino
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et al., 1986). Os machos receberam dose Unica de 2,0 mg de extrato bruto de hipéfise
de carpa (EBHC).kg™" de reprodutor concomitantemente a 22 aplicagéo das fémeas. O
substrato hipofisario foi aplicado intraperitonealmante, na regido da nadadeira peitoral.

A retirada do sémen seguiu a metodologia descrita por Sanches et al. (2010) e
Sanches et al. (2011), onde o volume de sémen liberado foi mensurado e,
homogeneizado dando origem a um “pool” por tratamento.

Apds um periodo de 240 horas-grau (somatéria da temperatura da agua em
funcéo do tempo — Unidades Térmicas Acumuladas - UTAs) (Ceccarelli et al., 2000),
as fémeas foram massageadas na regido ventral no sentido encéfalo-caudal aonde os
ovoécitos liberados (nao-hidratados) de cada matriz por tratamento foram coletados em
beckers (250 mL) e, colhidas trés sub-amostras (0,1 mL cada) e, estimados o numero
total de ovocitos liberados (por extrusdo).

A seguir, foi realizada a homogeneizagéo dos ovécitos e sémen por tratamento.
As taxas de fertilizagdo provenientes do material fecundante por tratamento foram
estimadas em trés beckers (250 mL) (observando-se a uniformidade do didmetro e
coloracao dos ovdcitos, bem como, auséncia de ovdcitos brancos - ngo-viaveis =
gorados (Romagosa et al., 1990).

As fertilizagbes foram realizadas sequencialmente, em recipientes de 250 mL e
amostras de ovécitos (2 mL) e sémen (200 pL) ativados com 75 mL de agua
(proveniente das incubadoras), homogeneizados por um minuto. Cinco aliquotas (20,0
mL) de cada unidade experimental foram transferidas para cinco incubadoras
experimentais (20 L ).

A taxa de fertilizacdo (TF, %) por tratamento foi estimada ap6s 8 horas do inicio
da hidratacdo dos ovos (fechamento do blastdporo) (Romagosa et al., 2001),
utilizando-se 380 ovos de cada unidade experimental, amostra superior a
recomendada por Zaniboni e Weingartner (2007). Foram descartados os ovos com

clivagem irregular ou opacos.
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A quantificagdo do desenvolvimento ovariano foi feita pelo indice
gonadosomatico (IGS), individual, definido como a razdo entre o peso dos ovarios € 0
peso total, multiplicado por cem (Romagosa et al., 1990).

Para se verificar a relagédo existente entre o grau de bem-estar das fémeas-
reprodutoras denominado de Fator de Condig¢éo (K) (Le CREN, 1951), foi considerada
a relacdo entre os Wt e Lt. Neste estudo foi estimado o K alométrico. A expressao
aplicada foi: Kaometrico=WI/Lt > na qual b é estimado pela equagdo da relagdo peso-

comprimento, ap6s ajuste dos dados pelo método dos minimos quadrados.

No final do experimento, as fémeas induzidas de cada dieta experimental foram
sacrificadas seguindo-se os principios éticos de manipulagdo animal estabelecidos

pelo Colégio Brasileiro de Experimento Animal (COBEA, http.//www.cobea.org.br) e

seus ovarios retirados, pesados e fixados em solugdo de formol tamponado (24h),
para verificar as modificagdes estruturais ocorridas pés-desova por meio de avaliagdes
histologicas.

Apds o término do periodo reprodutivo, as fémeas permaneceram nos tanques
rede para posteriores avaliagbes das alteragdes do processo de regresséo ovariana.
Para tanto, foram efetuadas duas coletas (margo e junho/2010) sendo que dois
exemplares de cada tratamento foram selecionados aleatoriamente, sacrificados e
seus ovarios retirados (vide item ii).

Os parametros avaliados foram tabulados e submetidos a analise de variancia
a 5% de significancia e, quando verificado diferengas, o teste de Tukey (5%) foi

aplicado com o auxilio do programa estatistico Statistic 7.0 (Statsoft, 2005).

7.4. Resultados e Discussao

Os parametros de qualidade de agua apresentaram médias de 1,65+0,37 m;

6,97+0,44; 26,20+4,28°C; 6,77+0,92 mg.L" e 41,88+12,84 uS.m™ para transparéncia,
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pH, temperatura, oxigénio dissolvido e condutividade elétrica, respectivamente,
durante o periodo experimental e permaneceram dentro da faixa recomendada para a
espécie (Boyd, 1990; Sipauba-Tavares, 1995).

Neste experimento pode-se constatar que os ovocitos de P. mesopotamicus,
durante o processo de vitelogénese no sistema de criacdo adotado, podem ser
caracterizados quando ocorre a migragao da vesicula germinativa central (Figura 1 A)
e presenca de granulos de vitelo (Figura 1 B) para a periferia dos ovécitos (reinicio da
meiose) (Figura 1 C e D) em diregéo a micrépila (Figura 1 F), nos quatro tratamentos.

Além disso, esses ovoécitos apresentaram distintas modas relativas as
distribuicbes de frequéncias porcentuais dos didmetros dos ovocitos antes da 12
aplicagdo hormonal (1% amostra) mostrando comportamento unimodal (719,9 um) para
os animais alimentados com dieta contendo 18% de PB. Os outros peixes arragoados
com 24, 30 e 36% de PB mostraram distribuicdes de frequéncia porcentuais similares
com tendéncias polimodais, com modas de 782,5; 845,1 e 970,3 ym (dieta 24%) e,
719,9; 845,1 e 970,3 um (dieta 30%). A dieta contendo teor protéico mais elevado
apresentou valores de 782,5; 845,1 e 970,3 um (Figura 2A).

A ovulagdo de P. mesopotamicus (2% amostra) ocorre rapidamente depois da
maturacéo resultante do aumento do peso dos ovérios e tamanho dos ovécitos, onde
pode-se visualizar distribuicdes semelhantes (polimodais) (Figura 2B). Observou-se na
periferia citoplasmatica a presenca de alvéolos corticais arranjados geralmente em
duas camadas, semelhantes para os tratamentos de 18; 24 e 30% e, mais

desorganizada, nas matrizes que receberam 36%.
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Figura 1. Fotomicrografias de ovocitos e ovarios de P. mesopotamicus, alimentadas com
ragdes contendo niveis crescentes de proteina bruta, mantido em tanque-rede: (A;
B; C; D = 12 amostra (A) nucleos centrais (NC); (B e D) granulos de vitelo (GV); (C)
nlcleos periféricos (NP); (E; F = 22 amostra = desova) (E) quebra da vesiclua
germinativa - QVG. (F) Micrépila; (G; H = ovarios pés-desova (G) Foliculos pds-
ovulatorios = PO; ovocitos atrésicos (AT) e pré-vitelogénicos (setas); (H) Foliculos
pos-ovulatorios (PO).
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Nesta fase os granulos de vitelo tornam-se maiores e de diferentes formas
porém, nao ocorre a coalescéncia dos granulos de vitelo extra-vesicular em uma
massa continua, entretanto, ha o rompimento do envelope nuclear, as camadas
foliculares se adelgagam decorrente da absorgéo hidrica (Figura 1E), enquanto a zona
radiata (corion) permanece proeminente (Fig. 1F). Resultados semelhantes foram
observados para a mesma espécie (Romagosa et al., 1993) e em Pseudoplatystoma

fasciatum em gaiolas (Romagosa, 2010).
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Figura 2. Distribuicbes de frequéncias porcentuais dos didmetros dos ovocitos de P.
mesopotamicus mantidos em tanques-rede: A - antes da 12 aplicacdo hormonal (1?
amostra); B - momento da liberagéo dos ovécitos (2% amostra) (n=4).

Considerando-se os didmetros dos ovécitos de P. mesopotamicus nos dois

sistemas de criagdo, verifica-se que o tamanho dos ovocitos daqueles mantidos em
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tanques-redes foi inferior quando comparado aos de viveiros escavados em terra, que
de acordo com Romagosa et al. (1990), apresentaram didmetros ovocitarios
superiores, antes da 12 dose, de 876,4; 939,0 ou 1001,6um, com moda acentuada
para o segundo valor. As matrizes deste experimento receberam suas respectivas
dietas no inicio da maturagdo, ofertada seis meses antes do periodo da desova.

No momento da fertilizagdo ocorre a fusdo e quebra dos alvéolos corticais nos
ovos de P. mesopotamicus, fundindo-se a zona radiata e, liberando seu contéudo
(regido cortical) no espacgo perivitelinico cuja funcdo é proteger e atuar contra a
polispermia. A seguir, ocorre o estreitamento e a ruptura folicular sob a agédo de
hormdnios indutores da maturagdo — MIS (Nagahama e Yashita, 2008). Na Figura 1F
verifica-se a micropila, comum aos Characiformes (Honji et al., 2009; Romagosa,
2010).

Contudo, neste estudo as taxas de fertilizagdo foram baixas quando
comparadas a mesma espécie mantida em viveiros escavados (Romagosa et al.,
1990). Todavia, em cativeiro, no caso do género Piaractus, observa¢des a campo, nos
leva a constatar que é comum o sucesso/insucesso reprodutivo alternarem, ou seja,
um ano respondem positivamente com um grande numero de ovdcitos liberados e no
préximo, insucesso com quedas abruptas, presos - “em grumos”, sanguinolentos
(Romagosa, informacdes pessoais). Porque?!!. Nao se sabe até o momento.

As fémeas de P. mesopotamicus que receberam a dieta de maior nivel
protéico mostraram indicios do processo de regressdo ovariana confirmada pela
distribuicdo porcentual dos didmetros dos ovécitos (Figura 2B) e, com respostas
negativas a indugcado hormonal, ovarios altamente vascularizados com presenca de
inumeros ovocitos brancos e marrom-esverdeados, constatada pela presenca de
foliculos atrésicos e reabsorgéo (Figura 1G). Romagosa et al. (1990) sustentam que P.
mesopotamicus, mantidos em cativeiro, apresentam fenémenos degenerativos

(involugcdo ou atresia folicular dos ovdcitos) frequentes no final de maturagéo.
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Leonardo (2006) ressalta esse mesmo acontecimento em Pseudoplatystoma fasciatum
mantido em viveiros escavados.

Porém, Romagosa (2010) ressalta que, em P. fasciatum criado em tanques-
rede, € comum a existéncia destes fatores nos ovarios que ndo completaram a
maturacdo e, também, em fémeas aparentemente desovadas, nas quais os ovocitos
sofrem reabsor¢éo dos foliculos pés-ovulatérios (PO), indicando um outro processo, o
de reorganizacdo ovariana poés-desova. Neste estudo também foi observada a
presenca de foliculos PO’s (Figura 1H).

Em relacdo as taxas de fertilizagdo, a dieta contendo 30% de PB
proporcionou o menor porcentual diferindo significativamente (p<0,05) das demais
racOes ofertadas (Figura 3A). Igualmente, as matrizes que receberam dietas contendo
30% de PB, demonstraram infimas taxas de eclosédo (2,65%) (p<0,05) (Figura 3B).
Para o mesmo parametro, os animais alimentados com ra¢des possuindo teores de 24
e 36% de PB, apresentaram valores intermediarios (9,01 e 9,86%; respectivamente)
(p<0,05) e, por final, a dieta contendo o menor nivel protéico refletiu em eclosao
superior (13,17%), contrastando (p<0,05) com os demais tratamentos.

Segundo Afzal Khan et al. (2005), a nutri¢gdo influéncia a fertilizagdo porém,
esse mecanismo permanece obscuro. Tal interferéncia protéica talvez esteja nas
acbes do “pool” de aminoacidos livres existentes nos ovécitos (Gunasekera et al.,
1996). Esse fator ficou evidente para a tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus
alimentada com dieta contendo diferentes niveis de PB. Quando fornecida uma racéo
com 10% de PB ela continua a produzir ovécitos, porém inférteis. Ao passo em que se
eleva o teor desse nutriente, ha um incremento nos valores da taxa de fertilizagédo
(Gunasekera et al., 1996). Corroborando, Afzal Khan et al. (2005) concluiram que para
o Labeo rohita, dietas contendo 20% de PB proporcionaram menores taxas de
fertilizagdo. Embora as citagbes anteriores referindo-se a peixes com estratégias

reprodutivas diferenciadas aliado a falta de estudos relacionados a nutricdo de
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reprodutores reofilicos brasileiros, no presente estudo, valores infimos para P.
mesopotamicus foram encontrados nos exemplares que receberam 30% de PB
quando mantidos em tanque rede, sugerindo a interferéncia dos tratamentos na

reproducéo desses peixes.

Figura 3. Taxas de fertilizacdo (A) e de eclosdo (B) de P. mesopotamicus, alimentado com
dietas contendo niveis crescentes de proteina bruta, em tanques-rede (n=4).

Os parametros reprodutivos de P. mesopotamicus, alimentados com dietas

contendo niveis distintos de PB mantidos em tanques-rede encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3. Parametros reprodutivos de P. mesopotamicus alimentado com dietas contendo
diferentes niveis protéicos, em tanques-rede (n=4).

Proteina Bruta (%)

Parametros*

18 24 30 36
Ovécitos liberados 178,28+99,9  266,15£177,19  136,98+76,91  256,49+143,17
(10°)
Namero total de 388,41+134,41 37518428827 446,78+236,24  580,02+200,12
ovécitos (10°%)
Peso total dos 252,87+87,51  298,54+160,62 290,87+153,80  377,62+130,28
Ovarios (g)
IGS (%) 8,65+2,54 9,36+3,64 9,18+3,15 12,39+4,11

(p>0,05); Numero total de ovocitos (liberados mais os remanescentes dos ovarios); Peso total dos ovarios (ovocitos
liberados mais ovarios remanescentes); |IGS = Indice Gonadossomatico.

O numero de ovocitos liberados e o numero de ovdcitos totais de P.
mesopotamicus apresentaram comportamento similar (p>0,05) para os peixes
alimentados com as dietas experimentais, mantidos em tanque rede (Tabela 3).

As fémeas que foram induzidas a reproducdo liberaram quantidades de
ovécitos semelhantes (p>0,05) entre os tratamentos a que foram submetidas. De

acordo com Urbinati et al. (2010) a quantidade de ovécitos liberados de P.
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mesopotamicus varia de 40 a 180g kg'1 de peixe quando mantidos em viveiros
escavados. Cada grama de 6vulos contém 1.200 (Ceccarelli et al., 2000) a 1.536
unidades, sugerindo que 40 a 180g kg gere de 61.440 a 276.480 ovécitos.kg™ de
peixe. Assim, as fémeas utilizadas no presente estudo, com peso médio de 3kg,
produziram ovocitos em quantidades correspondentes ao descrito na literatura, ou
seja, os peixes mantidos em tanques-rede desovaram quantidades semelhantes
aqueles criados em viveiro escavado.

Sampaio e Sato (2009) estudando aspectos reprodutivos de Leporinus piau
submetidos a desova induzida encontraram valores de 2.261 ovécitos.g™' de ova. Esse
resultado é superior ao verificado para P. mesopotamicus em tanques-rede, tanto em
numero, quanto em tamanho dos ovocitos. Para o Brycon cephalus para cada grama
de ova existem 1.200 ovécitos (Ceccarelli et al., 2000), assim, Romagosa et al. (2001)
pesquisando seleg¢do e caracterizacdo da mesma espécie, induzidas artificialmente a
desova, verificaram que a partir do didmetro médio dos ovécitos os animais
responderam distintamente em trés grupos, liberando 160g (19.200 ovécitos), 70g
(84.000 ovécitos) e praticamente 1g, com 5% de larvas defeituosas. Infelizmente a
escassez de estudos relacionados a nutricdo de reprodutores de peixes migradores
nativos brasileiros impede inferir sobre a acdo das dietas na liberagdo ou n&o dos
ovocitos de P. mesopotamicus.

Os pesos totais dos ovarios dos peixes (ovécitos liberados + ovarios
remanescentes) submetidos a reproducdo nado diferiram estatisticamente (p>0,05)
entre as matrizes que receberam dietas com niveis protéicos crescentes (Tabela 3).
Porém, foi possivel visualizar que praticamente metade dos ovocitos permaneceu
retida nos ovarios remanescentes dos peixes submetidos a reproducdo (Figura 4).
Apbés a ovulacdo, os ovécitos sofrem mudancgas bioquimicas e morfolégicas até
atingirem o periodo de maxima viabilidade equivalente a 2° metafase meidtica

(Leonardo et al., 2005), entretanto, caso ndo sejam expelidos e fertilizados, ocorre o
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processo conhecido como overripening (supermaturagao) caracterizado por perda
extrema da qualidade do ovo (Babin et al., 2007).

Os valores meédios do IGS foram equivalentes (p>0,05) entre as racgbes
testadas (Tabela 3). Resposta semelhante foi observada por Reidel et al. (2010) em
avaliacdo ao fornecimento de dietas com teores distintos de proteina e energia para R.
quelen mantido em tanque rede, onde o IGS apresentou maiores valores nas estacdes
de primavera-verao, indicando a sazonalidade do periodo reprodutivo. Andrade et al.
(2010), em estudo com o Pseudoplatystoma corruscans mantido em tanque rede e
alimentado com dietas contendo distintos teores protéicos e suplementadas com 6leo
de milho, encontraram IGS elevados nos meses de maiores temperaturas concluindo
que, seu periodo reprodutivo encontra-se de novembro a janeiro. O mesmo aconteceu
com o P. mesopotamicus estocado em tanque rede.

Os pesos meédios dos ovarios remanescentes variaram significativamente (p<0,05) e
apresentaram maiores valores para as fémeas que receberam dietas contendo 30 e 36% de proteina bruta.

As demais dietas, contendo niveis inferiores de PB, apresentaram ovarios com pesos inferiores (Figura 4).

Figura 4. Peso dos ovarios remanescentes de P. mesopotamicus, alimentado com dietas
contendo niveis crescentes de proteina bruta, mantido em tanque-rede (n=4).
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Estudos recentes realizados por Ceccarelli et al. (2010) mostraram que quando
ofertada ragéo de 30% PB e 2.800 kcal.kg” de energia digestivel a matrizes-fémeas
de piracanjuba, Brycon orbignyanus ocorre o desenvolvimento adequado dos ovarios,
sem estimular o sobrepeso e aciumulo de gordura na cavidade celomatica.

Contrariamente, o jundia, Rhamdia quelen demonstrou que a interagdo entre
dietas distintas (25; 30; 35 % PB, 3250 kcal.kg ED™" e 25; 30; 35% PB, 3500 kcal.kg
ED™) e o ciclo reprodutivo foi significativa somente na de 35% PB e 3.250 kcal kg™",
antecipando o ciclo, com a produgédo de uma quarta parcela de ovos (4 ° lote de ovos)
e valores médios maximos do IGS = 1% (Reidel et al., 2010). Com a mesma espécie,
Coldebella et al. (2011) constataram que niveis de 28% de PB foram suficientes para
manter os indices reprodutivos (fator de condigdo, indices hepatossomatico e visceral).
Ambos os experimentos foram realizados em tanques-rede.

Logo, Andrade et al. (2010) investigaram o efeito da adigdo de 18:2n-6 ( 28%
PB; 28% PB mais 5% 6leo milho por quilo de racdo; 40% PB) na dieta de fémeas do
surubim-pintado, Pseudoplatystoma corruscans inferindo que, essas dietas (racbes
comercial e experimental) afetaram negativamente o processo de maturagéo ovariana
(histomorfologia), entretanto, 28%+déleo foi mais satisfatéria para os reprodutores
mostrando indices de bem-estar e valores do IGS ligeiramente superiores.

A variagédo dos valores médios do K de fémeas de P. mesopotamicus pode
ser entendido como uma medida indireta de crescimento em peso para individuos de
mesmo comprimento (Vazzoler, 1996). Os maiores valores de K foram constatados
para fémeas alimentadas com as dietas contendo 18, 24 e 30% de PB, refletindo
condicao desfavoravel aquelas que receberam 36% de PB (p<0,05) (Figura 5).

Para o R. quelen efeito similar foi constatado quando alimentado com dietas
variando os teores protéicos e energéticos em tanque-rede. O maior indice foi
alcangado por fémeas alimentadas com 30% de PB e 3500 kcal.kg™” de energia bruta

(Reidel et al., 2010).
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Figura 5. Fator de condicdo (K) de fémeas de P. mesopotamicus alimentadas com dietas
contendo niveis crescentes de proteina bruta, em tanques rede (n=4).

Os autores demonstraram também, que o melhor desempenho reprodutivo,
antecipando o periodo de desova e a maturagéo dos ovocitos, foi verificado nos peixes
que receberam a dieta contendo 3.250 kcal.kg™ de racdo e 35% PB.

Em concordancia, Andrade et al. (2010) afirmam que o processo de
maturacdo ovariana do Pseudoplatystoma corruscans alimentadas com dois niveis
protéicos e suplementados com 6leo de milho, atingiram a maturagdo ovariana em
sistema de producao intensivo, ou seja, tanque rede. Entretanto, essas respostas séo
conflitantes quando comparadas as de Hainfellner (2011) para Prochilodus lineatus
pois, o mesmo, Vverificou efeitos negativos do sistema de tanque-rede no
desenvolvimento ovariano como, numero de ovécitos reduzidos e retardo na
maturagao ovariana, entretanto, esses animais receberam dieta comercial (28%PB).
Por outro lado, Washburn et al. (1990) inferiram que os peixes (regido temperada)
devem receber, durante a época reprodutiva, uma quantidade minima diaria de
proteinas que atenda as suas necessidades (estrutural, funcional e energética), para
recuperagdo dos tecidos, produgdo dos gametas, fertilizagdo dos ovécitos e

desenvolvimento embrionario.
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O desafio € manejar adequadamente as matrizes principalmente, em busca
por indicador (es) da qualidade do gameta (s) e suas caracteristicas, bem como, o
beneficio de se conhecer o estado dos reprodutores de peixes (Mafanos et al., 2008;
Viveiros e Godinho, 2009; Sanches et al. 2009; Sanches et al., 2010; Bobe e Labbé,
2010; Romagosa, 2010; Romagosa et al., 2010). Geralmente, atribui-se o insucesso
na reprodugdo aos ovocitos ou ovos, entretanto, em machos hoje sdo evidentes as
dificuldades na espermiacdo ou a pobre qualidade do sémen quando mantidos em
cativeiro (Sanches et al., 2010; Cabrita et al., 2011).

Sumarizando, fémeas de P. mesopotamicus, quando mantidas em tanque
rede, responderam positivamente a indugao hormonal, fato comprovado pela quebra
da vesicula germinativa, ovulagdo e desova, processos conhecidos em reprodutores
da mesma espécie mantidos em viveiros escavados (Castagnolli e Donaldson, 1981; e
Romagosa et al., 1990). O sucesso da desova depende de uma selecdo cuidadosa
das matrizes-fémeas pois, além das classificagdes subjetivas, como a aparéncia
externa pode-se acompanhar as internas (invasivas) baseadas na morfologia dos
ovacitos (posigdo do nucleo, tamanho, estrutura) e taxas ou indices reprodutivos. De
acordo com Phelps et al. (2011) nessa sele¢do deve-se considerar o numero de
matrizes utilizadas, qual o destino desses reprodutores, o custo do horménio e os
equipamentos laboratoriais. Para tal, ha necessidade de alta produtividade objetivando
gametas e larvas de boa qualidade (Bobe e Labbé, 2010; Romagosa et al., 2010;
Sanches et al., 2011; Phelps et al.,, 2011). Portanto, embora as taxas de ecloséo
tenham sido insatisfatorias, conclui-se que a dieta contendo 18% de PB satisfaz a

exigéncia de fémeas-reprodutoras da espécie mantida em tanque-rede.
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ANEXO |

A) Tanques-rede instalados no reservatério de ITAIPU; B) Base de apoio do
CENTRO DE DESENVOLVIMENTO DE TECNOLOGIAS PARA

PISCICULTURA EM TANQUE-REDE localizado no municipio de Santa Helena
- PR.

Sistemas de abastecimento das incubadoras experimentais: A) Filtro mecanico;

B) Reservatério de agua filtrada e reutilizada (R1); C) Reservatério direto das
incubadoras (R2).
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Equipamentos utilizados no processo de extrusao. A) Reservatorio em formato
afunilado; B) Conjunto completo: extrusora; C) Caldeira a lenha produtora de
vapor.

Final do processo de extrusdo com passagem da racao pelo secador, silo de
armazenagem e posterior embalagem.
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Fémeas selecionados apresentando papila urogenital avermelhada e abdémen
arredondado; B) Canulagé&o intra-ovariana.
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A) Canulagao intra-ovariana para retirada de amostra de ovécitos; B) Amostras
de ovoécitos de mesmo tratamento em solugdo de Serra; C) Ovocitos para
observagdo em microscopio; D) Ovocitos com a vesicula germinativa
deslocada.

Distribuicdes de frequiéncia porcentual do didmetro dos ovoécitos de P.
mesopotamicus dos diferentes tratamentos alimentares.
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Selegéo dos reprodutores e transporte a base de apoio; B) Sele¢do de fémeas
aptas a desova; C) e D) Pesagem e medida dos animais; E) Matriz de pacu
com marca na nadadeira dorsal; F) Caixas de agua de 1000L para manutencéo
de machos e fémeas separadamente.
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Coleta de sémen em tubo de Falcon.

Extrusdo dos ovdcitos e estimativa das amostras de ovocitos para determinar a
quantidade total liberada por fémea.
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Homogeneizagdo dos ovocitos e espermatozodides, fertilizagdo e distribuigéo
nas incubadoras experimentais.

Ovarios remanescentes
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8.0 ARTIGO 2 — A ser enviado a Zygote

8.1 Biologia do desenvolvimento do pacu, Piaractus mesopotamicus,

proveniente de matrizes mantidas em tanques-rede

RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo descrever os eventos relacionados
ao desenvolvimento embrionario do pacu, Piaractus mesopotamicus, ocorridos em
quatro casais estocados em tanques-rede no reservatdrio da Usina Hidroelétrica de
ITAIPU. O processo de desenvolvimento do ovo a larva é rapido (16 horas pos-
fertilizagdo a 25,27 + 0,67 °C) passando por estagios de delimitagdo dos polos vegetal e
animal com sucessivas clivagens (30 a 120 minutos), mérula (120 a 180 minutos),
blastula (180 a 300 minutos), gastrula (300 a 600 minutos), organogénese (600 a 780
minutos) com a diferenciagdo dos primeiros somitos, notocorda, vesiculas dptica, dtica
e de Kupffer, tubo neural, intestino primitivo, crescimento, alongamento e
desenvolvimento caudal das larvas; e eclosdo (960 minutos), onde os embrides
apresentaram fortes contragdes da cauda e corpo levando ao amolecimento e ruptura do
corion.

Palavras-chave: embriologia, histologia, larvas, morfologia, ovos, sistema intensivo.
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8.2 INTRODUCAO

Estudos sobre a biologia reprodutiva de peixes sdo de grande interesse por
fornecerem subsidios para a compreensdo da fisiologia das células germinativas
(Faustino et al., 2010; Faustino et al., 2011), tendo em vista a preserva¢do de gametas
(Streit Junior et al., 2007; Isat et al., 2011), a conservacdo da ictiofauna e o
aprimoramento de técnicas criatérias (Andrade-Talmelli et al., 2001; Luz et al., 2001;
Nakatani et al., 2001; Romagosa & Narahara, 2001a; Pereira et al., 2006; Zaniboni-
Filho & Weingartner, 2007; Marques et al., 2008; Tomiita et al., 2008; Buzollo et al.,
2011). Pesquisas com larvas de peixe enfocam a sistematica e a filogenia, porém nada
se tem feito a respeito do desenvolvimento morfologico dos organismos durante essa
etapa (Paes et al., 2011). Reynalte-Tataje er al. (2004) salientaram a importancia de
identificar embrides nos ambientes naturais permitindo a avalia¢do precisa dos locais de
desova dos peixes. Igualmente vem sendo utilizado em experimentos biotecnologicos
como bioindicador ambiental para avaliar o efeito das substincias toxicas nos
organismos aquaticos (Pereira et al., 2006; Marques et al., 2008; Stekoll ez al., 2009).

Na década de 90, verificou-se a necessidade de realizar estudos bioldgicos de
peixes oriundos de seus habitats naturais diante da constru¢do de barragens, uma vez
que as espécies reofilicas ndo se reproduzem naturalmente em cativeiro. Em razéo do
desafio em desenvolver técnicas de reproducdo induzida, Romagosa et al. (1990),
Romagosa & Narahara (2001a) e Romagosa & Narahara (2001b) dedicaram-se ao
estudo de matrizes de Piaractus mesopotamicus estocadas em viveiros escavados.
Descreveram o desenvolvimento e diferenciagdo dos ovdcitos da espécie confinada e
acompanharam o processo de ovogénese tais como, formagdo e acumulo de organelas,

inclusdes nucleares e/ou citoplasmaticas e a camada ou envelope folicular.
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Todavia, existe atualmente uma demanda crescente pela criagdo do pacu em
tanques-rede ou gaiolas por se tratar de uma excelente alternativa para o aproveitamento
de corpos d’agua inexplorados pela piscicultura convencional ¢ de ambientes aquaticos
existentes, dispensando o desmatamento de grandes areas e evitando problemas de
erosdo e assoreamento (Diemer et al., 2010).

Diante deste fato, Bittencourt e al. (prelo) avaliaram o efeito de dietas
balanceadas, em matrizes de P. mesopotamicus alimentadas seis meses antes da
matura¢do, e acompanharam o desempenho reprodutivo da espécie em tanques-rede.
Constataram que as fémeas aptas a indugdo hormonal apresentaram distribui¢do do
didmetro dos ovocitos unimodal, nos animais que receberam dietas contendo 18% de
proteina bruta, apresentando os maiores valores das taxas de fertilizagdo e eclosdo
(p<0,05). Todavia, os resultados diferiram em relagdo aos outros tratamentos (24; 30 e
36% PB).

Partindo do conhecimento adquirido que a ontogenia dos peixes tem inicio com
a fertilizagdo, ou mais precisamente, com a ativagdo do ovdcito — que a seguir, sofre
alteragdes passando por periodos de clivagens, movimento celular ¢ formagdo dos
esbogos dos oOrgdos, a implementagdo de experimentos relacionados ao sistema
intensivo de criagdo é fundamental. Aliando-se a este propdsito o presente trabalho
objetivou acompanhar o desenvolvimento embriondrio e larval do pacu, P.

mesopotamicus, proveniente de matrizes mantidas em tanque-rede.
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8.3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no “Centro de Desenvolvimento de Tecnologias
para Piscicultura em Tanque-rede”, localizado na area de transi¢do do reservatorio da
Usina Hidroelétrica de ITAIPU, situado no municipio de Santa Helena, Parana. Para a
realizagdo do presente trabalho foram selecionados, respeitando as caracteristicas
morfoldgicas externas, quatro casais de peixes os quais foram mantidos em tanques-rede
recebendo dietas contendo 18% de proteina bruta e 3300 kcal.kg™ de energia digestivel
Bittencourt et al. (prelo).

No periodo reprodutivo (novembro-fevereiro) os reprodutores de P.
mesopotamicus foram pré-selecionados: machos - liberagdo de sémen sob leve pressdo
da cavidade abdominal e fémea - abdémen abaulado e papila urogenital intumescida e
avermelhada (Romagosa et al., 1990). Em seguida, transportados para o “Laboratorio de
Reprodugdo” localizado as margens do reservatério, onde foram individualmente,
anestesiados (etil-aminobenzoato, nome comercial: benzocaina: 3,0g:150mL alcool
96,0°GL:40 L de agua, por quatro minutos), pesados (g), medidos (cm), marcados e
separados por sexo, em dois tanques circulares (1000L), com aeracdo e renovacdo de
dgua constantes.

Associada as caracteristicas externas do mesmo exemplar, por meio da técnica
de canulagdo intra-ovariana, foram selecionadas quatro fémeas que apresentaram
frequéncia porcentual dos valores da Vesicula Germinativa Periférica (VGP) acima de
50% e induzidas a reprodugdo por meio de duas doses de 0,5 e 5,0 mg de extrato bruto
de hipéfise de carpa (EBHC).kg" de reprodutor, com intervalo de 12h entre as doses,

segundo Bittencourt et al. (prelo).
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Quatro machos receberam, intraperitonealmante, uma dose unica de 2,0 mg de
extrato bruto de hipéfise de carpa (EBHC).kg” de reprodutor concomitantemente a 2°
aplicagdo das fémeas. A retirada do sémen seguiu a metodologia descrita por Sanches et
al. (2010) e Sanches et al. (2011), onde o volume de sémen liberado foi mensurado e,
homogeneizado dando origem a um “pool” por tratamento.

Apds um periodo de 240 horas-grau (somatoria da temperatura da agua em
fun¢do do tempo — Unidades Térmicas Acumuladas - UTAs) (Ceccarelli ef al., 2000), as
fémeas foram massageadas na regido ventral no sentido encéfalo-caudal e os ovocitos
liberados (ndo-hidratados) de cada matriz por tratamento foram coletados em beckers
(250 mL). A seguir, foi realizada a homogeneizagdo dos ovdcitos e sémen.

As fertilizagdes foram realizadas sequencialmente, em recipientes de 250 mL e
amostras de ovdcitos (2 mL) e sémen (200 pL) ativados com 75 mL de agua
(proveniente das incubadoras), homogeneizados por um minuto. Cinco aliquotas (20,0
mL) de cada unidade experimental foram transferidas para cinco incubadoras
experimentais (20 L). A taxa de fertiliza¢do (TF, %) por tratamento foi estimada apds 8
horas do inicio da hidratagdo dos ovos (fechamento do blastoporo) (Romagosa et al.,
2001c), utilizando-se 380 ovos de cada unidade experimental. Foram descartados os
ovos com clivagem irregular ou opacos.

Para o acompanhamento do desenvolvimento embrionario, amostras foram
coletadas e fixadas em glutaraldeido a 3% e mantidas em refrigeracdo. Os
procedimentos de coleta foram efetuados da seguinte forma: momento da extrusdo (nfo
fertilizado), fertilizagdo (tempo 0), cinco, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos
pos-fertiliza¢do e, a partir de entdo, os embrides de hora em hora até o momento da

eclosio.

98



Parte das amostras foi processada no laboratorio do Instituto de Pesca, APTA,

SAA, SP, segundo as técnicas histoldgicas rotineiras para observar as modificacdes

morfo-estruturais (microscopia de luz). Foram obtidas sec¢des histologicas (Sum)

coradas com azul de metileno. A analise e fotodocumentagdo foram realizadas em
fotomicroscopio Zeiss Axioscop 2°.

O restante do material foi fotografado in natura com a captacdo das imagens

realizadas em microscopio trinocular NIKON EclipseE-501.

8.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A liberacdo dos ovocitos (extrusdo) de P. mesopotamicus mantidas em tanques-
rede, ocorreu nove horas apds a 22 aplica¢do hormonal, com médias de temperatura da
agua de 26°C. Em seguida, foi realizada a fertilizagdo dos ovdcitos e sua transferéncia
para as incubadoras experimentais abastecidas de agua proveniente da represa de Itaipu,
cujos valores médios de temperatura, oxigénio dissolvido ¢ pH foram de 25,27 £+ 0,67
°C; 5,21 £ 0,83 mg.L'1 e 7,12 + 0,29, respectivamente.

Os ovécitos de P. mesopotamicus recém-liberados apresentaram-se
semelhantes aos exemplares mantidos em viveiros escavados (Romagosa et al., 2001a)
ou oriundos da natureza (Pinto & Castagnolli, 1984), quanto a cor, estrutura e
desenvolvimento embrionario. Mostraram-se, ainda, esféricos, verdes, demersais (isto ¢,
possuem gravidade especifica maior do que a da agua), permaneceram livres,
envolvidos por uma camada gelatinosa, com pequeno espago perivitelinico e ndo-
aderentes, com didmetros médios variando entre 907,7 ¢ 970,3 um. No entanto, o

tamanho dos ovocitos dos peixes mantidos em tanques-rede ¢ inferior quando
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comparados aos pacus criados em viveiros escavados (Romagosa ef al., 1990). Segundo
Rizzo & Godinho (2003) e Romagosa & Narahara (2001a) os ovos do género Piaractus,
apresentam-se livres, ndo-adesivos, com a zona radiata lisa apresentando poros-canais
abertos mostrando um arranjo menos complexo sem especializacdes ou coberturas,
padréo tipico de peixes teledsteos de agua doce.

O momento da fertilizacdo (Figuras 1A e 2A) foi considerado o tempo zero
para descrever os eventos ocorridos durante a embriogénese. A polarizagdo foi
observada apos 30 minutos e caracterizada pela delimitagio do blastodisco (pdlo
animal) com formato semiesférico (Figuras 1B e 2B). Entretanto, periodo inferior (20
minutos) para a segregacdo dos polos foi encontrado para a mesma espécie, porém
mantida em tanque escavado e submetida a temperatura de 27 °C (Tomiita et al., 2008).
No entanto, Luz et al. (2001) pesquisando o Pimelodus maculatus, Amorim et al.
(2009) o Rhamdia quelen ¢ Marques et al. (2008) o Pseudoplatystoma coruscans
encontraram a formag¢do do blastodisco em intervalo de tempo semelhante ao presente
estudo.

Passados 45 minutos da fertilizacdo, iniciou-se a segmentagdo do polo animal
(Figuras 2C e 2D) com sucessivas clivagens resultando, inicialmente, em dois (Figura
1C), quatro (60 minutos; Figura 1D), oito (Figuras 2E e 2F), 16, 32 e 64 blastdmeros.
Os ovos de peixes podem ser classificados como telolécitos, em detrimento ao fato do
vitelo concentrar-se no polo vegetal com o citoplasma e organelas localizadas no polo
animal e, suas clivagens apresentarem-se como meroblasticas ou parciais pois ocorrem
apenas no polo animal. Essas caracteristicas estio de acordo as observadas nesse estudo.

Sequencialmente as sucessivas clivagens do blastodisco, com a presenca de
mais de 64 blastomeros, verificou-se o estagio de moérula (Figuras 1E e 2G) aos 120

minutos pos-fertilizagdo. Seguidamente, o estagio de blastula (Figuras 1F e 2H), onde
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os limites celulares ndo estdo bem definidos, foi atingido aos 180 minutos com
proliferagdo de células formando uma camada estratificada. Com a reorganizagdo dos
blastomeros resulta novamente no formato esférico do ovo (Amorim et al., 2009).
Marques et al. (2008) em trabalho com o P. coruscans, verificaram que o estagio de
morula, € seguido pelo de blastula, onde ha a formagdo da blastoderme, corroborando
com as caracteristicas encontrados neste estudo. Em adi¢do, segundo Kimmel ez al.
(1995), nessa fase ocorre um processo importante pois o embrido entra em transicdo
midblastula (expressdo génica), onde ocorre a formagio da camada sincicial vitelinica e
inicia-se a epibolia (Figuras 1G e 2I).

O principio da gastrula (=desdobramento) (Figuras 1H e 2J), distinguida pela
migracdo das células do blastodisco sobre o polo vegetal por meio de movimentos de
epibolia para a formag@o do epiblasto e hipoblasto (Amorim ef al., 2009), foi atingida
apos 300 minutos da fertilizagdo (Figura 2K). Com o final dos movimentos de epibolia
ha o fechamento do blastoporo (540 minutos), alongamento do corpo do embrido e
suave modificagdo morfologica do vitelo (Figura 11).

A organogénese foi observada aos 600 minutos e, conforme Gilbert (2003),
durante essa etapa, as células hipoblasticas do escudo embriondrio convergem e se
estendem anteriormente, estreitando-se ao longo da linha dorsal média do hipoblasto,
dando origem ao cordomesoderma (precursor da notocorda). As células adjacentes a
essa estrutura, denominadas adaxiais, sdo responsaveis pela formagdo dos somitos
(Figura 1J).

Ao tempo de 660 minutos, verificou-se a presenca de vesiculas (dticas e de
Kuppfer’s — situada no final do ducto pods-anal existente apenas em teledsteos com
funcdo desconhecida), somitos, os quais sdo necessarios na organizagdo dos padrdes de

segmentagdo dos embrides de vertebrados (Faustino er al., 2010), e inicio do
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desenvolvimento das regides cefalica e caudal (Figura 1K). Buzzolo et al (2011),
monitorando o processo de embriogénese de P. maculatus, registraram a fase inicial de
segmentagdo equivalente ao presente estudo, quando os ovos foram mantidos em
temperaturas médias de 29 °C e, destacaram a presenca das vesiculas Oticas e de
Kupffer, notocorda e somitos, além de ressaltarem a cauda pequena e aderida ao saco
vitelinico. Isau et al. (2011) verificaram a diferenciacdo da camada germinal e a
elongagdo do eixo cranio-caudal do embrido no estagio de organogénese ao avaliarem a
estrutura dos ovocitos, os eventos pos-fertilizagdo e a ontogenia larval do Brycon
insignis. Reynalte-Tataje et al. (2001) verificaram a diferenciacdo cefalica e caudal aos
365 minutos poés-fertilizagdo do Leporinus macrocephalus, mantidos em temperatura
variando entre 26,9 e 28,8 °C, ambas espécies supracitadas foram mantidas em viveiros
escavados.

O estagio final da organogénese, aos 780 minutos (Figura 1L), definiu-se pela
presenga livre da cauda, formacdo de mais de 30 somitos e surgimento de contra¢des
musculares. De acordo com Buzzolo et al. (2011), os somitos entram em miogénese
para a formagdo dos musculos, desenvolvidos em blocos celulares (Gilbert, 2003). A
visualizagdo da notocorda, drgdo provisorio com fungio de formagdo do tubo neural e
posterior sistema nervoso central (Gilbert, 2003), no presente estudo tornou-se clara e
evidente durante esse periodo. Posteriormente, observaram-se os primeiros batimentos
cardiacos, sendo a circulagio visivel. Progressivamente o corion sofre o amolecimento e
ruptura do envelope. Segundo Kunz (2004) isto ocorre devido a secrecdo de glandulas
de eclosdo unicelulares que digerem o envelope e que se encontram distribuidas em
diferentes areas (regides) do embrifo, cuja funcdo € restrita ao periodo de ontogenia.
Essa enzima (chorionase) foi descrita em Oncorhynchus keta, Oryzias latipes, Esox

lucius.
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Neste estudo pode-se notar que a larva livre de P. mesopotamicus pode emergir
tanto pela regido da cabegca como da cauda, apresentando movimentos horizontais e
verticais lentos, pois, ainda ndo ¢ completo o enchimento da vesicula gasosa.

Segundo Reynalte-Tataje et al. (2001) as variagdes dos pardmetros fisicos e
quimicos, principalmente a temperatura podem interferir diretamente no
desenvolvimento do embrifo, refletindo, posteriormente, nas larvas. Estudos com
diferentes espécies de peixes sul-americanos comprovam que a variagdo no
desenvolvimento do embrido esta diretamente relacionada a temperatura da agua de
incubacdo (Andrade-Talmelli ef al., 2001; Alexandre ef al., 2010; Buzzolo et al., 2011,
Isat et al., 2011; Marques et al., 2008; Tomiita ef al., 2008).

A eclosdo das larvas de P. mesopotamicus ocorreu aos 960 minutos (Figuras
IM e IN), tempo inferior ao encontrado para o P. corruscans quando incubados a 27 °C
e superior quando submetido a 28 °C (Marques et al., 2008). Todavia, para o B. insignis
a variagdo de temperaturas entre 25 e 27 °C (Andrade-Talmeli er al, 2001),
proporcionou a eclosdo das larvas no mesmo periodo encontrado na atual pesquisa.
Corroborando com o mesmo intervalo de tempo a 28 °C, Ninhaus-Silveira ez al. (2006)
constataram a eclosgo das larvas de Prochilodus lineatus.

Correia et al. (2010) relataram que as larvas recém-eclodidas de P.
mesopotamicus sdo completamente despigmentadas, dando um aspecto transparente,
sendo vulneravel a predadores. Entretanto, discordante das observagdes de Clavijo-
Ayala et al. (2006) onde as larvas de pacu apresentaram pigmentos melandforos na
porcdo anterior da capsula optica e posterior média do saco vitelinico. O mesmo foi
observado neste estudo além da presenga de cromatdforos dendriticos contornando a

regido caudal.

103



P

/ Blastomeros

F

A/'
]
\ :

104



Figura 1. Fotomicrografias das fases do desenvolvimento embrionario e larval de
Piaractus mesopotamicus proveniente de matrizes mantidas em tanque-rede. A) Ovo
fertilizado e hidratado; B) Formacao do blastodisco com diferenciacdo dos polos animal
(PA) e vegetal (PV); C) Inicio da segmentag¢io do polo animal e surgimento de dois
blastdmeros; D) Continuacdo das clivagens (quatro blastomeros); E) Morula; F)
Blastula; G) Inicio da epibolia; H) Inicio da gastrulagdo; I) Final da gastrulago; J)
Organogénese; K) Desenvolvimento das regides cefalica (cranio — Cr) com vesiculas
opticas (Op) e caudal (Cd) e surgimento dos somitos (So); L) Fase final de segmentacio
com visualiza¢do da notocorda (No), cauda livre e inicio dos movimentos; M) e N)
Larva recém-eclodida. Barra: 100 pm.

Os estudos direcionados a ontogenia dos ovos e larvas das espécies piscicolas

tornam-se fundamentais para aprimorar o conhecimento das caracteristicas reprodutivas

e elucidar questdes relacionadas as criagdes durante a fase inicial do desenvolvimento.
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Figura 2. Fotomicrografias das fases do desenvolvimento embriondrio e larval de
Piaractus mesopotamicus proveniente de matrizes mantidas em tanque-rede. A) Ovo
fertilizado e hidratado; B) Inicio da movimentagdo citoplasmatica para definicdo dos
po6los animal (AP) e vegetal (VP); C) e D) Completa formagdo dos polos animal e
vegetal e inicio da segmentacdo do polo animal; E) e F) Continuagdo das clivagens (oito
blastdomeros); G) Mérula; H) Blastula; I) Inicio da epibolia; J) Gastrula (movimentos de
epibolia); K) Formacao das duas camadas: epiblasto (e) e hipoblasto (h).

8.5 CONCLUSAO

O desenvolvimento embrionario do Piaractus mesopotamicus proveniente de

matrizes mantidas em tanque-rede apresentou seis estagios de segmentacio dos polos

vegetal e animal com sucessivas clivagens, morula, blastula, gastrula, organogénese e

eclosio.
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9 CONSIDERAGOES FINAIS

Os estudos relacionando nutricdo com reproducao de espécies nativas
tropicais sdo escassos. Os recursos finaceiros exigidos sdo elevados tanto
para a compra e manutengdo das estruturas quanto para a aquisicdo de
insumos e elaboragéo das dietas, configurando um gargalo para realizagéo de
pesquisas que abordem os assuntos supracitados.

Independentemente das dificuldades encontradas durante o periodo
experimental, os resultados alcangcados poderiam ser reforcados com a
avaliag&do de outros parametros.

Enfim, a continuidade das pesquisas se faz necessaria para dar
suporte e embasar projetos futuros e viabilizar a difusdo das técnicas
nutricionais e reprodutivas aos pisciucltores, os quais sao 0s maiores

interessados em aprimorar as praticas empregadas durante a criagéo.
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