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RESUMO

O Pseudoplatystoma fasciatum tem sua reproducdo em cativeiro limitada a um problema
incomum em peixes reofilicos, a adesividade dos ovos. Por essa e outras razbes, produtores
frequentemente utilizam ovdcitos de P. corruscans (que nao sdo adesivos) fertilizados com sémen de P.
fasciatum para produzir hibridos. Sendo assim, visando desenvolver estratégias para a producdo de P.
fasciatum “puro”, o objetivo deste estudo foi avaliar o uso de distintos protocolos utilizando solu¢fes de
uréia e tanino vegetal para remover a adesividade dos ovos. Dois experimentos foram executados com
4 tratamentos nas estac¢des reprodutivas de 2010/2011 e 2013/2014. Nos tratamentos 1 (T1), 2 (T2) e 3
(T3) os ovos recém-fertilizados foram expostos a uma solucao de ureia (Uréia 0,03% e NaCl 0,04%) por
30, 60 e 90 min. respectivamente. No tratamento 4 (T4) os ovos recém-fertilizados foram expostos a
solucdo de uréia por 10 min. e posteriormente submetidos a uma lavagem com uma solu¢ao de tanino
vegetal (0,05%). No controle (C) os ovos foram fertilizados com agua sem exposicdo a substancias
guimicas. No segundo experimento, foi adicionado outro controle (C’) utilizando a solugdo de uréia ao
invés de agua (por 10 min.) no momento da fertilizacdo. Em ambos os experimentos, O T4, com tanino
vegetal, mostrou os melhores resultados para a remocdo da adesividade nos ovos, no entanto
apresentou as menores taxas de fertilidade (TF) e eclosdo (TE), mostrando uma associa¢do negativa
entre a perda de adesividade dos ovos com a viabilidade dos mesmos. Neste contexto, o grupo C
apresentou os maiores valores de TF e TE, mesmo com a permanéncia de adesividade dos ovos. Os
tratamentos com diferentes tempos de exposicéo a solucdo de uréia (T1, T2 e T3) foram parcialmente
eficientes para remocédo da adesividade e apresentaram TF e TE similares entre si, porém estas foram
inferiores a dos controles (p<0,05). Os tratamentos quimicos utilizados neste estudo para descolamento
dos ovos nesta espécie ocasionaram taxas reduzidas de fertilidade e eclosdo e interferiram
negativamente no desenvolvimento embrionario. Desta forma, observamos que diferentemente dos ovos
adesivos de diversas outras espécies, os do P. fasciatum apresentaram resposta negativa ao tratamento
para remocao da adesividade. Por outro lado, concluimos também que os ovos desta espécie
apresentam desenvolvimento adequado mesmo com a capa adesiva e que mais estudos devem ser
desenvolvidos visando a fabricacdo de incubadoras com maior area disponivel para adeséo de ovos e

com sistemas especificos para os ovos desta espécie.

Palavras chave: Pseudoplatystoma fasciatum, Pseudoplatystoma reticulatum, ovos

adesivos.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Aquicultura no Brasil

A aquicultura nacional apresentou significativo crescimento nos ultimos anos,
passando de 278 mil toneladas em 2003 para 415 mil em 2009, o que equivale a 35%
de incremento em menos de uma década. Ja a producdo da piscicultura atingiu 60,2%
de crescimento apenas entre 2007 e 2009. Em conjunto, a aquicultura cresceu 43,8%
entre 2007 e 2009, sendo a producdo de pescado a que mais cresceu no mercado
nacional de carnes no periodo (MPA, 2011). O pais ocupou a décima segunda posi¢ao
do ranking mundial na producdo aquicola no ano de 2012, totalizando 707.461
toneladas, sendo 611.343 toneladas referentes a producao aquicola continental (FAO,
2014).

No entanto, a producdo ndo atende a demanda nacional, sendo necessario
importar pescado para atender o crescente mercado consumidor. O principal item deste
mercado importado pelo Brasil em 2010 foi o bacalhau, originario principalmente da
Noruega e Portugal, especialmente nas espécies Gadus morhua e G. macrocephalus.
O salméo cultivado segue como o segundo produto mais importado, além de grandes
guantidades de truta e outros pescados vindos do Chile. Além disso, o pais importa
filés congelados da Argentina, China, Chile e Vietna, e outras conservas e congelados,
totalizando 225 mil toneladas em 2010 (MPA, 2012). Por estes motivos, é
extremamente necessario expandir a producéo de pescado e a maneira mais eficiente
€ a aquicultura.

Do total produzido pela aquicultura continental nacional, a maior parte € atribuida
a producdo de espécies exoéticas como tilapias, carpas e trutas, sendo o restante
distribuido entre as outras espécies de peixes nativos, principalmente o tambaqui
(Colossoma macropomum), pacu (Piaractus mesopotamicus), além de outras espécies
como o surubim (Pseudoplatystoma spp.). No género Pseudoplatystoma, que
compreende algumas das espécies mais importantes para a piscicultura comercial e de
subsisténcia (Nunez et al., 2008; Torrico et al., 2009), se destacam espécies de grande
porte como o Pseudoplatystoma corruscans (pintado) e o Pseudoplatystoma fasciatum

(cachara). Estas espécies, assim como o C. macropomum e o P. mesopotamicus, sdo
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amplamente utilizados para a producdo de hibridos resultantes do cruzamento
interespecifico.

Entre os peixes cultivados no Brasil, 0os surubins sdo os peixes de agua doce de
maior valor comercial, considerados produtos nobres por apresentarem carne
saborosa, com baixo teor de gordura e auséncia de espinhos intramusculares, o que 0s
tornam adequados aos mais variados preparos. Estas caracteristicas atendem as
preferéncias atuais e futuras de mercado de carne de peixe e fazem da carne do

surubim um produto com grandes possibilidades de exportacao (Kubitza et al., 1998).

1.2 A espécie

A ordem dos Siluriformes é representada basicamente pelos chamados peixes
de couro, cuja principal caracteristica externa € a auséncia de escamas sobre o corpo,
sendo revestido por uma pele espessa ou coberto, parcial ou totalmente, com placas
Osseas (Britski et al., 1988; Tavares, 1977). O género Pseudoplatystoma, da ordem dos
Siluriformes, compreende os maiores peixes da familia Pimelodidae, e podem ser
encontrados nas principais bacias hidrograficas sul-americanas (Romagosa et al.,
2003). As espécies deste género apresentam como aspecto morfolégico o corpo
alongado e rolico, com cabeca deprimida e largura ao nivel da boca apenas
ligeiramente menor do que a largura total do corpo, mandibula mais curta que a maxila
superior e dentes viliformes no palato (Tavares, 1977). O P. fasciatum, possui
caracteristicas morfolégicas proprias da espécie com bandas transversais
perpendiculares ao corpo, bem separadas entre si, claras e escuras sobre o tronco. A
fontanela ndo alcanca o processo occipital e ndo apresenta fendas transversais. O
corpo é fusiforme e a cabega deprimida, com trés pares de barbilhdes dos quais: um no
maxilar, preto, e 0os outros dois mentonianos brancos. A boca € grande, subterminal
com pré-maxilar ligeiramente projetado na frente da mandibula inferior, com dentes
viliformes, olhos sédo pequenos em posicao dorsal. A nadadeira anal possui de 11 a 14
raios, sem espinhos; a nadadeira caudal com l6bulos arredondados; as nadadeiras
peitorais e dorsal possuem um espinho duro, serrilhado que produz uma ictioxina que

funciona como um mecanismo de defesa. Nao possui escamas sobre o corpo, o qual é
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revestido apenas por pele espessa, ou € coberto, parcial ou totalmente, por placas
Osseas (Britski et al., 1988).

Até o ano de 2007, o género Pseudoplatystoma (Bleeker 1862), era composto
por trés espécies, sendo P. fasciatum (Linnaeus 1766); P. tigrinum (Valenciennes 1840)
e P. corruscans (Spix and Agassiz 1829). Buitrago-Suaréz & Burr (2007), com base na
analise morfologica de espécimes coletados nas principais bacias onde ocorrem 0s
animais deste género, classificaram o P. fasciatum em cinco subespécies: P. fasciatum
(restrito a regido das Guianas), P. punctifer (antigo P. fasciatum do rio Amazonas), P.
orinocoense (antigo P. fasciatum da bacia do rio Orinoco), P. magdaleniatum (antigo P.
fasciatum do rio Magdalena na Colémbia) e P. reticulatum (antigo P. fasciatum dos rios
Parana e Amazonas). No mesmo trabalho, o P. tigrinum, original da bacia Amazénica,
foi dividido em duas espécies: o P. tigrinum (restrito a bacia do rio Amazonas) e o P.
metaense (originario do rio Orinoco). A espécie P. corruscans (da bacia do Sao
Francisco) permaneceu sem alteragdes.

Posteriormente, Torrico et al. (2009) utilizaram marcadores moleculares
Cytochrome-b e sequéncias parciais recuperadas do Genbank para analisar
especimens coletados nas mesmas bacias utilizadas no estudo apresentado por
Buitrago-Suaréz & Burr (2007), incluindo especimens da Amazbnia Boliviana. De
acordo com Torrico e colaboradores (2009) existem quatro espécies, diferentemente
das oito anteriormente descritas por Buitrago-Suaréz & Burr (2007). Dada a
inconsisténcia no niumero e ocorréncia de espécies deste género, Carvalho-Costa et al.
(2011) analisaram novamente amostras coletadas de todas as bacias onde ocorre o
género Pseudoplatystoma, utilizando dois genes nucleares além dos mesmos
marcadores do DNA mitocondrial utilizados por Torrico et al. (2009). O estudo de 2011
(Carvalho-Costa et al., 2011) confirmou alguns resultados anteriormente apresentados,
como a existéncia de quatro espécies no total: P. corruscans e P. magdaleniatum
(espécies distintas), P. tigrinum (mesma espécie que a anteriormente denominada de
“P. metaense”) e P. fasciatum como uma unica espécie amplamente distribuida. Desta
forma, tanto o Pseudoplatystoma reticulatum (Buitrago-Suarez & Burr, 2007) quanto o
Pseudoplatystoma fasciatum (sensu lato) (Carvalho-Costa et al., 2011) referem-se a
mesma espécie, de acordo com o estudo mais recente de 2011 (Carvalho-Costa et al.,
2011).
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1.3 Reproducéo

A utilizac&o dos rios para a geracdo de energia elétrica tem interferido nas rotas
migratérias, reduzindo a captura de grandes migradores como o P. fasciatum e P.
corruscans (Petrere, 1995). Os peixes migradores ou reofilicos sdo aqueles que
durante um determinado periodo realizam migracdes ao longo dos rios para se
reproduzir (Vazzoler & Menezes, 1992; Resende et al., 1996; Lucas & Baras, 2001;
Vicentin et al., 2004; Alvarenga et al., 2006; Capeleti & Petrere, 2006; Honji, 2007;
Godinho, 2007; Zaniboni-Filho & Weingartner, 2007). Fatores ambientais como o pH,
nivel fluviométrico, chuvas, oxigénio dissolvido, condutividade elétrica e temperatura
sdo considerados de maior importancia para a reproducdo de espécies tropicais da
Ameérica do Sul (Lowe-McConnell, 1987; Barthem & Goulding, 1997; Silva et al., 2011),
por outro lado, as espécies nativas de regides temperadas dependem principalmente
da temperatura e fotoperiodo para o processo de maturacdo sexual e reproducao
Mafanos et al.,, 1997; Bromage et al., 2001; Almeida et al., 2011). Este processo de
reproducdo natural direciona a produgdo dos jovens no periodo do ano mais favoravel
para a sobrevivéncia (estacdo das cheias), quando existe alimento abundante para um
crescimento rapido e maior protecao contra predadores (Zaniboni-Filho & Weingartner,
2007).

O P. fasciatum apresenta padrfes e taticas reprodutivas como desova total
Gnica, curto periodo reprodutivo (dois meses), elevada fecundidade, ndo protecédo a
prole, ndo constroi ninhos e nao se reproduz naturalmente quando mantida em
cativeiro (Resende et al., 1996; Romagosa et al., 2003; Leonardo et al., 2004). Esta e
outras espécies reofilicas apresentam suas gbnadas desenvolvidas até estagios
avancados de maturacdo, mas as etapas finais do processo reprodutivo, tais como, a
maturacéo final dos ovdcitos, a ovulacdo e a desova s6 podem ser atingidas mediante
tratamentos hormonais (Godinho et al.,, 1984; Zaniboni-Filho & Rezende, 1988;
Romagosa et al., 1988 e 1990; Romagosa, 1998; Agostinho et al., 2003; Batlouni et al.,
2006; Honji, 2007; Zaniboni-Filho & Weingartner, 2007), manipulacdo ambiental ou
aplicacdo de substancias analogas aos estimulos hormonais intrinsecos (Andrade &

Yasui, 2003). Neste contexto, o desenvolvimento de técnicas de inducéo a reproducao
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de peixes migradores permitiu um notavel incremento qualitativo na piscicultura destas
espécies, possibilitando a producdo em cativeiro de alevinos destinados ao cultivo
(Zaniboni-Filho & Weingartner, 2007).

1.4 Indug&o Hormonal

Atualmente, o método mais popular de indu¢do hormonal é através da aplicacao
do extrato bruto de hipdéfises de carpa (EBHC) diluido em solucéo fisioldgica (Zaniboni-
Filho & Weingartner, 2007), pela facilidade de obtencdo do produto, bem como pela
simplicidade desta metodologia, apesar do seu custo ser elevado (Andrade & Yasui,
2003). Esta técnica, conhecida como hipofisacdo, foi originalmente desenvolvida a
partir da aplicacdo de extrato de pituitaria, retoma a meiose e promove a maturagéo
final do ovacito (von Ihering & Azevedo, 1936).

As formas de inducdo hormonal podem atuar através da aplicacdo de
substancias que irdo desencadear estimulos na hip6fise desses animais, como é o
caso de analogos de GnRH (hormdnio liberador de gonadotropinas), inibidores de
dopamina, domperidona, pimozida e metoclopramida. A indugcéo pode ainda atuar em
nivel gonadal, como é o caso de gonadotropinas de peixes, macerado de hipofises
desidratadas e gonadotropina coriénica humana (Andrade & Yasui, 2003). De acordo
com Carrillo et al. (2001) as gonadotropinas (GtH) sdo horménios glicoproteicos de
origem hipofiséria e placentaria (em mamiferos) que estimulam o desenvolvimento das
gbnadas. A hipéfise dos teledsteos secreta duas gonadotropinas, sendo o FSH ou
horménio foliculo-estimulante (associado com vitelogénese e espermiogénese) e o LH
ou hormoénio luteinizante (associado com maturacéo final dos ovécitos e ovulacéo),
sendo que o principal responsavel pela secrecéo e liberacdo de ambas é o GnRH.

Além de um protocolo de inducdo hormonal, é necessaria a obtencdo de
reprodutores de qualidade, evitar o estresse pelo manejo inadequado e pela alta
densidade de estocagem, assim como pela nutricdo inadequada das matrizes, visto
que na maturacdo das gbnadas, cada ovdcito incorpora vitelo, que fornecera nutrientes
e energia para o desenvolvimento larval (Nikolskii, 1969). Neste contexto, sabe-se que
matrizes mal nutridas podem gerar ovos e larvas com quantidades de vitelo

insuficiente, podendo comprometer o processo reprodutivo, originando animais com
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menores chances de sobrevivéncia, ou ainda com potencial zootécnico aquém do seu
potencial genético (Wooton, 1995).

A selecdo dos animais aptos a inducédo hormonal € extremamente importante na
reproducao de peixes migradores, visto que o periodo de reproducdo é curto e os
critérios utilizados pelos produtores estdo baseados em caracteristicas subjetivas, tais
como: fémeas com abddbmen dilatado e macio que apresentam a papila genital
intumescida e avermelhada (Woynarovich & Horvath, 1983). Em machos, é feita
através da pressao abdominal dos peixes, de modo que os peixes maduros eliminam
pequenas quantidades de sémen.

Algumas espécies de peixes em condi¢des de cativeiro ndo liberam os ovocitos
espontaneamente apdés a ovulacdo, sendo necessaria a retirada dos gametas por
extrusdo (Woynarovich & Horvath, 1983). Esta técnica consiste na expulsdo dos
ovQcitos pela papila genital das fémeas imediatamente apds a ovulacdo, quando estes
estdo soltos na luz do ovario, através de pressao abdominal. O mesmo procedimento é
utilizado para a retirada do sémen dos machos, sendo ambos os gametas recolhidos
em recipientes para a posterior fertilizagcdo. Esta técnica apresenta a vantagem de
reduzir a mao-de-obra operacional para a retirada dos ovos e permitir um maior
controle da producéo, dispensa a necessidade de tanques especiais para a desova,
facilita o manejo dos ovos fertilizados, permite 0 manejo dos gametas para fins de
melhoramento genético, utiliza mais eficientemente o sémen quando este € escasso
(através de diluicdo ou de preservacéo) e permite o cruzamento entre espécies e entre
géneros diferentes (Harvey & Carolsfeld, 1993).

O momento da desova é estimado por meio do célculo das horas-grau (HG),
considerando- se a temperatura da dgua e o tempo até a ocorréncia da desova, a partir
da aplicacdo da segunda dose de EBHC (HG extrusdo dos ovocitos = temperatura da
agua, em °C x tempo, em horas) (Woynarovich & Horvath, 1983). A fertilizacao é feita a
“seco”, ou seja, 0s gametas sdo extrusados e mantidos sem contato com a agua. Apds
a mistura dos ovocitos com o sémen, se procede a inclusdo de agua para ativacao dos
gametas, porém, a quantidade a ser adicionada precisa ser bem dimensionada
(Zaniboni-Filho & Weingartner, 2007). A inclusdo de muita agua causa a diluicdo do
sémen, e a diminuicdo da possibilidade de que encontrem a micropila para a
fertilizacdo, da mesma forma que a quantidade insuficiente pode causar a obstrucdo da
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micropila pelo muco do ovario ou pelo contato de outro évulo (Woynarovich & Horvéth,
1983).

1.5 Hibridacao

A hibridacdo interespecifica em peixes é uma técnica amplamente utilizada em
pisciculturas do Brasil, a fim de obter individuos diferenciados e com melhor
desempenho que as espécies parentais (Prado et al.,, 2009). Esta técnica tem sido
estudada desde o final do século XIX e, ao contrario dos demais vertebrados, a
ocorréncia de hibridos naturais e artificiais € um fendmeno bastante comum
(Calcagnotto et al., 1999). Algumas pisciculturas nacionais tém realizado cruzamentos
artificiais entre P. corruscans e P. reticulatum produzindo hibridos interespecificos que
sdo considerados vantajosos comercialmente (Godinho, 2007; Porto-Foresti et al.,
2008). Por nédo se ter protocolos para a remocao da adesividade e por outras razoes,
muitas vezes sdo realizados cruzamentos interespecificos utilizando ovécitos da fémea
de pintado (P. corruscans), que nao sao adesivos (Rizzo et al., 2002; Rizzo & Godinho,
2003), os quais séao fertilizados com sémen de P. fasciatum. Esta mistura resulta no
hibrido “pintachara” (Porto-Foresti et al., 2008; Prado et al., 2011). Os hibridos dessas
espécies nao apresentam alteracdoes morfoldégicas visiveis durante seu
desenvolvimento embrionario (Faustino et al., 2009). Eles apresentam fertilidade parcial
e sado capazes de cruzar entre si e com as espeécies parentais (Prado et al., 2009)
gerando um problema que é a falta de informacfes sobre os produtos genéticos
resultantes da hibridacdo. Os hibridos parcial ou totalmente férteis sdo os que
oferecem maiores riscos, pela possibilidade de retro cruzamentos e contaminacao
genética dos estoques selvagens. Carvalho et al. (2008) relataram a ocorréncia de
hibridos em rios do Brasil e da venda de animais hibridos como reprodutores “puros”,
indicando que cuidados devem ser tomados na utilizacdo destes animais, pois podem
conduzir a resultados positivos na piscicultura brasileira, incrementando o
desempenho, porém podem causar grandes impactos nos estoques naturais, reduzindo
a biodiversidade existente. O possivel escape de hibridos de tanques de piscicultura
representa uma ameaca a integridade genética de populacbes locais devido ao

potencial risco de retro cruzamento, com consequente introgressao de genes. Na bacia
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do alto rio Parana, onde ndo ocorre naturalmente P. fasciatum, o escape de hibridos
representa um risco potencial para P. corruscans. As consequéncias sao de dificil
previsdo, podendo resultar em uma Unica populacdo hibrida, ou até a extingdo das

espécies parentais (Prado et al., 2009).

1.6 Embriogénese e Larvicultura

Estudos sobre a biologia dos ovos de peixes sdo de grande interesse por
fornecerem subsidios para estudos sobre a preservacao de gametas, a conservacao da
ictiofauna e o aprimoramento das técnicas de cultivo (Rizzo & Godinho, 2003). O
desenvolvimento embrionario € um processo que se inicia com a fertilizacdo do ovocito
e vai até a eclosdo das larvas (Kimmel et al., 1995). A embriogénese no P. fasciatum
ocorre rapidamente, ao redor de 16 horas com médias de temperatura de 23,0 £ 1,0°C
(Vazzoler, 1996; Resende et al., 1996; Sato, 1999). As larvas dos surubins nascem
com tamanho médio de 2,6 a 3,0 mm e, apos 2-3 dias de idade e com tamanho de 4,5
mm, ja iniciam a alimentacdo exdgena (Crepaldi et al., 2006). Nas primeiras semanas
de larvicultura, nauplios de artémia salina sdo comumente empregados para alimentar
as larvas, obtendo-se resultados bastante satisfatérios (Inoue et al., 2003). Ha
ocorréncia de alto indice de canibalismo nas larvas de cachara ja no segundo dia de
vida (Romagosa et al., 2002). Apesar das técnicas empregadas, a sobrevivéncia média
de juvenis prontos para a comercializacdo € aproximadamente de 30 a 40% (Inoue et
al., 2003).

1.7 Adesividade

Em geral, espécies migradoras possuem alta fecundidade, seus ovos sao livres
ou ndo adesivos, pequenos, de desenvolvimento embrionario rapido e ndo estdo
sujeitos a cuidado parental (Sato, 1999). Em condi¢cdes naturais, estes ovos s&o
liberados na coluna de agua, enquanto os ovos de espécies sedentarias permanecem
no local da desova, ligados a diferentes substratos (Lamas, 1993; Sato, 1999). Em P.

fasciatum, os ovacitos e ovos apresentam formato esférico e coloracdo amarelada, com
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uma camada gelatinosa sobre o cérion, que permite certa aderéncia aos mesmos.
(Faustino et al. 2007). Esta € uma caracteristica mais comum em espécies com
comportamento sedentario e de cuidado parental (Sato, 1999; Rizzo et al., 2002).
Muitas espécies possuem ovos com caracteristicas semelhantes, tais como varias
espécies de esturjao Acipenser spp. (Doroshov et al, 1983; Monaco & Doroshov, 1983;
Kowtal et al., 1986), Spirinchus lanceolatus (Mizuno et al., 2004), sendo necessarios
tratamentos quimicos ou mecanicos para o sucesso da reproducdo artificial destas
espécies. A adesividade deve ser eliminada para prevenir a formacéo de aglomerados
de ovos que resultam em alto indice de mortalidade causada por asfixia e crescimento
de fungos (Doroshov et al., 1983).

Desta forma torna-se importante estabelecer uma tecnologia confiavel para
descolamento de ovos de P. fasciatum, uma vez que a aderéncia dos mesmos causa a
formacdo de grandes grumos nas incubadoras, reduzindo as taxas de fertilidade e
eclosao e dificultando a producao de individuos puros. O método utilizado no presente
estudo para a remocao da adesividade foi proposto por Woynarovich (1980), que foi
elaborado para a dissolugdo da camada pegajosa dos ovos de carpa comum (Cyprinus
carpio) e outros ciprinideos. As concentracfes das solucfes utilizadas foram feitas
baseadas no protocolo de tratamento para carpas (C. carpio) descrito por Moreira et al.
(2001).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Diante do crescimento da piscicultura nacional e o interesse na producao do P.
fasciatum como um produto de qualidade excepcional, este trabalho teve como objetivo
avaliar diferentes protocolos (utilizando uréia e tanino vegetal) para remocdo da
adesividade de ovos de P. fasciatum, assim contribuindo com a elaboragdo de um

pacote tecnoldgico para a reproducéo desta espécie em cativeiro.
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2.2 Objetivos especificos

v avaliar a eficacia dos tratamentos na remocao da adesividade dos ovos;

(\

avaliar os efeitos dos tratamentos sobre o desenvolvimento dos embrides;
v/ comparar tratamentos através das taxas de fertilizacdo e eclosao obtidas
ao longo da incubacéo dos ovos;

v/ comparar tratamentos através da morfometria dos embrides.
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CAPITULO Il

Adhesiveness removal in eggs of Cachara Pseudoplatystoma

fasciatum (Linnaeus 1766)
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the use of different protocols using
solutions of urea and tannin to remove adhesiveness of the eggs of Pseudoplatystoma
fasciatum. In the first experiment, three treatments (T1, T2 and T3) were performed by
exposing recently fertilized eggs to solution of urea (Urea 0.03% and 0.04% NaCl) for
30, 60 and 90 min respectively. In the treatment 4 (T4), eggs were exposed to the urea
solution for 10 min. and then subjected to washing with a solution of tannin (0.05%). In
the control group (C) eggs were fertilized in water without chemical exposure. The
second experiment was equal to the first, except for the addition of another control
group (C"), in which eggs were exposed to the urea solution for 10 min at fertilization. In
both experiments, T4 (with tannin) showed the best results for the removal of
adhesiveness of the eggs, however the worse concerning fertility (FR) and hatching
rates (HR), showing a negative association between adhesiveness loss and viability of
the eggs. In this context, the group C showed the highest values of FR and HR even
with eggs retaining its adhesiveness. Treatments with different times of exposure to
urea solution (T1, T2 and T3) showed some level of adhesiveness removal, FR and HR
similar among themselves, but their FR and HR were lower than that of group C (p
<0.05). The chemical treatments used in this study to remove the adhesiveness of the
eggs have caused reduced fertility and hatching rates and negatively interfered in
embryonic development in this species. Thus, we observed that unlike the adhesive
eggs of several other species, eggs of P. fasciatum showed negative response to the
chemical treatments applied. Furthermore, we also concluded that the eggs of this
species have adequate development even when keeping the adhesive properties, and
further studies are needed concerning the use of incubators with a greater surface area

available for the adhesion of the eggs.

Key words: Pseudoplatystoma fasciatum, Pseudoplatystoma reticulatum, adhesive

eggs.
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1 INTRODUCAO

Apesar de ser uma espécie migradora, os ovos de Pseudoplatystoma fasciatum
apresentam uma alta adesividade, que € uma caracteristica mais comum em espécies
com comportamento sedentario e de cuidado parental (Rizzo et al., 2002). Muitas
espécies possuem ovos com caracteristicas semelhantes, tais como varias espécies de
esturjao Acipenser spp. (Doroshov et al, 1983; Monaco & Doroshov, 1983; Kowtal et al.,
1986), Spirinchus lanceolatus (Mizuno, et al., 2004), sendo necessarios tratamentos
guimicos ou mecanicos para 0 sucesso da reproducdo artificial destas espécies. A
adesividade deve ser eliminada para prevenir a formacéo de aglomerados de ovos que
resultam em alto indice de mortalidade causada por asfixia e crescimento de fungos
(Doroshov et al., 1983).

Por ndo se ter protocolos para a remocao da adesividade e por outras razoes,
frequentemente sao realizados cruzamentos interespecificos utilizando ovécitos da
fémea de pintado (P. corruscans), que ndo sdo adesivos (Rizzo et al., 2002; Rizzo &
Godinho, 2003), os quais sao fertilizados com sémen de P. fasciatum. Esta mistura
resulta no hibrido “pintachara” (Porto-Foresti et al., 2008; Prado et al., 2011). Os
hibridos parcialmente ou totalmente férteis sdo os que oferecem maiores riscos, pela
possibilidade de retro cruzamentos e contaminacdo genética dos estoques selvagens
(Prado et al., 2009). Estes hibridos sé&o produzidos pela maior facilidade na reproducéo
em relacdo as espécies puras, e oferecem melhor produtividade comparada com as
espécies parentais (Hulata, 2001; Scribner et al., 2001). No entanto, ndo ha estudos
comparando o desempenho entre hibridos e animais puros, durante suas diferentes
fases de criagéo.

Desta forma torna-se importante estabelecer uma tecnologia confiavel para a
remocdo da adesividade em ovos de P. fasciatum, uma vez que a aderéncia dos
mesmos causa a formacdo de grumos nas incubadoras, reduzindo as taxas de
fertilizacdo e eclosdo, consequentemente reduzindo a sobrevivéncia e dificultando a
producdo de individuos puros. Portanto o objetivo deste estudo foi avaliar diferentes
protocolos (utilizando tratamentos quimicos) para remoc¢ao da adesividade em ovos de
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P. fasciatum, assim contribuindo com a elaboracdo de um pacote tecnolégico para a

sua reproducao artificial.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local, Animais e Condi¢cOes de Manejo

O presente estudo foi conduzido ao longo de duas estacOes reprodutivas
(11/2010 a 01/2011 e 10/2013 & 01/2014) no Laboratorio de Reproducdo de Peixes do
Centro de Aquicultura da Unesp (CAUNESP), Campus de Jaboticabal.

Foram utilizados exemplares de um plantel de P. fasciatum mantidos em viveiros
escavados (5 x 10 x 1.5 m), alimentados seis (06) dias na semana, em duas porgoes,
equivalentes a 5% da biomassa total nos meses quentes (setembro a fevereiro) e 1%
nos meses frios (marco a agosto) as 9:00 e 17:00 horas, com racao comercial
extrusada (Umidade (max.) 8% Proteina Bruta (min.) 32% Extrato Etéreo (min.) 6,5%
Matéria Fibrosa (max.) 7% Matéria Mineral (max.) 10% Calcio (max.) 1,2% Fd&sforo
(min.) 0,6%). A racdo administrada foi oferecida a lango, possibilitando maior disperséo
e, consequentemente, maior utilizagcdo da mesma.

Dois experimentos foram realizados individualmente ao longo de duas estacoes
reprodutivas. Para ambos, exemplares deste plantel foram capturados utilizando uma
rede de arrasto. Foram selecionados os animais aptos a reproducéo pela observacéo
de caracteristicas como: o abaulamento do ventre e poro genital dilatado e
vascularizado nas fémeas; liberacdo de sémen quando realizada pressdo no abdémen
nos machos. Os exemplares foram transportados ao laboratério em caixas d’agua de
500 I. Além disso, para avaliar o estdgio de maturacdo das fémeas, foram coletadas
amostras de ovocitos utilizando sonda uretral humana n° 8, fixados em solucdo de
SERRA (60 ml de alcool 90%; 30 ml de formalina; 10 ml de acido acético glacial -
Lemanova & Sakun, 1975) e analisados no microscopio estereoscopio (Leica M50),

onde foi observada a maioria de ovécitos com nucleo excéntrico.
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2.2 Biometria e coleta de dados

Os animais ficaram acondicionados em caixas de fibra de vidro (1000 I) com
circulacdo de 4gua constante e aeracao artificial. Foi registrado o peso total (Tab. I),
para posterior célculo das dosagens hormonais. Durante os dois dias de duracdo do
experimento, foram registrados os parametros de qualidade de agua (Tab. 1) utilizando

aparelhos da Yellow Spring Inc. modelo YSI 55 e YSI 63.

Tabela |. Massa corpoérea dos reprodutores de P. fasciatum utilizados na reproduc¢édo induzida.

Experimento 1 Experimento 2
Animal Massa corpoérea (kg) Animal Massa corpérea (kg)
fémea 1 2,6 fémea 1 3,8
fémea 2 3,5 fémea 2 5,3
macho 1 1,9 macho 1 1,9
macho 2 2,1 macho 2 2.9
macho 3 3,1

Tabela Il. Pardmetros de qualidade de agua.

Parametros Experimento 1 Experimento 2
T(°C) 26,1+0,4 27+0,6

pH 7,18+0,02 6,98+0,15
C(uS.cm™) 62,0+3,0 163+9,0

024 (mg.L™) 6,02+0,32 5,47+0,28
Transparéncia(cm) 60 60
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2.3 Reproducdao induzida

Nos dois experimentos, procedeu-se a inducdo da reproducdo utilizando-se
extrato bruto de hipofises de carpa-comum (EBHC) injetado na cavidade celomatica.
Os machos receberam dose Unica de EBHC (2,0 mg.kg™ de peixe) e as fémeas duas
doses (0,5 e 5,0 mg.kg™ de peixe, com intervalo de 12 horas entre as doses).

Estimou-se 0 momento da desova por meio do célculo das horas-grau (HG), e
oito horas a partir da aplicacéo da segunda dose de EBHC (aproximadamente 208 HG
em ambos os experimentos), foi iniciada a extrusdo dos ovocitos e a coleta de sémen
manualmente. As fémeas foram removidas da caixa utilizando um puca, e o local
préximo a papila genital foi seco para a realizacdo de massagem abdominal, para a
extrusao dos ovacitos, que foram depositados em recipientes de plastico, secos, limpos
e pesados previamente. Os machos tiveram o sémen colhido, e armazenado
separadamente para posterior mistura. Apos a extrusao, foi obtido o peso da desova de
cada fémea, e entdo o sémen foi dividido e adicionado aos recipientes plasticos. Em
seguida, misturou-se o sémen suavemente a desova, com o auxilio de uma pena, para

evitar o rompimento dos ovacitos.

2.4 Tratamentos

As solugbes utilizadas foram feitas baseadas no protocolo de tratamento para
carpas (Cyprinus carpio) descrito por Moreira et al. (2001), pois os ovos de carpa
também sdo adesivos e necessitam passar por um tratamento quimico para evitar que
se aglomerem. A solugéo de sal-carbamida (Sol. 1) € composta de 40 g de cloreto de
sédio (NaCl) e 30 g de uréia, dissolvidos em 10 | de 4gua, e a (Sol. 2) é uma solucao
de 0,05% de tanino vegetal em 10 | de agua. As solucdes foram feitas e

homogeneizadas 30 minutos antes do uso.
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2.4.1 Experimento 1

Um pool de ovdcitos foi elaborado, aliguotado e submetido a cinco distintas
condicbes para fertilizagdo e hidratacdo em bacias plasticas individuais,
correspondendo quatro tratamentos e um controle conforme a tabela (Tab. Ill). Trés
tratamentos (T1, T2 e T3) consistiram em diferentes tempos de exposi¢cdo a Sol.1, os
ovQcitos de cada tratamento foram fertilizados, e hidratados nesta solugéo, e colocados
na incubadora ap6s o tempo previsto por tratamento (30, 60 e 90 minutos). O quarto
tratamento (T4) seguiu o protocolo descrito por Moreira et al. (2001), onde os ovacitos
foram fertilizados e depois hidratados em Sol. 1, e em seguida foram expostos a uma
‘lavagem” ou substituicdo gradativa da solucdo com a solucdo de tanino vegetal (Sol.
2) por 15 segundos, e por ultimo, um tratamento controle (C), onde os ovocitos foram
apenas hidratados em agua e colocados nas incubadoras apds 10 minutos.

Em cada incubadora (de formato cénico, com volume Uutil de 2,5 L e renovacgéao
constante de agua), foram colocados 4 ml de ovos (cerca de 150 ovos/ml), divididos em
trés repeticbes por tratamento. A solucdo de incubacdo dos ovos dos grupos T1, T2 e
T3 foram renovadas durante a incubacdo para evitar a queda no teor de oxigénio

dissolvido.

2.4.2 Experimento 2

No experimento anterior, foi observado que o uso da solucédo de uréia (Sol.1)
pareceu retardar o aparecimento da adesividade nos ovos ao serem colocados nas
incubadoras, facilitando assim o manejo e a dispersdo dos mesmos. Assim, foi
adicionado no experimento 2 um novo grupo controle (C’), no qual foi utilizado Sol. 1
por 10 minutos durante a fertilizacdo (ao invés de agua, como no grupo C).

Novamente foi elaborado um pool de ovdcitos, os quais foram aliquotados e
submetidos a seis distintas condi¢cGes para fertilizacdo e hidratacdo, correspondendo
guatro tratamentos e dois controles (Tab. Ill). Os tratamentos (T1, T2, T3 e T4) e o
controle do primeiro experimento foram repetidos. Os tratamentos e controles foram

distribuidos em trés repeticdoes com 4 ml de ovos por incubadora.
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Tabela lll. Tratamentos e controles realizados nos dois experimentos.

Experimento 1

Experimento 2

Identificacdo Tratamento

Tratamento

fertilizacdo e hidratacdo em

fertilizacdo e hidratacdo em

c agua (10 minutos) agua (10 minutos)

T1 fertilizacdo e hidratacdo em fertilizacdo e hidratacdo em
uréia (30 minutos) uréia (30 minutos)

T2 fertilizacdo e hidratacdo em fertilizacdo e hidratacdo em
uréia (60 minutos) uréia (60 minutos)
fertilizacéo e hidratagdo em fertilizagéo e hidratagdo em

T3 . : o :
uréia (90 minutos) uréia (90 minutos)
fertilizacdo e hidratacdo em fertilizacdo e hidratacdo em

T4 uréia (10 minutos) + lavagem uréia (10 minutos) + lavagem
em tanino (15 segundos) em tanino (15 segundos)

c fertilizag&o e hidratacdo em

uréia (10 minutos)

2.5 Amostragem e indices reprodutivos

Cinco e 15 horas pés-fertilizacdo, foram calculadas as taxas de fertilizacdo (TF)
e ecloséo (TE). Foram coletados 100 ovos de cada repeti¢cdo (300 ovos por tratamento)
e analisados sob microscépio estereoscépio, onde foram contabilizados os ovos viaveis
(com desenvolvimento embrionario). Em seguida, as amostras foram fixadas em
Glutaraldeido 2.5% em tampéao fosfato a 0,05 M e pH 7,2 a 7,4 e armazenadas em

geladeira a 5°C. As TF e TE foram calculadas utilizando a seguinte formula:

n° de ovos viaveis  x 100
n° de ovos total

28
Caunesp



Mestrando Daniel Guimaraes Figueiredo
Orientador — Sergio Ricardo Batlouni

2.6 Andalise morfométrica

Os ovos embrionados que foram coletados em 15 horas pds-fertilizacdo e
fixados em Glutaraldeido 2.5% foram lavados em tampéo fosfato a 0,05 M e pH 7,2 a
7,4. Quinze ovos por tratamento, escolhidos ao acaso, foram fotografados utilizando
um microscopio estereoscopio Leica M50 com sistema de captura 1IC80 HD. As
analises foram feitas com software Leica application suite 4.3 (Leica microsistems
Limited. Copyright 2003-2013). Estes ovos foram avaliados individualmente quanto ao
diametro (D) e é&rea total do ovo (AO). Foram também determinadas a area total
ocupada pelo embrido (AE) e area do saco vitelinico (AS), utilizando o programa
freeware ImageJ (v 1.46r, Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA). Para o
calculo de D, foram utilizadas a média entre os didametros horizontal e vertical. As areas
foram calculadas automaticamente pelo programa, conforme a figura (Fig. 1).

Figura 1. Morfometria de ovo de P. fasciatum. Ajuste de contraste (a), didmetro vertical (b) e horizontal
(c), area total do ovo (d), area do embrido (e) e area do saco vitelinico (f).
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2.7 Analise genética

A pureza geneética dos animais utilizados em ambos os experimentos foi
confirmada através desta analise, realizada no Laboratorio de Genética de Peixes da
Unesp, campus de Bauru. Os animais do plantel de reprodutores do CAUNESP foram
microchipados (ANIMALTAG - Korth RFID Ltda., Sdo Carlos, SP) para garantir a
identificacdo de cada animal e rastreabilidade dos alevinos provenientes da reproducéo
dos mesmos. De cada animal foi coletado um fragmento da nadadeira caudal e
armazenada em alcool 100%. A extracdo do DNA foi conduzida utilizando o Kit de
Purificacdo de DNA Genbmico de acordo com o protocolo do fabricante (Promega). A
guantidade de DNA foi avaliada com um padrdo de marcador molecular (Low DNA
Mass Ladder da Invitrogen) por eletroforese em gel de agarose a 1%.

A identificacdo das amostras foi realizada através da técnica PCR (Polymerase
Chain Reaction) de regides dos genes nucleares RAG2, 18S, Globina, EF1, do gene
mitocondrial 16S, e pelo marcador microssatélite Prt. 36. A analise dos dados foi
realizada por comparacdo das bandas ap6s a PCR, utilizando amostras padrbes das

duas espécies em questao (P. fasciatum e P. corruscans) previamente identificadas.

2.8 Analise espermatica

No momento da extrusdo do sémen uma aliquota foi separada para
determinacao da qualidade através da concentracdo espermatica, motilidade e indice

de sobrevivéncia, de acordo com Rurangwa et al. (2004).

2.9 Larvicultura

Larvas foram acompanhadas por 90 dias apos a eclosdo. As larvas foram
mantidas em caixas d’agua de plastico pretas de 30 |, com renovacdo de agua
constante e aeracdo artificial, na densidade de 4 larvas/l. A limpeza do fundo das

caixas foi realizada diariamente por sifonagédo. Foram realizadas duas biometrias dos

30
Caunesp



Mestrando Daniel Guimaraes Figueiredo
Orientador — Sergio Ricardo Batlouni

animais sobreviventes com 60 e 90 dias pods-eclosao, onde foi observado o peso e
comprimento total. Sete dias apds a abertura da boca (que ocorreu dois dias pos-
eclosdo) as larvas foram alimentadas com naupilos de artémia (500 naupilos/larva -
cinco vezes ao dia). Posteriormente as larvas foram alimentadas ad libitum com

naupilos de artémia e racao para alevinos com 40% de proteina bruta.

2.10 Andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés repeticoes e
cinco tratamentos no experimento 1, e seis tratamentos com trés repeticbes no
experimento 2. Para as médias das taxas de fertilizacdo e ecloséo, os resultados
obtidos em percentual foram submetidos a transformacdo para arco seno e foi
encontrada a normalidade e homocedasticidade. Foi utilizado o teste ANOVA one-way,
e caso encontrado significancia (alfa a 5%), foi aplicado o teste de comparacdo
multipla de Fisher (LSD — Least Significant Difference) ao nivel de significancia de 5%.
Ja para as medidas morfométricas, foi aplicado o teste Tukey HSD (Honestly

Significant Difference), também ao nivel de significancia de 5%.

3 RESULTADOS

3.1 Adesividade

Foram observados muitos ovos aderidos nas paredes da incubadora assim
como ovos aderidos em outros ovos, formando “grumos” nas incubadoras do grupo C.
Nos T1, T2, e T3 os ovos aderiram entre si e nas paredes das incubadoras em menor
qguantidade do que no grupo C. No T4, os ovos se descolaram totalmente, ficando
livres, sendo possivel observar uma coloragdo mais escura nos ovos, devido a solucéo
de tanino a qual somente esses ovos foram expostos (Fig. 2). No experimento 2, a
disposicéo dos ovos nas incubadoras foi semelhantemente ao experimento 1, e o grupo
C’ foi semelhante a T1, T2 e T3.
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Controle Tanino

N

Gorado

Uréia Bom

Figura 2. llustracdo da disposicdo dos ovos de P. fasciatum em incubadoras nos dois experimentos.
Ovos sem desenvolvimento embrionario (“gorados”) e ovos com desenvolvimento embrionério (“bons”).

3.2 Indices Reprodutivos

3.2.1 Experimento 1

Os tratamentos com uso de uréia apenas (T1, T2 e T3) apresentaram TF média
similar ao grupo C (92,8+2,8%) (p<0,05). J& o T4 (no qual foi utilizada a solucéo de
tanino vegetal), a TF média (57,9%6,3%), foi inferior a do grupo C (p<0,05).

Com relagcdo a TE, o grupo C apresentou valores superiores a todos o0s
tratamentos (p<0,05). Os valores meédios de TE de T1, T2 e T3 (59,945,3%, 49+2,8% e
64,5+5,8%, respectivamente) foram inferiores ao grupo C (75,8+2,3%). No T4 a TE
meédia foi inferior a todos os outros grupos (4,0+3,6%) (p<0,05) (Fig. 3).
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3.2.2 Experimento 2

A TF média de C e T4 foram respectivamente superiores (52,6+9,3%) e
inferiores (3.84+2,6%) a de todos os outros grupos, as quais foram similares entre si
(p>0,05). O grupo C apresentou valores médios superiores de TE (46,4+5,3%). Entre
0os demais tratamentos, Tl e T2 apresentaram meédias de TE similares entre si
(5,8+2,8% e 8,0+1,4% respectivamente), assim como C’, T3 e T4 (1,7+1,1%, 2,1+1,4%
e 0% respectivamente), porém n&o houve diferenga significativa entre C’, T1, T2 e T3
(Fig. 4) (p<0,05).
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Figura 3. Médias das taxas de fertilizacao (TF) e taxa de ecloséo (TE) de P. fasciatum no experimento 1.
Letras mailsculas indicam diferencas significativas da taxa de fertilizagdo entre os tratamentos (p<0,05), e letras
minusculas indicam diferencas significativas da taxa de eclosdo entre os tratamentos (p<0,05). As barras
representam o erro padréo.
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Figura 4. Médias das taxas de fertilizacao (TF) e taxa de ecloséo (TE) de P. fasciatum no experimento 2.
Letras mailsculas indicam diferencas significativas da taxa de fertilizagdo entre os tratamentos (p<0,05), e letras
mindsculas indicam diferencas significativas da taxa de eclosdo entre os tratamentos (p<0,05). As barras
representam o erro padrao.

3.3 Andalise morfométrica

Foi possivel observar o embrido utilizando o microscoépio estereoscoépio, pois o
coérion é fino e transparente (Fig. 5 a, b, ¢, d, e). Ovos sem desenvolvimento

embrionario (Fig. 5 f) foram descartados.
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e 500 pm f

Figura 5. Fotomicrografia de ovos de P. fasciatum viaveis dos tratamentos C (a), T1 (b), T2 (c), T3 (d),
T4 (e) e um ovo inviavel do T4 (f).
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3.3.1 Experimento 1

O D médio de C, T1 e T2 foi similar, o T3 foi superior a C e T2, e também
semelhante a T1. J4 o T4 foi até 16,6% inferior aos demais tratamentos (Fig. 6 A)
(p<0,05).

Com relacdo a AE, C e T1 e T3 foram semelhantes, assim como T1, T2 e T3.
Porém T4 foi até 23,1% inferior aos demais tratamentos (Fig. 6 C) (p<0,05).

Para as médias de AO e AS, C, T1, T2 e T3 foram semelhantes, e T4 foi 28,3%
e 17,4% inferior para as duas medidas respectivamente (Fig. 6 B, D) (p<0,05).

3.3.2 Experimento 2

Os valores médios de D foram semelhantes entre C, T1 e T3, assim como entre
C’, T1eT2, etambém entre T2 e T3. O grupo C foi significativamente inferiora C’ e T2.
O grupo C’ foi inferior a T3. J& o T4 foi até 18,1% inferior aos demais tratamentos (Fig.
7 A) (p<0,05).

As médias de AO do grupo C foi semelhante a T1 e T3 e superior a C' e T2.
Novamente o T4 foi até 35,4% inferior aos demais tratamentos (Fig. 7 B) (p<0,05).

Né&o foi possivel avaliar as variaveis AE e AS, (Fig. 7 C, D) para T4, ja que TE foi
de zero nestes dois casos, impossibilitando obter medidas de embrides viaveis. Nao
houve diferenca significativa nas médias de AE entre C, C’, T1, T2 e T3. Finalmente,
para as médias de AS, ndo houve diferenca significativa entre C, C’, T1 e T2, assim
como entre C, C’, T1 e T3, consequentemente, T2 foi significativamente diferente de
T3.

36
Caunesp



dsaune)
LE

‘ogJped ous o wejussalidal seueg (50'0>d) sojuswerel) So 81us seipaw
sep seaneoyiubis sedusalayip weodlpul senosniew sena “(Q) 021U)BlIA 09eS Op kase ep a (D) oeuqws eale ep ‘(g) oAo op ease ep ‘(Y) OAO Op oJsiswelp op Seipsn
"T O1uswadxa Op WNIRIOSk) "d 9p SaQLWa 8 SOAO SOp Sepipaw sep seipay "9 einbi4

vl el cl bl 0 - 1 €l cl bL 0
A : 4 0€0 3 . 4 — 4 oY . 90
o “ L 680 m. - : “ % FLOE
.. \ - ovo 8 2 \ o 80
8 \ R o \ > _©
& - S¥°0 s & % L 60 m
s : - g
v v v v r 050 5 g ay - 0L &
: mm.o\w ok vl Em
L 090 wz - N.—/W
[d] 0)
141 el 2l L D . 141 €L 2L L 0 .
. : mw m.o . : N m 8._ °
2 - 60 > \ = SO'L m,
g = % oL ® 9 = \ o .-
PAA [ 3 \ A oLt 3
o L2 = \ o - GLL &
A ]
b= W PAA — ¢L3 - & H 0c't m
= e AAA —_
mw Wn v gl lwvv " v . l/-‘l GZ'L W
B 8 =¥ 0g'L

m
<

lunojreg op.ealy o161as — JopeiuslQO
MUY opalianbi4 sselewIng [slueq OpuB.ISaN



dsaune)
8¢

‘oeJped olid o weuasaidal seuleg (S0'0>d) SowuawWelel] SO a1jud seipawl
sep seaneoyiubis sedusalayip weodlpul seinasniew sela “(Q) 0d1ulBlIA 0deS Op BaJe ep 8 (D) oeuqwas eale ep ‘(g) oo op ease ep ‘(Y) OAO Op oJslswelp op Seipsin
‘2 Ojuswadxa op wnielose) ‘d ap SaQugWa 8 SOAO SOp Sepipaw sep seipay L einbi4

€l 2L LL F>) 0 - €L 2L b S 3
. . N . 203 : : e — 080
\ o o 2 o = 3
\ " s - €00 2 % - 680 8
\ - o0 8 % 060 S
& > i m Z % e
£ v - av av [S0F v N . (960 &
g £ - 90 2 ] ¥ - 00} O
rL0g V. Fsol 3
L g03 Loy
vl 2L b o 0 vl 2L LL Es o
L0 : - 80
- % X % o o o
\ o~ “n L 80 > “ & oo L 60 &
0 7z 4 8 7 3
] b R ] | | 01§
\ - 5 - 0L 2 \ W . ) 2
A | S 4 || Y o
7 o - LS a7 6 AR
= [ m 08 ay — S
@ av 8 B V. Let3
v Llegy

m
|-

lunojreg op.ealy o161as — JopeiuslQO
MUY opalianbi4 sselewIng [slueq OpuB.ISaN



Mestrando Daniel Guimaraes Figueiredo Ariki
Orientador — Sergio Ricardo Batlouni

3.4 Analise genética

Os animais utilizados em ambos os experimentos foram comprovados como

sendo espécimes de P. fasciatum puros.

3.5 Analise espermatica

A concentracdo espermatica média foi (6,4+0,7)x10'° e (7,1+1,2)x10* Spz/ml
nos experimentos 1 e 2 respectivamente. A motilidade média foi 32,1 e 46,7 segundos
respectivamente. A sobrevivéncia espermatica foi de 98% para ambos o0s

experimentos.

3.6 Larvicultura

Devido as baixas TE e alta mortalidade por canibalismo mesmo na densidade de
4 larvas/l, ndo foi possivel acompanhar o desenvolvimento nesta fase entre os
tratamentos. Portanto, foi avaliado o desempenho somente do grupo controle, por um
periodo de 90 dias.

O comprimento total médio observado nas biometrias aos 60 e 90 dias pos-
eclosao foi de 5,5+0,70 e 7,2+0,54 centimetros respectivamente. O peso total médio foi
de 0,71+0,13 e 2,01+0,33 g respectivamente.

4 DISCUSSAO

Em condi¢des naturais, ovos de espécies migradoras sao liberados na coluna de
agua, enquanto os ovos de espécies sedentarias permanecem no local da desova,
ligados a diferentes substratos (Lamas, 1993; Sato, 1999). No entanto, a espécie P.
fasciatum (Siluriformes — Pimelodidae), apesar de ser uma espécie migradora, possui

ovos adesivos. Isso pode ser um problema para o sucesso de sua reproducdao artificial,
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pois o desenvolvimento embrionario é feito tradicionalmente em incubadoras conicas
de plastico ou fibra, e os ovos grudam entre si e nas paredes das incubadoras. A
adesividade deve ser eliminada para prevenir a formacéo de aglomerados de ovos que
resultam em alto indice de mortalidade causada por asfixia e crescimento de fungos
(Doroshov et al., 1983). Ovos de Siluriformes analisados por Rizzo et al., (2002),
apresentaram uma camada gelatinosa expessa cobrindo a zona radiata, mas
aparentemente, ndo ha uma relacéo entre esta estrutura e adesividade. Neste estudo,
testamos diferentes protocolos para a remocao desta camada adesiva no cérion dos
ovos e observamos que os melhores resultados foram obtidos quando os ovos néo
foram expostos a agentes quimicos. De acordo com Woynarovich (1980), a solucdo
sal-carbamida (sal/ uréia) ndo apresenta nenhum efeito negativo nos ovos de carpa-
comum, porém quando usada em ovos de P. fasciatum os resultados ndo foram
similares. Em ambos os experimentos, 0s ovos dos tratamentos que receberam apenas
solucédo de uréia (C’, T1, T2 e T3), assim como uma associag¢do de uréia e tanino (T4),
apresentaram menores taxas médias de eclosao das larvas.

Com relagcdo a remocédo da adesividade, Kowtal et al. (1986) observaram que a
aplicacdo da solucdo sal-carbamida, seguida da solugcdo de tanino, removeu com
sucesso a camada gelatinosa dos ovos de Acipenser transmontanus (esturjao branco).
NoOs nossos experimentos, o T4 removeu a adesividade dos ovos com sucesso, porém
os efeitos causados pelo tratamento prejudicaram a TF, TE e o desenvolvimento
embrionario. O tamanho dos ovos e embrides do T4 foi até 16,56% menor que 0s
demais tratamentos e controles. No T4, os embrides pareciam “apertados” dentro do
ovo, sem espacgo para um desenvolvimento normal, provavelmente alguma propriedade
da solugao de tanino impediu a hidratagdo adequada dos ovos deste tratamento.

Kotwal et al. (1986) relataram que o uso da solucdo sal-carbamida sem a
posterior lavagem com tanino removeu parcialmente a adesividade, contudo os ovos se
tornaram adesivos novamente apds alguns minutos. Nos tratamentos T1, T2 e T3,
ocorreu o0 mesmo, pois foram observados aglomerados de ovos presentes em todas as
repeticdes. Nao foi verificada uma relacéo entre a reducéo das taxas de fertilidade com
o tempo de exposicéo a solucéo de uréia (tratamentos T1, T2 e T3). No experimento 1,
0 uso desta solucgéo, seja por 30 ou por 90 minutos, levou a resultados similares com
relacdo as TFs (~83%) e TEs (60%). Curiosamente, o uso desta solucdo por 60
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minutos apresentou reducéo na taxa de eclosao (~45%) quando comparado com 0 uso
da mesma por 30 e 90 minutos. J4 no experimento 2, ndo houve diferenca estatistica
entre as taxas de eclosdo em todos os tratamentos em que foi utilizado qualquer uma
das solugbes. Desta forma, ndo encontramos um perfil [6gico que relacionasse TF e TE
em relacao ao tempo de exposicao a uréia.

Com relacao ao tratamento T4, onde foi aplicado o protocolo padrdo descrito por
Moreira et al.,, (2001) para remover a adesividade dos ovos de carpa comum, 0S
resultados foram muito aquém do esperado. De forma similar, Mizuno et al. (2004)
relataram que o tratamento de acido tanico para eliminar a adesividade de ovos de
Spirinchus lanceolatus resulta em uma baixa taxa de eclosdo por caracteristicas do
ambiente aquatico. No caso, este seria rico em ferro permitindo a ligacdo de ions de
ferro na superficie do ovo. Na area onde se encontram as represas do CAUNESP
predomina um tipo de solo conhecido como latossolo, de textura muito argilosa
(Andrioli & Centurion, 1999). Por ser um solo muito antigo e intemperizado, possui altas
concentracGes de oxidos de ferro, que podem ser carregados pela dgua da represa,
contaminando a agua que abastece 0s viveiros e laboratoérios. Infelizmente, existe uma
correlagdo negativa entre o total de ferro na superficie do ovo em a taxa de eclosao, e
uma correlagéo positiva entre a mortalidade durante a eclosdo e a quantidade total de
ferro na superficie do ovo (Takeda et al., 2002). O tipo de solo da regido, juntamente
com os efeitos negativos do ferro na superficie dos ovos, poderia explicar o resultado
obtido no T4 em ambos os experimentos, e para comprovar esta hipotese seriam
necessarios novos experimentos para analisar a quantidade de ferro na agua utilizada
e também na superficie dos ovos.

Mizuno et al. (2004) testando o uso de kaolin (Al,Si,O5(0OH),4), um tipo de argila
(~ 3 um de diametro) em ovos de Spirinchus lanceolatus, encontraram que 5.0 g/L por
5 a 30 minutos e 10.0 g/L por 10 segundos a 30 minutos é mais efetivo em eliminar a
adesividade dos ovos do que o tratamento com acido tanico em aguas com alto teor de
ferro. Métodos de eliminacéo de adesividade do ovo com lama ou silte foram relatados
por Nakamura (1966) (apud Mizuno et al., 2004), com lama em Triborodon hakonensis,
Doroshov et al. (1983) com silte de rio em A. transmontanus e Kudo (1992) (apud

Mizuno et al., 2004) com kaolin, em Hypomesus transpacificus. Estes ovos perdem a
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sua adesividade quando a parte adesiva do ovo € completamente coberta de lama ou
silte.

No entanto, torna-se dificil o teste de tantas variaveis face ao risco que a espécie
corre (em franco declinio) e a dificil ocorréncia de matrizes puras de P. fasciatum
(Fabio P. Foresti, comunicacdo pessoal, 2011). Desta forma, os testes de novos
agentes quimicos ndo parecem ser a melhor alternativa imediata para a reproducao
desta espécie. Na mesma vertente, outros fatores como a desova sazonal, os testes
para determinacdo do tempo ideal de exposicdo de um reagente e a escolha do
reagente quimico indicam que a melhor alternativa seria estabelecer o volume ideal de
ovos por incubadora e/ou aumentar area disponivel das mesmas para a adesao destes
ovos, mantendo-os com a adesividade natural.

Os resultados de ambos os experimentos indicaram que o controle, no qual os
ovos ndo foram expostos a nenhum agente quimico, propiciou melhores condi¢des
para a eclosao de larvas. Os resultados de remocédo da adesividade obtidos com 0 uso
da solucédo de tanino mostraram claramente que ndo ha uma associagao entre a perda
de adesividade dos ovos de P. fasciatum com a viabilidade dos mesmos. Conforme dito
anteriormente, mesmo apds os tratamentos com uso da solu¢do de uréia, os ovos
retomaram a adesividade quando entraram em contato com a agua. Isso fortalece a
hipotese de que, ao invés de remover a adesividade para adequagédo em incubadoras
tradicionais, a adesividade dos ovos desta espécie pode ter um papel positivo durante
o desenvolvimento dos mesmos, e deve ser preservada para se obter sucesso na
incubacéao.

Concluindo, verificamos que a utilizacdo das substancias quimicas do atual
estudo ndo trouxe resultados satisfatorios, pois mesmo com a remogao parcial ou total
da adesividade dos ovos, estes apresentaram efeitos deletérios ao longo do tempo,
inviabilizando os tratamentos. Portanto, novas estratégias para incubacdo de ovos
adesivos em grandes quantidades devem ser estudadas. Devido a elevada
fecundidade das fémeas de P. fasciatum, consideramos que uma boa estratégia para
sua reproducao seria introduzir substratos ou artefatos plasticos (de simples manuseio)

gue aumentassem a area disponivel para a adeséo dos ovos nas incubadoras.
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