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Introducéo Geral

Considerado como um dos mais nobres peixes brasileiros de &guas continentais, o
cachara, Pseudoplatystoma fasciatum, é uma das espécies mais atingidas no Brasil pela
construcdo de hidroelétricas (BEHR & HAYASHI, 1997), pela poluigdo dos rios e pelo
assoreamento provocado por desmatamento de matas ciliar (TOLEDO, 1991). Os
represamentos tém sido considerados a principal interferéncia humana no sistema hidroldgico
de &guas continentais brasileiras, transformando os ambientes I6ticos em novos ecossistemas
com caracteristicas de ambientes Iénticos. Essas alteragdes promoveram, como conseqiéncia,
mudancas revelantes na estrutura e composicdo das comunidades ictiicas, como reducdo dos
estoque naturais (AGOSTINHO & THOMAZ, 1991).

Desta forma, a aquicultura representa 0 melhor caminho para preservar a diversidade
animal, suprindo, ainda, a demanda crescente de fonte alimentar alternativa. Além disso, em
virtude da sua intensa demanda, sobretudo nos mercados da regido Sudeste (CURY, 1992),
ainda que ndo esteja em risco eminente de extingdo, vem tendo seus estoques naturais
reduzidos pela pesca predatéria e pelo comércio ilegal de pescados (GUIMARAES & SILVA,
1989), muito embora a racionaliza¢do de suas capturas, através da legislacdo pesqueira, venha
sendo defendida ha décadas (MESQUITA, 1989).

Segundo KUBITZA; CAMPOS; BRUM (1998), a ordem dos Siluriformes engloba
mais de 2.200 especies de bagres, ou peixes de couro, espalhados por todos os continentes. O
género Pseudoplatystoma, que inclui os maiores peixes da familia Pimelodidae, habita
exclusivamente a agua doce e pode ser encontrado nas principais bacias hidrograficas Sul-
americanas, como Amazonica, do Prata e do Sdo Francisco. E compreendido pelas espécies:
Pseudoplatystoma  corruscans  (pintado), Pseudoplatystoma fasciatum (cachara),
Pseudoplatystoma tigrinum (camapari ou pirambucu). Esses bagres possuem caracteristicas

zootécnicas e de mercado bastante atrativas despertando grande interesse na utilizacdo destes



peixes para piscicultura nos ultimos anos (CURY, 1992), além de estarem entre as espécies
que apresentam maior potencial de mercado para a aquicultura brasileira (TOLEDO, 1991), e
sdo denominados genericamente “surubim”.

O cachara, Pseudoplatystoma fasciatum, possui caracteristicas morfologicas proprias
da espécie com bandas transversais perpendiculares ao corpo, bem separadas entre si, claras e
escuras sobre o tronco; a fontanela ndo alcanga o processo occipital e ndo apresenta fendas
transversais. Apresenta o corpo fusiforme e a cabeca deprimida; trés pares de barbilhdes dos
quais um no maxilar, preto, e os outros dois mentonianos brancos. A boca é grande,
subterminal com pré-maxilar ligeiramente projetado na frente da mandibula inferior; os dentes
sdo viliformes, os olhos sdo pequenos em posi¢do dorsal; a nadadeira anal possui de 11 a 14
raios, sem espinhos; a nadadeira caudal com l6bulos arredondados; as nadadeiras dorsal e
peitorais possuem um espinho duro, serrilhado que produz ictioxina causando dor quando se
introduz o espinho ao se manipular os peixes. Ndo possui escamas sobre o corpo, o qual €
revestido apenas por pele espessa, ou é coberto, parcial ou totalmente, por placas ésseas
(BRITSKI et al., 1988). Segundo ROMAGOSA et al., (prelo) realizando experimentos com
cacharas machos e fémeas, concluiu que as fémeas possuem maiores taxas de crescimento e
peso em relagéo aos machos.

No Brasil, o surubim é um dos peixes de agua doce de alto valor comercial, sendo da
preferéncia da maioria dos Estados em suas variadas formas de apresentacdo, sem cabeca e
eviscerado, filés ou postas. Considerado produto nobre, a carne do surubim é de cor clara e
textura firme, o sabor é pouco acentuado, apresenta baixo teor de gordura e estdo ausentes
espinhos intramusculares, o que o torna adequada aos mais variados usos e preparos. Essas
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 exportagdo (KUBITZA,;

CAMPOS; BRUM, 1998).



Com relacdo ao cachara, Pseudoplatystoma fasciatum, a partir do ano 2000,
informagdes sobre o comportamento bioldgico (reproducdo, nutricdo e doengas parasitarias)
quando em condigdes de confinamento, vém sendo realizadas pela equipe do Instituto de
Pesca — APTA (ROMAGOSA comunicacdo pessoal). Estes estudos basicos sdo necessarios
ndo sO para dar subsidios para melhorar as condi¢bes de criacdo, como também sdo
importantes para consolidar este peixe como modelo biolégico para futuras investigacGes
cientificas mais aprofundadas.

Os eventos bioldgicos que ocorrem nas etapas da reprodugdo possuem importantes
consequéncias no patrimdnio genético do futuro individuo e os estudos sobre sua manipulagédo
na piscicultura tém propiciado o desenvolvimento de promissoras técnicas de manejo. Com
efeito, FREIRE - BRASIL (2001) argumenta que a indugdo hormonal da reproducdo em
espécies reofilicas visa otimizar a eficiéncia reprodutiva, podendo-se utilizar a poliploidia e
ginogénese para obter o melhoramento genético dos estoques cultivados, alterando qualitativa
e guantitativamente o genoma dos peixes.

Este procedimento foi amplamente adotado e, sucessivamente, passou por alteracdes,
frutos dos novos conhecimentos e das condi¢cdes ambientais de cada regido. LAM (1982)
relacionou varios protocolos e alternativas hormonais no emprego da reproducéo induzida de
teledsteos. No entanto, nossa diversidade ictioldgica € muito grande e cada grupo filogenético
tem suas caracteristicas bioldgicas especificas e, sendo assim, demanda ajuste nos protocolos
técnicos.

Na criacdo de espécies de peixes que fazem migracdo reprodutiva, a maturacéo final
do ovocito tem sido feita pelo uso de hormonios (naturais ou sintéticos) processo
rotineiramente chamado de reproducgdo induzida. Esta técnica, originalmente desenvolvida a
partir da aplicagdo de extrato de pituitaria, retoma a meiose e promove a maturacgdo final do

ovécito (von IHERING & AZEVEDO, 1936; GOETZ, 1983). O sucesso desta pratica



mostrou que os controles endécrino e metabdlico sdo os principais reguladores enddgenos
dessa etapa da ovogénese e, por conseguinte, os estudos concentraram-se em sua maioria
sobre esses enfoques com espécies de peixes de regibes temperadas (LAM, 1982;
NAGAHAMA, 1983).

A procura de novas alternativas para obtengcdo de desovas em peixes tropicais
conduziu & busca por produtos sintéticos como as gonadotrofinas, levando ao
desenvolvimento de técnicas de 2° geragdo para indugdo a maturagdo final, ovulacdo e
espermiagdo. O uso da gonadotrofina coriénica humana (hCG) tem sido amplamente utilizado
na inducdo a reprodugdo de numerosas especies nativas (FENERICH et al., 1974,
ANDRADE-TALMELLI et al., 2002). Segundo CARRILLO et al (2001) as gonadotropinas
(GtH) sdo horménios glicoproteicos de origem hipofisaria e placentaria (mamiferos) que
estimulam o desenvolvimento das génadas. A hipéfise dos teledsteos secretam duas classes de
gonadotrofinas a GtH-I (vitelogénese e da espermogénese) e GtH-1I (maturacdo final dos
ovacitos e ovulagdo), sendo o principal responsavel pela secrecdo e liberacdo de ambas e o
GnRH.

No Brasil, os primeiros ensaios na tentativa de se padronizar a técnica de inducéo a reproducao,
foram realizados por GODINHO et al., (1977), com o pacu, Piaractus mesopotamicus (Colossoma
mitrei). Entretanto, devido a inmeras dificuldades para se obter reprodutores adequados, ROMAGOSA
et al., (1990) prosseguiram 0s experimentos com a mesma espécie empregando métodos de selecéo
rigorosamente cientificos. Como indicador do grau de maturagéo dos ovarios tem-se utilizado o método
de medigo dos didmetros dos ovdcitos, anteriormente descritos por FENERICH-VVERANI et al., (1984)
para o curimbata, Prochilodus scrofa. Mais recentemente, foram realizados estudos com espécies do
género Brycon por ROMAGOSA et al, (2001), ANDRADE-TALMELLI et al., (2002) e

NARAHARA et al., (2002) com éxito.



Segundo ROMAGOSA et al., (2001) torna-se necessario 0 dominio na manipulagdo das
atividades reprodutivas para definir uma tecnologia que se baseie em parametros confiaveis,
possibilitando a producdo de alevinos de boa qualidade. Entretanto, os autores afirmam que a
interpretacdo dos resultados experimentais nem sempre sdo faceis, pois existem vérios fatores, tais como:
condicbes ambientais, fisiologia da prdpria espécie, habitos alimentares, idade, estadio de
desenvolvimento gonadal em que se encontra o reprodutor, tamanho dos ovos, fecundidade, viabilidade
dos ovos e larvas etc., fatores estes que interagem entre si.

Diante do exposto, é possivel verificar a grande importancia de estudos visando o sucesso na
inducdo da reproducdo, principalmente com interesse comercial, fundamentadas no conhecimento do
desenvolvimento ovocitario, desde a selegdo das fémeas até 0 momento da ovulagdo e fertilizacdo
(Anexos).

Os aspectos abordados neste trabalho, justificaram a publicacdo de um artigo cientifico na

Revista AQUACULTURE, The Netherlands, enviado em agosto de 2002.
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CARACTERIZACAO E EFICIENCIA HORMONAL DE FEMEAS DE CACHARA,
Pseudoplatystoma fasciatum (Linnaeus, 1766),
MANTIDAS EM CATIVEIRO
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Abstrat

In the months of January 2001 and January 2002, females of cachara, Pseudoplatystoma
fasciatum, were selected during their first and second gonadal maturation (2 years and 7
months old and 3 years and seven months old, respectively) according to the association
between the external anatomic characteristics and internal, showing distribution of oocyte
diameter frequency with a single mode of 937.5 um; 82.5 % of central nuclei and 17.5 % of
eccentric nuclei. Histologically, it was observed that the majority of oocytes were in final
maturation. Nine females in first maturation received 2 doses of carp pituitary extract (CPE),
0.5 mg/kg and 5.0 mg/kg (T1); seven received 2 doses of hCG, 5 and 10 1U/g (T2); five
received doses of carp pituitary extract 0.5 mg/kg and hCG 5IU/g (T3); four received 0.9 %
saline (T4). Nine females from T1 and seven from T2 presented oocytes with the same
diameter at the moment of oocyte release; 100 % with germinal vesicle breakdown and
fertilization rate of 53.44 *18.3 and 54.81 * 11.8 %:; larvae number of 165,330 * 94.1 and
158,570 * 20.6 , respectively. The five females from T3 didn’t respond to the hormonal
treatment. The four females from T4 belonged to the control group. In January 2002, 6 of the
15 selected females that were going through the second cycle received T1; 5 received T2; and
4 received T4, showing oocyte diameters similar to the ones in the first maturation. On the
third samples, the females from T1 showed mode shift to the right and modal diameter of
1062.5um; the females from T2 presented diameters ranging from 937.5um to 1125.0um;
fertilization rates of 56.08 * 30.9 and 81.90 * 17.3 %: 364,547 * 244 and 633,129 * 190 larvae,
respectively. Under light microscopy, it was noticed that the oocytes were similar to the ones
at the previous stage. A better efficiency of T2 was verified on the second maturation females,
considering the fertilization rates and larvae number obtained during the research period.

Key words: characterization the females, efficiency hormonal, Pseudoplatystoma fasciatum



Resumo

Nos meses de janeiro de 2001 e 2002, as fémeas de cachara, Pseudoplatystoma fasciatum, de
1° e 2° maturacdo gonadal (2 anos e 7 meses e 3 anos e 7 meses), respectivamente, mantidas
em cativeiro, foram selecionadas pela associacdo da caracteristica externa anatémica, com
internas, apresentando distribuicdes de freqliéncia porcentual dos didmetros dos ovocitos com
uma Unica moda de 937,5 um; 82,5% dos nucleos centrais e 17,5% excéntricos.
Histologicamente, pdde-se observar que a maioria dos ovocitos encontravam-se em fase de
maturagdo final. Nove fémeas de 1° maturacéo, receberam 2 doses de extrato de hipofise de
carpa (HC), 0,5 mg/Kg e 5,0 mg/Kg (T1); 7, com 2 doses de hCG, 5 e 10 1U/g (T2); 5, com
0,5 mg/Kg HC e 5 1U/g hCG/g (T3); 4 com solucéo salina 0,9% (T4). As 9 fémeasdo Tle 7
do T2, no momento da liberacdo dos ovdcitos, apresentaram ovdcitos com o mesmo diametro;
100% com quebra da vesicula germinativa e taxas de fertilizacio de: 53,44 * 18,3 e 54,81 *
11,8 %; nimero de larvas de 165.330 * 94,1 e 158.570 * 20,6, respectivamente. As 5 fémeas
do T3 ndo responderam ao tratamento hormonal. As fémeas do T4 pertenciam ao grupo
controle. Em janeiro/02, das 15 fémeas selecionadas, que se encontravam no 2° ciclo, 6
receberam 0 T1, 5 0 T2 e 4 T4, apresentando didmetros dos ovécitos semelhantes as de 1°
maturacdo. Nas 3% amostras, as fémeas do T1 apresentaram deslocamento das modas para a
direita, diametro modal de 1062,5 um e as do T2, com diametros de 937,5 a 1125,0 um, taxas
de fertilizagdo de 56,08 * 30,9 e 81,90 * 17,3 % e 334.547 * 244 e 633.129 * 190 larvas,
respectivamente. Em microscopia de luz, notou-se que os ovdcitos eram semelhantes aos da
fase anterior. Pode-se constatar maior eficiéncia do T2, nas fémeas de 2" maturago, quanto as
taxas de fertilizacdo e nimero de larvas obtidos durante o periodo estudado.

Palavras-chaves: caracterizacdo de fémeas, eficiéncia dos hormonios, Pseudoplatystoma
fasciatum



Introducéo

Os surubins, pertencentes ao género Pseudoplatystoma, realizam migracGes
reprodutivas, as quais culminam com a desova (Resende et al., 1995) e, quando mantidos em
ambientes confinados, apresentam bloqueios durante o ciclo gonadal (Miranda, 1997). A
cachara, espécie escolhida, neste estudo, para atingir a maturacédo final dos ovocitos, requer o
uso de hormonios (naturais ou sintéticos), processo que vem sendo usualmente empregado
por pesquisadores e que ¢ amplamente difundido entre os criadores, sendo conhecido também
como “técnica de hipofisacdo”, preconizado por von lhering e Azevedo, desde 1936.

De acordo com Nagahama (1983), o sucesso desta pratica depende do controle
endocrino da maturagdo dos ovarios, que € exercido por mecanismos internos
(endocrinolégicos e genéticos) e externos (climaticos, meteoroldgicos e hidrologicos).

Os primeiros ensaios na tentativa de se padronizar a técnica de indugdo a reproducéo,
foram realizados por Godinho et al., (1977), com pacu, Piaractus mesopotamicus (Colossoma
mitrei). Entretanto, devido a inimeras dificuldades para se obter reprodutores adequados,
Romagosa et al., (1990) prosseguiram 0s experimentos com a mesma espéecie empregando
métodos de selecdo rigorosamente cientificos. Como indicador do grau de maturacdo dos
ovarios tem-se utilizado o método de medigdo dos diametros dos ovdcitos, anteriormente
descritos por Fenerich-Verani et al., (1984) para o curimbatd, Prochilodus scrofa. Mais
recentemente, foram descritas para espécies do género Brycon por Romagosa et al., (2001) e
Andrade-Talmelli et al., (2002) com éxito.

Recentemente, Zohar e Mylonas (2001) fizeram uma revisdo sobre a acdo dos

horménios reprodutivos e descreveram as estratégias reprodutivas referentes a desova.

Segundo Romagosa et al., (2001) torna-se necessario o dominio na manipulacdo das
atividades reprodutivas para definir uma tecnologia que se baseie em parametros confiaveis,

possibilitando a producdo de alevinos de boa qualidade. Entretanto, os autores afirmam que a



interpretacdo dos resultados experimentais nem sempre séo faceis, pois existem varios fatores,
tais como: condi¢bes ambientais, fisiologia da propria espécie, habitos alimentares, idade,
estadio de desenvolvimento gonadal em que se encontra o reprodutor, tamanho dos ovos,
fecundidade, viabilidade dos ovos e larvas etc., fatores estes que se interagem entre si.

O objetivo desse trabalho foi caracterizar em que fase de maturagdo gonadal se
encontravam as matrizes reprodutoras de fémeas de cachara, P. fasciatum, através de métodos
de observagdo macroscopica da anatomia externa do animal (ventre distendido e presenca ou
auséncia da papila urogenital) associados a observagdo microscopica, por meio da retirada de
subamostras de ovocitos intraovaricos por canulagdo, com a finalidade de se determinar o
grau de desenvolvimento dos ovdcitos através da medida do didmetro dos mesmos, da posi¢do
da vesicula germinativa ou ndcleo, e descrever as estruturas presentes ao microscopio de luz.
Além disso, pretendeu-se também, verificar a eficiéncia hormonal sobre a ovulacdo e desova
através da estimativa das taxas de fertilizacdo e do numero de larvas.

Resumindo, este trabalho pretende contribuir para ampliar o conhecimento de dois
campos interligados, a biologia reprodutiva e a piscicultura, consolidando a tecnologia de

producdo de larvas da espécie estudada.



Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido no Setor de Piscicultura do Pélo Regional de
Desenvolvimento Sustentavel do Vale do Ribeira — APTA, situado no municipio de
Pariquera-Acu, S&o Paulo, Brasil, em janeiro de 2001 e 2002.

Para o desenvolvimento deste trabalho, em janeiro de 2001, foram utilizados 25
fémeas e 25 machos de cachara, Pseudoplatystoma fasciatum, provenientes de reproducgdo
induzida criados em cativeiro, que se encontravam em 1° maturacéo gonadal com 2 anos e 7
meses de idade e, em janeiro de 2002, 15 fémeas e 30 machos, em 2° maturacéo gonadal com
3 anos e 7 meses de idade. Os exemplares foram mantidos em 4 viveiros escavados de terra,
com area de 200 m?, profundidade média de 1,50 m, vazéo igual a 18 L/min., na densidade de
estocagem de 4 peixes/m?.

Os peixes foram alimentados com racdo balanceada (40 % P.B.), oferecida duas vezes
ao dia, as 8:00 e as 17:00 horas, durante 7 dias da semana, na propor¢do de 5% da biomassa

total nos meses quentes (setembro a fevereiro) e 1% nos meses frios (margo a agosto).

As fémeas foram selecionadas no préprio viveiro, observando-se aspectos externos,
tais como, ventre distendido ou abaulado e presenca ou ndo de papila urogenital saliente e,
nos machos, obtencdo de sémen por massagem abdominal, realizada no sentido antero-
posterior, e este sendo analisado macroscopicamente quanto a coloragdo e fluidez. Os peixes
selecionados foram mantidos individualmente em laboratério, individualmente, em caixas
d’agua com capacidade de 500 L.

Com a finalidade de se determinar o grau de desenvolvimento dos ovécitos
intraovaricos das fémeas selecionadas, foi realizado o estudo da distribuicdo de freqtiéncia
porcentual dos seus didmetros, técnica que foi utilizada por Fenerich-Verani et al., (1984).
Assim, de cada fémea foram retiradas 3 amostras: 1° amostra (antes da 1° dose hormonal), 2

amostra (antes da 2° dose hormonal) e 3* amostra (momento da ovulagdo ou extrusdo), por



meio de canula pléstica inserida na papila urogenital (sonda uretral humana n ° 8). Cada
amostra foi de aproximadamente 200 ovocitos, dividida em 3 subamostras, sendo a primeira
fixada em uma solucéo de GILSON (Simpson, 1951), por 30 minutos, e posteriormente, feita
a leitura dos seus diametros sob microscopio estereoscopio WILD M7 (objetiva 17 X) com
auxilio de ocular micrométrica (10 X). A partir dos dados obtidos foram confeccionados
graficos de distribuicdo de freqiiéncia porcentual e calculado para as 1* e 3% amostras de cada
fémea. A segunda subamostras foi colocada em liquido de Serra (Brzuska, 1979), visando
tornar o ovdcito translucido e assim, permitir a visualizagdo ou ndo da vesicula germinativa
ou nucleo. A leitura foi realizada, imediatamente apds a fixacdo, e considerada de acordo com
a posicao do ndcleo: 1) central (NC); 2) excéntrico (NE); 3) quebra da vesicula germinativa
(QVG), quando o nucleo ndo é mais visivel. A terceira subamostras foi fixada em liquido de
Bouin, por 6 horas, sendo processada segundo as técnicas rotineiras de inclusdo em

historesina do laboratério de Endocrinologia de Peixes do ICB/USP.

No 1° ciclo reprodutivo (jan/01) foram utilizados 4 tratamentos hormonais:

Tratamento 1: extrato de hipofise de carpa (HC) diluido em solucéo salina de 0,9 %:
1° dose de 0,5 mg/Kg e a 2° de 5,0 mg/Kg;

Tratamento 2: gonadotropina coriénica humana (hCG), nome comercial: PREGNYL
— Organon do Brasil: 1° dose de 5 Ul/g e a 2" dose de 10 Ul/g.

Tratamento 3: extrato de HC diluida em solucéo salina de 0,9 % combinado com
hCG: 1°dose de 0,5 mg de HC / Kg e a 2= de 5 UI de hCG/g.

Tratamento 4: Controle - aplicacdo de 1,0 mL de solucdo salina a 0,9 %, nas 2 doses.

Em todos os tratamentos, o intervalo entre as 2 doses foi de 10 horas. Os casais foram
constituidos na propor¢do de 1 fémea:1 macho. Neste ciclo reprodutivo, os machos se

encontravam em 1-maturagdo gonadal, com 1 ano e 6 meses de idade (Batlouni, comunicagdo



pessoal). Devido a grande quantidade de sémen liberada ndo houve necessidade destes
receberem qualquer tratamento hormonal.

Em jan/02, utilizou-se para as fémeas somente os tratamentos T1, T2 e T4,
obedecendo o mesmo intervalo de 10 horas, entre as 2 doses hormonais. Neste 2° ciclo 0s
machos receberam uma unica dose de 1,5 mg de HC / Kg, no momento da 2° dose hormonal
das fémeas. Os casais foram constituidos de 1 fémea: 2 machos.

As doses hormonais foram injetadas na base da nadadeira peitoral. Apés a aplicacao,
cada fémea foi mantida isolada, em uma caixa d’agua de 500 L, com aeracdo e renovagdo
constante de agua. Os machos injetados foram marcados com fio colorido, na nadadeira
dorsal, e mantidos isolados das fémeas, sendo utilizados somente no momento da fertilizacdo

dos ovécitos.

O periodo de laténcia das fémeas de 1° e 2° maturacdo gonadal foi de 10 h e 13 h
respectivamente, apés a 2° dose hormonal.

Quando foi possivel visualizar nas caixas d’agua a presenca de alguns ovocitos, as
fémeas foram retiradas e a seguir, realizou-se massagem abdominal para que ocorresse a
liberacdo dos ovdcitos, processo popularmente denominado de “extrusdo”. Para 0os machos,
utilizou-se procedimento semelhante. A fertilizacdo foi feita a “seco” segundo a metodologia
utilizado por von lhering e Azevedo (1936).

Apos a fertilizagdo (5 a 7 minutos), os ovos de cada fémea foram colocados em
incubadoras cénicas de fibra de vidro, com capacidade de 250 L, com renovacao constante
d’agua e vazdo de 1 L/8 seg, durante o periodo de 4 h e posteriormente, 1 L/10 seg. Cada
incubadora recebeu no méximo 120 g de ovos. A taxa de fertilizagcdo e o numero de larvas
foram estimadas utilizando-se a metodologia descrita por Romagosa et al., (1990).

Foram realizadas anélises da qualidade da &gua das caixas dos reprodutores,

registrando-se os valores de temperatura, oxigénio dissolvido e amonia. Paralelamente, foram



feitas algumas observacgdes climéticas, durante todo o experimento, sendo anotados os dias de
chuva e a precipitacdo pluviométrica, dados estes cedidos pelo Pdlo Regional de
Desenvolvimento Sustentavel do Vale do Ribeira, Pariquera-Acu, SP.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, num esquema de
parcela subdividida no tempo (split plot in Time), onde foram testados os tratamentos
hormonais, com duas avalizagdes no tempo (1° e 2° maturacéo) sobre os dados de taxa de
fertilizacdo e nimero de larvas. Os valores obtidos foram submetidos ao teste F para anélise

de variancia (ANOVA) e teste de Tukey para comparacao de médias ao nivel de 5%.



Resultados e Discusséo

Na 1° etapa deste trabalho, pretendeu-se associar as caracteristicas visuais externas as
internas, nas fémeas de cachara P. fasciatum. Estas caracteristicas foram avaliadas por meio
do grau de desenvolvimento dos ovdcitos intraovaricos, da posicao da vesicula germinativa e
da descricdo morfoldgica dos ovdcitos, na tentativa de demonstrar que esses animais estariam
aptos para serem induzidos a reproducéo.

Dentre as caracteristicas externas, foi verificado anteriormente que as fémeas de
cachara apresentaram maiores valores de comprimento e peso quando comparadas aos dos
machos (Romagosa et al., prelo), 0 mesmo observado neste estudo.

Os dados das médias de comprimento e peso das fémeas e dos machos, obtidos
durante os dois ciclos reprodutivos, em cativeiro, nas condi¢des da regido do Vale do Ribeira,
SP, encontram-se na Tabela 1.

Observacgdes feitas neste estudo, durante o periodo reprodutivo, mostraram que
exemplares de cacharas ndo apresentam dimorfismo em relacdo & papila urogenital. Estes
resultados diferem dos obtidos por Reyes e Huq (1990), em exemplares da mesma espécie,
capturados na natureza, que apresentavam um prolongamento da papila urogenital nos
machos, e ausente nas fémeas. Estas caracteristicas sdo comuns em bagres de rios, segundo
Narahara et al., (1985), em Rhamdia hilarii. Os autores registraram que a taxa de crescimento

das fémeas também foi maior em relagdo ao dos machos.

Para analise das caracteristicas internas, utilizou-se neste estudo, a retirada de
ovacitos intraovaricos, realizada por meio de canulagdo, baseada na técnica descrita pela
primeira vez por Fenerich-Verani et al., (1984) para o curimbata (Prochilodus scrofa),
espécie pertencente ao rio Mogi-Guagu, S&o Paulo, Brasil. Mais recentemente, Romagosa et
al.,, (2001) e Andrade-Talmelli et al., (2002) utilizaram a mesma técnica, para 0 género

Brycon, obtendo resultados positivos.



Sabe-se que a retirada de ovocitos através desta técnica tem gerado polémica por parte
de alguns pesquisadores, em relacdo a possiveis lesGes traumaticas causadas no tecido
ovariano, durante o processo de canulagdo. No presente experimento, ndo foi constatado
traumatismo, tendo sido, posteriormente, realizados cortes histolégicos seriados para
comprovar a presenga ou ndo de lesdes. O mesmo ja havia sido constatado por Romagosa et
al., (2001) em estudos realizados com Brycon cephalus. Entretanto, Freire-Brasil et al.,
(2001) obtiveram resultados diferentes. Deve-se salientar que, os autores utilizaram sonda

uretral de maior calibre, o que provavelmente causou ferimentos internos.

No presente estudo, a analise dos resultados obtidos das 1% amostras das 25 fémeas
do 1° ciclo e das 15 fémeas do 2 ciclo mostrou que a distribuicéo de freqiiéncia porcentual
dos didmetros dos ovdcitos apresentou moda maior ou igual a 937,5 um (Figuras 1A e 1B).
Estas fémeas também foram avaliadas quanto & posicdo do nucleo, sendo que apresentaram
em média 82,5 % dos ovdcitos com NC e 17,5 %, NE. Pode-se observar na Figura 3A que o
citoplasma dos ovécitos das 1° amostras apresentou grande quantidade de granulos de vitelo
distribuidos por toda a célula. O nicleo pode ser observado tanto no centro do ovocito, como
excentricamente (Fig. 3A). Geralmente, a disposi¢do dos alvéolos corticais ocorreu bem na
extremidade do ooplasma perinucleolar (Fig. 3B). A zona radiata apresentou-se delgada, com
estriacfes e as celulas foliculares com arranjo aparentemente reticular. A teca, camada
unicelular disposta sobre as células foliculares é constituida de células achatadas (Fig. 3B).
Nossos resultados corroboram com os de Kunkel e Flores (1996) e Romagosa et al., (2000)
caracterizando os ovocitos das fémeas de P. coruscans e P. fasciatum nos estadios de
maturagdo final. Estruturas histologicas semelhantes também foram descritas por Reyes e

Hug (1990), em exemplares da mesma espécie, no habitat natural.

Em uma 22 etapa, procurou-se verificar a acdo dos agentes hormonais utilizando-se

nas fémeas o HC (T1), nas dosagens usuais de 0,5 e 50 mg/Kg preconizada por



Woyanordvich e Horvart (1983). No T2 foi utilizado o hCG, em 2 doses, baseado nas
pesquisas realizadas por Fenerich et al., (1974) em trés espécies, Rhamdia hilarii, Pimelodus
maculatus e Salminus maxillosus; Romagosa et. al., (1990), com Piaractus mesopotamicus e
Antoniutti et. al., (1995), com Prochilodus scrofa. Os autores demonstraram a efetividade do

hormdnio na reproducdo induzida de espécies nativas e de interesse comercial.

No momento da liberagdo dos ovdcitos, as fémeas de 1° maturacio gonadal do T1 e
T2, que apresentaram distribuicdes de freqliéncias porcentuais dos didmetros dos ovocitos
com valores variando de 937,5 [Im a 1125,0 [Jm (Figura 2B), responderam com sucesso aos
2 tratamentos hormonais. ObservagOes similares as registradas, neste estudo, foram descritas

por Romagosa et al., (2001) e Andrade-Talmelli et al., (2002).

Os valores obtidos foram semelhantes aos encontrados em peixes provenientes da
natureza descritos por Resende et al., (1995) para esta mesma espécie, na bacia hidrografica
do Rio Miranda, Pantanal do Mato Grosso do Sul, Brasil, onde os autores registraram valores
de 1106,0 a 1185,0 ['m, no momento em que 0s ovOcitos estavam prontos para serem

liberados.

Em relagdo, a posicdo do nucleo, os ovocitos encontravam-se 100 % com QVG,
resultados que também corroboram com os de Lam (1982). Na 3° amostra, ainda pdde-se
notar que as fémeas que receberam o T1, apresentaram ovdcitos com granulos de vitelo
formando uma massa continua de vitelo por fusdo (Figuras 3C e 3D). Na Figura 3B, nota-se a
presenca de alvéolos corticais arranjados em camadas na periferia citoplasmatica.
Observacdes similares foram feitas por Romagosa et. al., (2000). Em relagdo as fémeas que
receberam o T2, pode-se visualizar o citoplasma repleto de vitelo e na periferia os alvéolos

corticais (Figs 3E e 3F).



No momento da extrusdo, as estimativas das médias do peso dos ovécitos, da taxa de
fertilizagdo e do nimero de larvas nos T1, foram de 468 + 154 g, 53,44 + 18,3 % e 165.330 £
94,1 e no T2 foram 369 + 162 g, 54,8 + 11,8 % e 158.570 + 20,6 larvas, respectivamente.
Deve ser ressaltado ainda que, ap6s a indugdo a desova, permaneceu nos OVArios
aproximadamente 120 + 30 g de ovdcitos. Segundo Romagosa et al., (2001) em Brycon

cephalus também permanecem grandes quantidades de ovécitos ap6s a desova.

Com referéncia ao T3, a combinagdo do HC com o hCG, foi baseada na
pesquisa realizada por Lam (1982). O autor relatou que a utilizagdo de gonadotrofina
associada a extratos hipofisarios parece ser o método mais eficiente para potencializar a acdo
hormonal nas gonadas, sendo tradicionalmente, aplicado em 2 doses. As fémeas do T3
apresentaram inicialmente o mesmo padrao de distribuicdo de frequéncia porcentual dos T1 e
T2. Entretanto, a combinagdo de hormoénios ndo foi eficiente para espécie, onde pode-se
verificar que os valores dos didmetros dos ovocitos ndo se modificaram. Péde-se notar ainda
que as fémeas do T3 ap6s aproximadamente 10 h da 2° aplicagdo hormonal, apresentaram um
acimulo de ovocitos presos a regido urogenital semelhante a um tampdo. Resultados
semelhantes foram descritos por Dorado Longas e Guerrero (1995), em estudos com

Prochilodus magdalene.

Para verificar os resultados negativos do T3, as fémeas foram sacrificadas e péde-se
observar que, macroscopicamente, 0s ovarios apresentavam medias de peso de 680 g,
ocupando toda cavidade abdominal, com ovocitos de coloracdo levemente amarelada, outros
esbranquigcados e com aspecto sanguinolento. Histologicamente, pdde-se notar que a maioria

dos ovdcitos encontravam-se em fases de atresia ovariana (Figs 3G e 3H).

As andlises das configuracdes graficas obtidas na 2° maturacdo gonadal sdo
apresentadas na Figura 2B, onde o0s ovdcitos que receberam o T1 apresentaram um

deslocamento das modas para a direita, com valores modais de 1.062,5 ['m e as do T2, com



valores bimodais de 937,5 [Im e 1.1259 [Im. Estas fémeas apresentaram melhor
desempenho quando comparadas &s de 1 maturagdo, para os T1 e T2, com peso médio dos
ovacitos de 428 + 37 g e 486 + 108 g, e taxas de fertilizagdo mais elevadas 56,08 +30,9 % e
81,9 + 17,3 % e, maior producdo de larvas, 364.547 + 244 e 633.129 + 190, respectivamente.
No presente estudo, as observagdes referentes as estruturas dos ovdcitos dos T1 e T2,

coincidem com as encontradas por de Romagosa et. al., (2000) e Romagosa et. al., (2001).

Deve-se considerar que as médias totais do nimero de ovdcitos liberados por ciclo
reprodutivo foi de 648.471 + 116 e 706.248 + 141, respectivamente, no T1 e T2. Nesse
sentido, nossos resultados foram similares aos encontrados por Romagosa et al., (1990) e
Antoniutti et al., (1995) para Piaractus mesopotamicus e Prochilodus scrofa,

respectivamente.

Pode-se verificar na Tabela 2 que entre os tratamentos empregados, ndo houve
diferencas significativas entre a 1° e 2° maturagdo gonadal para taxas de fertilizac&o e nimero
de larvas . Entretanto, em relagdo a 2° maturacéo, pdde-se observar diferencas significativas

entre os tratamentos T1 e T2 (p > 0,05).

A boa qualidade dos 6vulos foi avaliada pelas médias das altas taxas de fertilizagdo e
posteriormente, pelo nimero de larvas obtidas do T2, na 2 maturagdo, com 0 uso do
horménio hCG, indicando que este hormonio é mais eficiente na inducdo da reprodugdo de
fémeas de cachara. Sabidamente, o hCG é considerado um potente indutor a reprodugdo em
peixes pois apresenta a vantagem de uniformizar a dosagem visando induzir & maturacéo e
ovulacdo nas fémeas (Romagosa et. al., 1990; Andrade-Talmelli et al., 2002; Lee e Yang,

2002).

Quanto ao periodo de laténcia devemos destacar que as fémeas em 1° maturagéo

gonadal, nas condicGes do Vale do Ribeira, independente do tratamento utilizado (T1,T2,T3),



foi de 10 h, como o que vém sendo preconizado na literatura por Romagosa et. al., (1990) e
Romagosa et al., (2001), para espécies nativas de agua doce. Entretanto, os ovocitos
mantinham-se presos, com dificuldade de liberacdo no momento da desova. Desta forma, no
2° ciclo reprodutivo, optamos por obedecer um periodo maior do que o anterior, agora de 13 h
com melhores resultados. Os reprodutores de cachara ndo apresentaram comportamento

agressivo e nem qualquer sinal indicativo de estresse no momento da desova.

As fémeas do T4, nas 1% amostras, durante o 1° e 2° ciclos reprodutivos, apresentaram
a mesma distribuicdo de frequéncia porcentual do didmetro dos ovdcitos representados nas
Figura 1A e 2A. Por serem controles, os mesmos didmetros obtidos antes das aplicagdes de

salina foram mantidos, como era esperado.

Foi constatado no presente trabalho que, das 25 fémeas de 1° maturacio, 86,6 %
morreram ap6s a desova. Entretanto, na 2° maturagdo, como prevencdo, no momento da
extrusdo, foi aplicada injecdo intramuscular com dose uUnica de 1mL/7 Kg, da solucdo de
Potenay (nome comercial). Este medicamento trata-se de um complexo vitaminico de uso
animal que foi recomendada por Ceccarelli e Senhorini (comunicacdo pessoal), obtendo-se

100 % de sobrevivéncia dos animais.

Com referéncia aos machos, Romagosa et al., (2001) relataram a importancia de se
observar que peixes selecionados em cativeiro geralmente estdo bem preparados e que, a
aplicagdo hormonal so deve ser feita em casos particulares, para assegurar a liberacdo dos
gametas. O presente estudo, mostrou resultados similares, com liberacdo de um liquido
espesso e leitoso (sémen) de aproximadamente 8 a 9 mL. Na 1° maturacdo ndo houve
necessidade de injetar os machos entretanto, na 2° foi necessario pois, a producio de sémen
foi menor. ObservagOes semelhantes foram obtidas por Harvey e Hoar (1979). Todavia,

quando os machos do 2° ciclo receberam uma dose de extrato de HC, apresentaram sémen



mais fluido, com aumento do volume. O mesmo foi confirmado por Andrade-Talmelli et al.,

(2002), em Brycon insignis.

Sabe-se que em espécies migradoras de ambiente tropical hd uma relacdo muito
estreita entre o nivel de dgua e a reproducdo (Resende et al., 1995). Nos meses de estudo
(janeiro e fevereiro 2001 e 2002), foram registrados 19 dias de chuva, indices de precipitagdo
pluviométrica variando de 209,3 a 347,4 mm, e médias de temperatura da dgua dos viveiros
externos com valores minimos de 23,0 ©C e maximos de 32,8 °C para a regido do Vale do

Ribeira, SP.

O monitoramento da dgua das incubadoras apresentou valores médios de temperatura,
oxigénio dissolvido e ambnia: 24,4 + 1,6 °C; 8,7 mg/L e 0,1 mg/L, respectivamente. Esses

valores estdo dentro da faixa considerada boa para desenvolvimento da espécie.



Conclusoes

1) Aassociacdo da caracteristica externa anatbmica como ventre abaulado com as
internas como o didmetro dos ovdcitos, a posi¢cdo do nlcleo e caracteristicas histologicas dos
foliculos ovarianos, nos forneceu informagdes mais precisas para determinar o grau de
desenvolvimento dos ovocitos e 0 momento ideal da aplicacdo de horménios;

2) Fémeas reprodutoras de cachara que apresentaram o padrdo de distribuicdo de
freqliéncia porcentual dos didmetros dos ovdcitos com moda maior ou igual a 937,5 um, nas
1% amostras, foram capazes de responder positivamente a indugéo hormonal (HC ou hCG);

3) O hCG foi mais eficaz em relacdo ao HC na indugdo a desova de fémeas de
cachara;

4) Fémeas de 2° maturacdo gonadal apresentaram melhor desempenho
reprodutivo com o hCG , obtendo taxas de fertilizacdo mais elevadas e maior nimero de
larvas, quando comparadas as de 1° maturagéo.

5) A combinacdo de HC + hCG ndo foi adequada ao cachara P. fasciatum nas

condicOes deste experimento.
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Figura 1: Distribuigdes das frequiéncias porcentuais dos diametros dos ovocitos de fémeas em
1° maturago gonadal A) 1° amostra (linha continua); B) 3- amostra (T1 --e--, T2 --m--)
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Figura 2: DistribuicGes das freqiiéncias porcentuais dos didmetros dos ovocitos de fémeas em
2= maturacio gonadal A) 1° amostra (linha continua); B) 3- amostra (T1 --¢--, T2 - -m- -)



Tabela 1: Dados dos valores médios (+ desvio padrdo) de comprimento (cm) e peso (Kg) de
fémeas e de machos, durante dois ciclos reprodutivos, em cativeiro

1~ maturacéo gonadal 2-maturacéo gonadal

Fémeas Machos Fémeas Machos
Lt (cm) 64,6 £5,0 59,0+ 2,0 64,9 +£4,3 59,2+1,8
Wt (Kg) 26103 15+0,1 24+0,3 1,3+0,2

Tabela 2. Dados de valores medios (+ desvio padrdo) das taxas de fertilizacdo, niumero de
larvas

Taxa de Fertilizacao (%) Numero de larvas

12 maturagao 22 12 maturagao 22 maturagéo
Tratame gonadal maturagao gonadal gonadal
ntos gonadal
T1 53,44+ 18,3 a 56,08 + 30,9 165.330 + 94,1 334.545 + 244
(HC) A aA aA aA
T2 5481 +118a 81,94+ 17,3 158.570 * 20,6 633.129 + 190
(hCG) B aA aB aA

cada linha (coluna) médias seguidas de mesma letra maitscula (mindscula) ndo diferem entre
si, pelo teste de Tukey (p>0,05).
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FIGURA 3 A - B: 1' Amostra de ovocitos antes da aplicagdo hormonal, A) nicleo central (NC) e nucleo
excéntrico (NE), granulos de vitelo (GV), zona radiata (seta fina),e camada folicular (seta grossa); B) detalhe
dos granulos de vitelo (GV), zona radiata (seta fina), camada folicular (Fol) e teca (seta grossa); 3' Amostra de
ovocitos no momento da liberagdo C - H: C) granulos de vitelo (GV); D) auséncia da camada folicular em
algumas partes do ovdcito (seta fina); E) zona radiata (seta fina), alvéolos corticais (seta grossa); F) alveolos
corticais (seta fina) e resquicios da camada folicular (seta grossa); G) ovocitos em inicio de atresia (AO) e
atresia final (*); H) ovocitos em fase adiantada de atresia (OA) e zona radiata com ondulagoes (seta fina).



APENDICE



Ovéarios de Cachara Pseudoplatysioma fasciatum, que ndo receberam
tratamento hormonal

Ovarios de Cachara Pseudoplatystoma fasciatum, que receberam
tratamento hormonal e nfio desovaram apresentando aspecto flacido e hemorragico
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Figuras: A) Represa de abastecimento da Estagdo de Piscicultura, B) Viveiros externos C) Laboratério de
Reprodugdo Induzida D) Captura das matrizes através com redes de arrastos E) Selecionando através das
caracteristicas externas machos e fémeas F) Transporte G) Fémea com caracteristicas externas apta a reprodugdo H)
Foto lateral mostrando o ventre abaulado I) Cortando o actileo pontiagudo J) Preparacdo das caixas dos reprodutores
L) Vista frontal da fémea M) Caixa dos reprodutores com fluxo d’agua continuo N) Canulagdo O) Injetando
Horménio P) Coleta de ovacitos.



Figuras: A) Liberacio dos ovocitos, B) Coleta dos ovocitos em recipiente de plastico, C) e D)

Extrusdo, E) Adicionando sémen sobre os ovdcitos, F) Homogeneizagio do sémen e ovdcitos com auxilio
de uma pena, G) Adicéo de 4gua sobre a massa homogeneizada, H) Ovos hidratando, T) Coleta de ovos, J)

Colocando os ovos na incubadora.



