UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CENTRO DE AQUICULTURA DA UNESP

CAMPUS DE JABOTICABAL

EFEITO DA IDADE DAS MATRIZES DE TILAPIA DO NILO Oreochromis niloticus
NO DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO E LARVAL.

Fernanda Nogueira Valentin

Biomédica

Jaboticabal — Sao Paulo - Brasil
Marco de 2007



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CENTRO DE AQUICULTURA DA UNESP

CAMPUS DE JABOTICABAL

EFEITO DA IDADE DAS MATRIZES DE TILAPIA DO NILO Oreochromis niloticus
NO DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO E LARVAL.

Fernanda Nogueira Valentin

Orientadora: Prof®. Dra. Laura Satiko Okada Nakaghi

Dissertagdo apresentada ao Centro de Aqiiicultura
da UNESP, como parte das exigéncias para
obtencdo do titulo de Mestre em Agqiiicultura —
Area de Concentracio em Aqiiicultura.

Jaboticabal — Sao Paulo - Brasil
Marco de 2007



Ando devagar porque jd tive pressa
Levo esse sorriso porque jd chorei demais
Hoje me sinto mais forte, mais feliz quem sabe
S0 levo a certeza de que muito pouco eu sei,
Eu nada sei
Conhecer as manhds e as manhds,

O sabor das massas e das macds,

& preciso o amor pra poder pulsar,

& preciso paz pra poder sorri,

& preciso a chuva para florir.

Penso que cumprir a vida seja simplesmente
Compreender a marcha, ir tocando em frente
Como um velho boiadeiro levando a boiada,
Eu vou tocando os dias pela longa estrada eu vou,
Estrada eu sou
Todo mundo ama um dia todo mundo chora,
Um dia a gente chega, e o outro vai embora.
Cada um de nés compde a sua historia,
Cada ser em si, carrega o dom de ser capaz,
De ser feliz.
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RESUMO 1

RESUMO

A tildpia € uma das espécies mais significativas para a piscicultura atual. Todo o
conhecimento relativo a qualidade do ovo, pode melhorar as técnicas de reversao sexual, da
qual depende o seu cultivo. Assim, a identificacdo estrutural dos eventos que ocorrem na
reproducdo induzida, fertilizacdo e desenvolvimento embriondrio, numa faixa de tempo
conhecida, contribuird para uma melhor compreensao da reproducdo da tildpia do Nilo e serd
util tanto no manejo como no controle da espécie. O objetivo deste trabalho foi analisar o
efeito da idade de matrizes sobre as taxas de fecundidade, de fertilidade e de eclosdo, bem
como sobre a morfometria, a morfologia estrutural e a ultra-estrutural dos ovos da tildpia do
Nilo (Oreochromis niloticus), desde as primeiras clivagens até a eclosdo. A reproducio
induzida foi realizada em dois tratamentos: grupo 1 (2 a 3 anos) e grupo 2 (3 %2 a 4 anos), os
exemplares eram pertencentes ao setor de Tilapicultura do Centro de Aqiiicultura da Unesp.
As amostras dos ovos foram coletadas nos tempos de extrusdo, fertilizacdo, 1 minuto, 45
minutos, 60 minutos, de 30 em 30 minutos até completar seis horas, depois de hora em hora
até completar 24 horas. A partir dai, as coletas foram realizadas de seis em seis horas até a
eclosdo. Para observacdes em estereomicroscopio, morfometria dos ovos e microscopia
eletronica de varredura, as amostras foram fixadas em solu¢do de Karnovsky, lavadas em
tampao Cacodilato de Sédio e conservadas em dlcool 70 %. Nos dois grupos estudados, o
periodo embriondrio se estendeu de 60 a 84 horas, desde a fertilizagdo até a eclosdo, a uma
temperatura média de 30,4 + 0,75 °C. Em relacdo ao tamanho dos ovos, ndo houve diferenca
significativa entre os dois grupos, apresentando diametro médio de 2,58mm e 2,57mm para os
ovos do grupo 1 e 2, respectivamente. A andlise de variancia também nao foi diferente no
comprimento (25,86-27,10 cm) e peso da fémea (317-385 g); didmetro dos ovos relacionados
com a fecundidade do lote (1198-1523), fecundidade relativa (3,76-3,96); taxa de fertilizacao
(72,29-72,40) e de eclosdo (54,29-60,00), respectivamente, para fémeas do grupo 1 e 2. Em
relacdo a observacdo em estereomicroscopio, foram evidenciados os estdgios de clivagem,
blastula, gastrula, segmentacio, organogénese, larval e eclosdo. Em microscopia eletronica de
varredura foram observadas caracteristicas complementares as do estereomicroscopio, como
por exemplo, a micrdpila, a entrada do espermatozdide e diferenciacdo da regido cefilica e
caudal. Os parametros estudados na presente pesquisa, indicam que a idade das fémeas dos
dois grupos considerados: ndo influenciou a qualidade do ovo e nem o tempo de

desenvolvimento embrionario.

Palavra-chave: tildpia, reproducdo, idade, qualidade do ovo, desenvolvimento embrionério.



RESUMO 2

ABSTRACT

Tilapia is one of the most significant species for the fish crops nowadays. All the knowledge
related to egg quality can increase the sexual reversion techniques, in which its cultivation is
needed. Thus, the structural identification of the events that occur on the inducted
reproduction, fertilization, and embryo development, in a known time range, will contribute to
a better comprehension of the reproduction of the Nile tilapia and will be useful either in the
management as well as in the species control. The goal of this research was to analyze the
effect of the matrix age on the fecundity, fertility and eclosion rates, as well as about the
morphometry, structural and extra-structural morphology of the Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) eggs, since the first cleavage until the eclosion. The inducted reproduction was
performed in two treatments: group 1 (2 to 3 years old) and group 2 (3 %2 to 4 years old), the
samples pertaining to the sector of Tilapia crop of the Center of Water Crops from Unesp
(State University of Sdo Paulo). The egg samples were collected in the periods of extrusion,
fertilization, 1 minute, 45 minutes, 60 minutes, every 30 minutes until complete six hours, and
after every one hour until complete 24 hours. From then, the collects were performed every
six hours until eclosion. For the observation in stereomicroscopy, eggs morphometry, and
scanning electronic microscopy the samples were fixed in a solution of Karnovsky, washed in
cacodilate of sodium buffer and conserved in alcohol 70%. In both studied groups, the
embryo period has extended from 60 to 84 hours, since fertilization until eclosion, in an
average temperature of 30.4 + 0.75°C. When it comes to the eggs size, no significant
differences between both groups were presented, showing an average diameter of 2.58mm
and 2.57mm for the eggs in group 1 and 2, respectively. The variance analysis also was not
different in length (25.86cm — 27.10 cm) and weight (317g — 385g) of the females; diameter
of the eggs related to the fecundity of the samples (1198 — 1523), relative fecundity (3.76 —
3.96); fertilization rate (72.29 — 72.40) and eclosion rate (54.29 — 60.00), respectively for the
females of group 1 and 2. According to the observation in stereomicroscopy, it was observed
the stages of cleavage, blastula, gastrula, segmentation, organogenesis, larval and eclosion. In
scanning electronic microscopy, it was observed complement features of the
stereomicroscopy, as for instance, the micropyle, spermatozoon penetration, and
differentiation of the head and tail region. The parameters studied in this research indicate that
the age of the females in both studied groups has not influenced the egg quality nor the

embryo development time.

Word-key: tildpia, reproduction, age, egg quality, embryo development.
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1-INTRODUCAO

A despeito de haver vdrias espécies de peixes nativos que apresentam crescente
potencial para a atividade da piscicultura, as espécies exoticas ja introduzidas no Brasil
mostram uma grande vantagem sobre elas no que diz respeito ao conhecimento técnico
disponivel, tanto no campo da biologia quanto no da piscicultura propriamente dita. Tais
conhecimentos sdo imprescindiveis para viabilizar técnica e programa de piscicultura, seja
piblico ou privado (BRASIL, MINISTERIO DA AGRICULTURA e DO
ABASTECIMENTO, 2007).

Dentre as espécies exoticas encontradas no Brasil a tildpia merece destaque, pois,
atualmente sua criacdo encontra-se amplamente distribuida no mundo inteiro, podendo atingir
uma producdo mundial de 1.500.000 t em 2010, segundo Fitzsimmons (2000), representando
a terceira espécie de maior importancia econdmica na aqiiicultura mundial (BORGHETTT et
al., 2003).

Por serem consideradas espécies de grande importincia para a aqiiicultura mundial, as
tildpias sdo freqiientemente indicadas para a criagcdo intensiva. A tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus) destaca-se como uma das mais importantes, devido a sua alta taxa de crescimento,
adaptabilidade em diversas condi¢Oes e criagdo e boa aceitagc@o pelo consumidor (KUBITZA,
2000), principalmente pela excelente textura e pelo sabor de sua carne e auséncia de espinhos
intramusculares (LIMA et al., 2000).

A maturidade sexual nas tildpias estd relacionada principalmente com a fungdo da
idade e do tamanho (IGARASHI, 1995). A maior restri¢do ao seu cultivo € a sua reprodugao
precoce, a partir dos quatro meses de idade, levando ao superpovoamento dos tanques, mas
1sso pode ser solucionado utilizando apenas alevinos machos, sexuados manualmente ou
revertidos através de hormoOnios sexuais. Tildpias com idade acima de 12 meses para maioria
dos produtores é considerada como idade de despesca (PROENCA e BITTENCOURT, 1994).

Diante desses dados, indagamos as seguintes questoes:

-Sera que tildpias com acima de 12 meses de idade precisam ser descartadas?

-Tilapias com idade acima das que foram mencionadas, ndo podem ser utilizadas
como reprodutoras?

Baseado nestas questdes, o presente trabalho teve como objetivo descrever o efeito da

1dade das fémeas de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) na qualidade do ovo.
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2 - OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho sdo os seguintes:

- analisar o efeito da idade das matrizes de tildpia do Nilo Oreochromis niloticus na qualidade
do ovo, através de analise biométrica do ovo, taxa de fecundidade do lote, taxa de
fecundidade relativa, taxa de fertilizacao e taxa de eclosao.

- descrever os aspectos morfoldgicos externos dos ovos e larvas pds-eclodidas, assim como o
desenvolvimento embriondrio sob estereomicroscopio e microscopia eletronica de varredura,

desde as primeiras clivagens até a eclosao.
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3-REVISAO DA LITERATURA

Tildpia é o nome comum, atualmente aplicado para trés géneros de espécies de peixes
da familia Cichlidae: Oreochromis, Sarotherodon e Tilapia. Sdo nativos da Africa e do meio
leste africano e t€m se tornado a segunda fonte alimentar em peixe de dgua doce do mundo. O
género Oreochromis esta entre os mais importantes peixes comercialmente produzidos na
aqiiicultura mundial, com mais de 75 paises produtores (MORRISON et al., 2001).

Segundo Pinto (1998), algumas espécies do género Oreochromis, que se caracterizam
por desovar em ninhos e as fémeas incubarem seus ovos e larvas na boca foram trazidas
juntamente com outras espécies em 1971 por técnicos do Departamento Nacional de Obras
Contra a Seca (DNOCYS) de Fortaleza — Ceara.

A tildpia do Nilo Oreochromis niloticus é um dos peixes mais cultivados do mundo, e
pouco se sabe sobre a biologia da reproducdo da espécie e qualidade de seus ovos em relagao
a idade da fémea. Portanto estudos neste sentido podem melhorar as técnicas de reversdo
sexual, da qual depende o seu cultivo.

Entre os fatores conhecidos que afetam a qualidade do ovo, estd a fecundidade, o
sistema enddcrino da fémea durante o crescimento do ovdcito no ovdrio, a dieta do peixe, o
complemento de nutrientes depositados dentro do ovdcito, e condi¢des limnoldgicas da dgua
nos quais os ovos sio incubados (BROOKS et al., 1997), outro fator € o tamanho e a forma do
blastdmero, que também podem afetar a qualidade do ovo (SHIELDS et al., 1997).

Em se tratando da qualidade dos ovos em peixes, varios fatores estdo relacionados
como, por exemplo, diferentes niveis de proteina que podem influenciar na fecundidade
(GUNASEKERA et al., 1996), na fertilizacdo, na taxa de eclosdo e no tamanho do ovo,
(KJORSVIK et al., 1990). De acordo com Shields et al. (1997), um fator importante é a
simetria dos blastdmeros iniciais, que sd@o vistos como indicadores de viabilidade de vérias
espécies, como sardinha Clupea harengus (DUSHKINA, 1975), em varias espécies de
linguado como “Japenese flounder” Platichthys flesus (HIROSE et al., 1979), “Dover sole”
Microstomus pacificus (DINIS, 1982), “turbot” Scophthalmus maximus (McEVOY, 1984;
DEVAUCHELLE et al., 1988), como também em bacalhau “cod” Gardus morhua
(KJORSVIK e LONNING, 1983; KJORSVIK et al.,, 1984) e “red seabream” Pagellus
bogaraveo (SAKAI et al.,1985).

Caracteristicas morfolégicas como a transparéncia e distribuicdo de goticulas de
lipidios, o tamanho do espaco perivitelino e mudangas no didmetro do ovo depois da

fertilizacdo t€m sido estudadas por Kjorsvik et al., 1984; Sakai et al., 1985. Outro indicador
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da qualidade dos ovos € a presenca de pigmentos no vitelo, como encontrado nos salmonideos
(CRAIK, 1985). Caracteristicas do ovo de tildpia do Nilo sdo relatadas por Neumann (2004)
como cor amarela pdlido, formato ovodide, grande esfera vitelina e pequeno espaco
perivitelino entre o vitelo e o coérion, visivel s6 na regido caudal e cefdlica do eixo
embriondrio.

O tamanho do saco vitelino também pode estar relacionado com o tamanho das larvas
pos-eclodidas (GISBERT et al., 2000). Ademais o saco vitelino e a fecundidade diferem entre
as linhagens de tildpias de acordo com Neumann, 2004. Outro fator relacionado a qualidade
do ovo € a resposta ao estresse, que no caso de tildpia do Nilo pode ser uma aceleragdao ou
inibicdo completa da reproducgdo, afetando os gametas ou a qualidade da prole (SCHECK et
al., 2001).

Em relacdo ao tamanho dos ovos, estes também sofrem influéncias e variam nio s6
entre espécie “interespecifico” como também dentro da mesma espécie “intraespecifico”,
(BONISLAWSKA et al., 2001). O tamanho e o nimero dos ovos influenciam no tamanho das
larvas, na suscetibilidade as doengas, na mortalidade (WALLACE e AASJORD, 1984) e na
eclosio (COLEMAN e GALVANI, 1998). A temperatura segundo Wooton (1994), também
pode influenciar os fatores citados acima.

Outro fendmeno que tem sido discutido por BONISLAWSKA et al. (2000), € a
relacdo entre a duracdo do desenvolvimento embriondrio e o tamanho do ovo, isto é, quanto
menor é o ovo, mais rdpido € a embriogénese. Existem vérios fatores que influenciam a taxa
de crescimento, tais como certas caracteristicas do ambiente da prole, disponibilidade de
alimento, densidade de populagdo, predadores, temperatura e cuidado parental (SARGENT,
1986; EINUM e FLEMING 1999, 2002; SINERVO et al., 2000).

Estudos em relagdo ao nimero de desovas em peixes correlacionando com a estacdo
ndo tém sido muito relatados, de acordo Wooton (1979), o efeito de multiplas desovas em
peixes na mesma estacao produz uma fecundidade maior do que uma tnica desova na estacgao.

De acordo com Charnov (1993), o tamanho e a idade de maturacdo dos peixes pode
ser um motivo de mortalidade em larvas pés-eclodidas. Bromage e Cumaranatunga (1988)
relataram uma sobrevivéncia maior em ovos de fémeas de rainbow trout, na segunda desova
(Trés anos de idade) comparada com a primeira desova (Dois anos de idade), respectivamente
de 75 % para 58 % de sobrevivéncia.

A energia localizada nas gonadas parece aumentar com a idade do peixe até que a
producdo de ovos entra em faléncia, portanto, em relacdo ao tamanho dos ovos pés-eclodidos,
Jonsson (1985), cita que desovas repetidas produzem ovos maiores do que na primeira

desova, geralmente por investir relativamente mais energia nas desovas repetidas.
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Conseqiientemente, trutas Brown com desovas por um longo periodo de reproducdo, poderao
no final de sua vida quase nao ter reserva de energia (BERG et al., 1998).

Em se tratando da técnica de reproducdo induzida artificialmente, esta ja tem sido
utilizada em tildpia para garantir o momento exato da fertilizacdo e ja foi realizada por
Senthilkumaran et al. (2002) que induziu a desova de O. niloticus usando diferentes agentes
indutores, como EPC, LH-RH, HCG e um antagonista da dopamina.

Apesar das técnicas para a reproducdo induzida e incubacdo estarem bem
compreendidos em diferentes espécies de peixes, os aspectos basicos do periodo embrionario
dos peixes, que se estende da fertilizacdo a eclosio (SHARDO, 1995), t€ém sido pouco
estudados. O estudo das fases iniciais do ciclo de vida é de fundamental importancia, tanto
para o estudo da taxonomia quanto para o estudo da ecologia das espécies (SANCHES et al.,
1999). Sendo assim, torna-se importante o estudo aprofundado do periodo embriondrio dos
peixes.

A fertilizacdo é um processo de fusdo celular (OHTA, 1991), que se inicia com o
contato entre um espermatozdide e um ovdcito e culmina na unido dos nicleos destas células
(MOORE, 1994; SCHATTEN, 1999). Com o processo de fertilizagdo, uma série de eventos
ocorre, incluindo despolarizagdo da membrana plasmdtica do ovo, penetracdo do
espermatozdide, exocitose do conteddo dos alvéolos corticais, formacdo do espago
perivitelino e posterior divisdo mitética IWAMATSU, 1992). Durante a exocitose do
conteido dos alvéolos corticais ocorre um endurecimento do cérion IWAMATSU et al.,
1985), esse processo € cdlcio dependente e induz um aumento da rigidez da superficie externa
do ovo (LONNING et al., 1984).

A anatomia dos gametas da tildpia, sua funcdo e os eventos ocorridos somente durante
a fertilizacdo artificial foram relatados em microscopia eletronica de varredura por Bern e
Avtalion (1990). Na maioria dos peixes teledsteos, o espermatozoide penetra no ovocito por
uma abertura denominada micrdpila, localizada na sua superficie, tais observacdes tém sido
descritas por meio de microscopia eletronica de varredura (M.E.V.). A micrdpila consiste em
uma depressdo em forma de funil, que estd presente no cérion (KUDO, 1980; LAALE, 1980;
KOBAYASHI e YAMAMOTO, 1981; HART, 1990).

Ap6s a entrada do primeiro espermatozdide pela micrdpila inicia-se no ovécito uma
movimentacdo citoplasmadtica intensa em direcdo a micrdpila formando os pdélos animal e
vegetativo (KIMMEL et al., 1995; LEME DOS SANTOS e AZOUBEL, 1996). A clivagem
dos ovos de peixe € do tipo merobldstica ou parcial por ocorrer apenas no pdlo animal

(BALINSKY, 1970; LAGLER et al., 1977; LEME DOS SANTOS e AZOUBEL, 1996).
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A ligacdo entre o espermatozdide fertilizante e a superficie do ovo provoca uma série
de reacOes que previnem os espermatozdides supranumerdrios de entrarem no ovocito. Esse
fendmeno é denominado bloqueio a polispermia, e € muito importante no desenvolvimento
normal dos ovos monoespermdticos (GINSBURG, 1971; LONGO, 1987; IWAMATSU et al.,
1993).

De acordo com Warga e Kimmel (1990) trés movimentos celulares acompanha a
formagdo do embrido: epibolia (movimento da blastoderme unidirecional e progressivo , do
polo animal ao vegetativo), anel germinativo (sdo as primeiras células da camada profunda na
margem da blastoderme, as quais iniciam o movimento de involugdo, gerando o hipoblasto) e
movimentos convergentes (movimentos através da linha média dorsal, movimentando da
lateral para posi¢ao medial, alongando o eixo embriondrio).

Como se pode notar existem vdrios fatores influenciando na qualidade e tamanho do
ovo, entretanto, em condi¢des de clima tropical ndo foi encontrado até o momento relato de

estudos da qualidade dos ovos de tildpia do Nilo no que se referente a idade das fémeas.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Condicoes Ambientais

O experimento foi realizado no setor de Tilapicultura do Centro de Agiiicultura da
Universidade Estadual Paulista (CAUNESP), Campus de Jaboticabal, durante o més de
fevereiro de 2006. As observacdes em estereomicroscopio e morfometria dos ovos foram
observadas no Laboratério de Histologia de Peixes do Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal. As andlises em microscopia eletronica de varredura foram realizadas no
Laboratério de Microscopia Eletronica da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterindrias da

UNESP, Campus de Jaboticabal.

4.2 — Analises fisico-quimicas da agua

Foram amostradas as seguintes varidveis fisico-quimicas da dgua: temperatura
(termOometro de bulbo de mercirio), pH (potencidmetro digital), oxigénio dissolvido
(oximetro), condutividade, alcalinidade e amonia, sendo as ultimas duas varidveis
determinadas pelos métodos de Goltermann et al., 1978.

A temperatura da 4gua foi monitorada diariamente, as 8:00 e 20:00 horas, nas

incubadoras. As demais varidveis foram amostradas diariamente na parte da manha.

4.3 - Selecao dos Reprodutores:

Matrizes de O. niloticus com duas idades diferentes foram submetidas a reproducao
induzida de acordo com Senthilkumaran et al. (2002) com a Gonadotrofina Coridnica
Humana, hormonio HCG, sendo que as fémeas foram acondicionadas em tanques de alvenaria
com fluxo de dgua continuo num total de dezenove peixes para cada grupo. Foi utilizado um
macho para cada fémea. Porém, apenas 37% das matrizes do grupo 1 e 26% do grupo 2
estavam aptas para a indu¢do hormonal. As fémeas foram divididas em dois grupos com sete
fémeas para o grupo 1 (2 a 3 anos) e cinco fémeas para o grupo 2 (3 e Y2 a 4 anos). Foram
avaliadas amostras de ovdcitos para se determinar o grau de desenvolvimento. As fémeas
foram entdo examinadas e selecionadas quando apresentaram caracteristicas secundarias de
maturagdo sexual como: abddomen abaulado, abertura e/ou coloracdo da papila genital. As
fémeas selecionadas foram colocadas individualmente em cada caixa e em seguida

identificadas. Os machos foram selecionados aleatoriamente no momento da fertilizagao.
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4.4 - Inducao Hormonal

As fémeas selecionadas foram imediatamente pesadas e medidas e em seguidas foram
induzidas artificialmente por meio de inje¢des intramusculares, com Gonadotrofina Coridnica
Humana, hormo6nio HCG. Foi utilizado a marca Vetecor 5000 U.I. (Laboratorios Calier do
Brasil Ltda), foi aplicada uma dose total de 5 UI por grama de peso de peixe, dividido em
duas aplicacgdes, a primeira correspondendo a 10% da dose total na hora zero e a segunda de

90%, aplicada 18 horas apds a primeira dose.

4.5 - Extrusao dos gametas

Vinte quatro horas apds a segunda dose, as fémeas receberam o estimulo hormonal e
foram imediatamente retiradas de suas caixas e submetidas & massagem abdominal com suave
movimento antero-posterior, para a extrusao de gametas. Em seguida os ovdcitos das sete
fémeas do grupo 1 e cinco fémeas do grupo 2 foram colocados individualmente em placa de
petri para pesagem de acordo com Figura 1A. O peso da massa de ovos foi obtido subtraindo
o peso da placa de petri (determinado previamente).

O sémen dos machos de acordo com figura 1B foi previamente coletado por
compressdo abdominal, momento antes da extrusdo dos ovdcitos, com a finalidade de

minimizar o tempo entre a extrusao dos ovdcitos e a fertilizagdo.

Figura 1: Extrusdo dos ovdcitos (1A) e espermiacdo do espermatozdide (1B) de O.
niloticus.



MATERIAL E METODOS 11

4.6 - Taxa de fecundidade por lote

Para a estimativa do ndmero de ovdcitos extrusados, uma amostra destes foi coletada
no momento da liberagdo. O niimero total de células contidas em 0,5 grama desta amostra foi
verificado e multiplicado pelo peso total da massa de ovdcitos liberados em cada fémea.
Assim, a fecundidade por lote foi o ndmero total de células contidas no peso total da massa de

ovocitos liberados no lote das fémeas, segundo metodologia descrita por Vazzoler, 1996.

4.7 - Taxa de fecundidade relativa

Foi obtida pela relacdo do numero total de ovdcitos produzidos por peso de fémea,

(VAZZOLER, 1996).

4.8 - Fertilizacao Artificial

Os ovdcitos de cada fémea foram divididos em dois tratamentos: grupo 1 (2 a 3 anos)
e grupo 2 (3 e ¥2 a 4 anos), constituindo 12 desovas. A extrusdo foi registrada como tempo
inicial. Em seguida os ovdcitos e o sémen foram misturados suavemente em placa de Petri e
ativados com dgua. A partir dai, os ovos de cada fémea, foram colocados em uma incubadora,
constituindo num total de 12 incubadoras com recirculacdo de dgua constante. As amostras
foram coletadas nos seguintes tempos: extrusdo, fertilizacdo, 1 minuto, 45 minutos, 60
minutos, de 30 em 30 minutos até completar 6 horas, depois de hora em hora até completar 24
horas. Depois desse tempo as coletas seguiram de 6 em 6 horas até a eclosdo da larva.

Ap6s 12 horas de desenvolvimento, foi calculada a taxa de fertilizagao:

Taxa de fertilizagdo = ovos fertilizados - ovos ndo fertilizados

Total de ovos

4.9 - Taxa de eclosao

9

Em torno de 72 horas de desenvolvimento, foi calculada a taxa de eclosao “in vivo™.

Taxa de eclosdo = larvas eclodidas - larvas nao eclodidas

Total de larvas
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4.10 - Coleta dos ovos

Apé6s a fertilizagdo todos os ovos coletados foram individualizados em frascos
devidamente identificados. Os ovos coletados das fémeas de cada grupo foram fixados em
solu¢do de Karnovsky por 24h, lavados em tampao Cacodilato de Sédio 0,1 M, pH 7.4 e
conservados em dlcool 70%. Em seguida, foram armazenadas na temperatura de 4°C até

posterior andlise.

4.11 - Observacao em Estereomicroscopio, morfometria e microscopia eletronica
de varredura (M.E.V.).

Os ovos foram observados e analisados quanto a sua morfologia externa, selecionados
e fotografados em estereomicroscopio LEICA MZ8, acoplado ao equipamento automatico de
microfotografia LEICA CD 280, os ovos também foram analisados em microscopia eletronica
de varredura (M.E.V.). Apés montagem das pranchas com as fotografias dos ovos, estes
foram desenhados em escala com o intuito de facilitar a visualizacdo e descricdo dos estagios
de desenvolvimento embriondrio e larval da tildpia.

O didmetro maior € menor dos ovos até sua eclosdo (Figura 2) foram medidos em
estereomicroscopico LEICA MZ8 através do programa IM 50 LEICA, sendo que o diametro
médio foi calculado posteriormente. Foram medidos de 7 a 10 ovos em cada um dos tempos
de coleta, sendo que devido ao formato ovéide dos ovos, foram obtidas duas medidas: o
diametro maior (medida entre as extremidades do maior eixo, saindo da base ao pico do ovo)
e didmetro menor (regido mais larga cortando horizontalmente o comprimento). Os valores
obtidos foram avaliados estatisticamente pelo teste de Tukey com nivel de significancia de

5% (P=0,05), no programa SAS.

A
v

Figura 2: Ovécito de O. niloticus
com setas mostrando como foram
feitas as medidas de Didmetro Maior
(D.M.) em mm e Diametro Menor
(d. m.) em mm.
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Para andlise dos eventos morfolégicos externos em microscopia eletrOnica de
varredura, as amostras anteriormente fixadas em solu¢cdo de Karnovsky e transferidas para
tampao cacodilato de sédio, foram pds-fixadas em solucdo de tetréxido de 6smio a 2 % por
duas horas, lavadas novamente em tampao e submetidas a desidratacdo em bateria alcodlica
de concentragdes crescentes (30%, 50%, 70%, 80%, 90% 95%, 100%); técnica modificada a
partir da técnica utilizada pelo Reed, 1996. Em seguida as amostras foram secas em Secadora
de Ponto Critico com CO, liquido, em aparelho BAL-TEC, montadas em suporte de cobre,
metalizadas com ouro-pdlido em aparelho DENTON VACUM DESK II, analisadas e

eletromicrografadas em microscépio eletronico de varredura (JEOL-JSM 5410).

4.12 - Analise Estatistica

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com parcelas repetidas no tempo,
tendo dois tratamentos (grupo 1 — 2 a 3 anos e grupo 2 — 3 e Y2 a 4 anos) e quarenta e trés
tempos de coletas, com média de seis repeticdes por grupo. Os resultados foram avaliados

pelo teste de Tukey pelo programa SAS (SAS INSTITUTE, 1991).
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Parametros Limnologicos

A andlise das varidveis limnoldgicas da dgua nas incubadoras durante o experimento
teve valores médios de temperatura 30,4 + 0,75°C, oxigénio dissolvido 5,5 + 1,26 mg/LL com
saturacao de oxigénio de 71,5 + 14,0%, condutividade elétrica 325,0 + 65 puS/cm, alcalinidade
134,2 + 52,5 mg/L, amdnia 38,3 £ 52,3 mg/L e pH 7,6 £ 0,2.

Os parametros limnolégicos das incubadoras do presente estudo foram comparados
com os de Neumann (2004), que trabalhou com o desenvolvimento inicial de duas linhagens
de tildpia e uma linhagem hibrida, encontrando valores similares em alguns parametros, como
por exemplo, oxigénio dissolvido na &dgua, alcalinidade e pH. Porém, alguns parametros
apresentaram valores maiores comparados aos de Neumann, como a condutividade elétrica, a
amonia e a temperatura. Provavelmente tal diferenga tenha sido em decorréncia da fonte de
dgua cujas incubadoras do presente estudo foi abastecida com dgua recirculada, diferenciando
da autora citada acima, cuja dgua foi provida de mina. Temperaturas de outros trabalhos
também foram comparadas como as de Galman (1980) com 26-27°C, Galman e Avtalion
(1989) num intervalo de 24-26 °C, Rana (1990) com 30°C e Morrison et al. (2001) com 27-
29°C, revelando que em temperaturas mais elevadas geralmente os ovos eclodem com menor

tempo desenvolvimento.

5.2 - Desenvolvimento morfologico inicial

Como a maioria dos peixes 6sseos, a tildpia do Nilo apresentou fertilizacao externa. O
periodo embrionario da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) da prole dos dois grupos se
estendeu da fertilizacdo a eclosdo compreendendo um periodo de 60 a 84 horas, a uma
temperatura média de 30,4 £ 0,75°C.

Tanto os ovdcitos quanto os ovos apresentaram formato ovéide, com grande esfera

vitelina e pequeno espago perivitelino entre o vitelo e o cérion (Figura 3).
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Figura 3: Ovo de
Oreochromis niloticus
evidenciando formato
ovoide e pequeno
espago perivitelino
(seta branca).

5.3 - Tamanho do Ovo

A andlise morfométrica dos ovos das matrizes dos dois grupos de idades diferentes
estudadas em tildpia do Nilo, representada pela distribuicdo de freqiiéncia de tempo
(fertilizacdo até eclosdo) e pelo didmetro dos mesmos, nao mostrou diferenca no tamanho dos
ovos entre os dois grupos. As médias dos ovos amostrados em matrizes do grupo 1 tiveram
um didmetro médio de 2,58 mm e no grupo 2 o didmetro médio dos ovos foi de 2,57mm. A
figura 4 ilustra bem tais dados, mostrando o didmetro maior, menor e médio dos ovos. O
coeficiente de variancia da subparcela foi de CV% = 3,44 e P>0,05. O desenvolvimento da
tildpia, tanto das fémeas do grupo 1 (2 a 3 anos), quanto do grupo 2 (3 e Y2 a 4 anos), nas
condi¢des do presente experimento, o comprimento padrdao (didmetro maior) dos ovos nao
apresentou diferencas significativas até alcancar o periodo de eclosdo. As larvas recém
eclodidas apresentaram uma média de comprimento padrdo (didmetro maior) de 4,77 mm

(Figura 4).
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Figura 4: Diametro dos ovos relacionados com a distribuicao
de tempos obtidos das fémeas do grupo 1 e grupo 2 de tildpia
do Nilo. Diametro maior (la), didmetro menor (1b), didmetro
médio (1c).
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Em relacdo ao tamanho do ovo, este estudo estd de acordo com outros trabalhos em
ovos demersais relatados por Neumann (2004) com diametro entre (2,41 x 2,70 mm) e Bern e
Avtalion (1990) nos quais os ovos de peixes adultos de tildpia do Nilo apresentam um
tamanho de (2,00 x 3,00 mm).

Segundo Duarte e Alcaraz (1989), devido a tatica reprodutiva, peixes com OVOS
demersais, como as tildpias, produzem em menor nimero, porém Ovos maiores, pois estes
dependem mais da sobrevivéncia individual; enquanto espécies com ovos peldgicos precisam
produzir em maior nimero € ovos menores, para aumentar as chances dos individuos da prole,
que ficam a mercé das condi¢des indspitas do ambiente, para chegar a maturidade.

O tamanho do ovo pode afetar a taxa de eclosdo segundo Coleman e Galvani (1998),
porém no presente trabalho, o tamanho dos ovos nos dois grupos nio afetou a taxa de
fecundidade, a de fertilidade e nem a de eclosio.

Em relacdo a sobrevivéncia larval, (CHARNOV, 1993), cita que o tamanho do ovo e a
idade de maturagdo do reprodutor também podem ter func@o na taxa de mortalidade das larvas
pos-eclodidas. Segundo Gisbert et. al (2000), o tamanho do ovo ndo influencia na sua
sobrevivéncia, porém Wootton (1994), relata que este pode influenciar no tamanho larval em
peixes teledsteos. Ja os autores Sprigate e Bromage (1985), dizem que o tamanho do ovo ndo
afeta nem a sobrevivéncia dos ovos nem a das larvas, corroborando também com o presente
estudo.

Virios autores afirmam que o tamanho de ovos em peixes pode ser influenciado pelas
condicdes fisicas e fisioldgicas dos reprodutores, devido a idade, critérios de selecdo e
condi¢des ambientais (ZHUKINSKIY e GOSH, 1988; KJORSVIK et al., 1990; BROOKS et
al., 1997; BONISLAWSKA et al., 2000), no entanto, o tamanho dos ovos ndo foi influenciado

pela idade dos reprodutores no presente experimento.

5.4 - Caracteristicas na qualidade do ovo

5.4.1 - Fecundidade

A Tabela 1 mostra a média do comprimento e peso da fémea, didmetro médio dos ovos
relacionados com a fecundidade do lote (Fr) e fecundidade relativa (Fr), evidenciando que
ndo houve diferencas significativas (P>0,05) para todos os pardmetros citados acima.

Comprovando, portanto, ndo haver diferengas quanto ao didmetro médio dos ovos

entre os dois grupos de matrizes com idades diferentes e também quanto a média do nimero
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total de ovos (Fr) e o nimero de ovos produzidos por peso de fémea (Fgr) no qual foi

estatisticamente igual para fémeas do grupo 1 e do grupo 2, de acordo com o teste de Tukey.

Tabela 1: Valores do comprimento total das fémeas (Comp. ?), peso das fémeas (Peso %),
fecundidade por lote (F.), fecundidade relativa (Fg), didmetro médio de ovos (D.O.) e
coeficiente de variacdo (CV%) das matrizes de tilapias do Nilo do grupo 1 e grupo 2.

Varidveis
Matrizes  Comp. Q@ (cm) Peso Q (g) FL Fr D.O.
Média (S Grupo 1 25,86 317 1198 3,76 2,58
Grupo 2 27,10 385 1523 3,96 2,57
CV% 6,00 17,76 31,05 24,83 8,29

*Médias na mesma coluna e mesma linha ndo foram significativamente diferentes entre si

(P>0,05).

A fecundidade do lote foi comparada com os resultados obtidos por Neumann (2004) e
apresentou o dobro do nimero de ovos, j4 a fecundidade relativa foi menor e o didmetro dos
ovos foi equivalente.

Existem outros fatores além da idade do reprodutor que podem afetar os parametros
citados acima, como por exemplo, peixes que possuem multiplas desovas dentro da mesma
estacdo, produzem uma fecundidade maior do que aqueles que possuem uma tnica desova na
estacdo (WOOTON, 1979).

O grau de controle parental sobre as condigdes que serdo vivenciadas pelas larvas
durante o crescimento, pode influenciar tanto na variabilidade reprodutiva quanto no nimero e
tamanho de ovos (DUARTE e ALCARAZ, 1989). O mesmo foi sugerido por Eyson (1979),
afirmando que em tildpias, assim como em outros peixes de cuidado parental, a producdo de
ovos tende a ser baixa, apresentando uma fecundidade reduzida, principalmente os que
incubam os ovos na boca como no género Oreochromis, que precisam alojar as larvas em um
pequeno espago, também corroborando com os resultados obtidos por Coleman e Galvani
(1998).

Mesmo assim, 0 maior investimento por parte da fémea para produzir ovos grandes é
vantajoso por ter efeito benéfico sobre a sobrevivéncia da prole (EINUM e FLEMING, 2002).

Essas caracteristicas também foram evidenciadas na presente pesquisa em fémeas de

O. niloticus nos dois grupos de idades diferentes.
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5.4.2 - Taxa de fertilizacao e eclosao

Em relacdo a taxa de fertilizacdo e a taxa de eclosdo, estas ndo apresentaram diferengas
significativas entre os dois grupos de matrizes com idades diferentes (P>0,05), conforme a
tabela 2. A taxa de fertilizagcdo variou muito entre as fémeas de mesma idade, com coeficiente
de variagdo CV% = 28, 57, porém, tanto nas fémeas do grupo 1 quanto nas fémeas do grupo 2,
cerca de 60% das fémeas tiveram uma taxa de fertilizacdo > 70%. Quanto a taxa de eclosdo
os resultados também foram heterogéneos dentro do mesmo grupo de idade, apresentando
CV% = 83,84, entretanto, cerca de 60% das fémeas tiveram uma taxa de eclosdo > 90%,
porém, a média geral ficou num intervalo de 54,29 e 60,00% respectivamente para fémeas do

grupo 1 e fémeas do grupo 2.

Tabela 2: Taxa de Fertilizacdo e taxa de Eclosdo das
Fémeas do grupo 1 e grupo 2 de tildpias do Nilo.

Taxas
Fémea Fertilizacao % Eclosao %
1 86 100
2 66 0
3 34 0
Grupo 1 4 98 90
5 86 90
6 50 0
7 86 100
1 86 80
2 50 20
Grupo 2 3 70 90
4 66 10
5 90 100
Média (S2) Grupo 1 72,29 54,29
Grupo 2 72,40 60,00
CV% 28,57 83,84

Segundo Kjorsvik et al. (1990), a taxa de fertilizacdo € um pardmetro muito usado para
avaliar a qualidade da prole, na qual se torna determinante quando os ovos de teledsteos
deixados pela fémea e o processo de fertilizagdo é completo. Tal afirmacdo estd de acordo
também com a presente pesquisa, onde a taxa de fertilizagao foi diretamente relacionada com

a qualidade dos ovos.
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Quando o processo de ativacdo € incompleto pode resultar num menor espago
perivitelineo e uma diminui¢do no aumento do didmetro logo apds a fertilizacdo em ovos de
bacalhau Gadus morhua (KJORSVIK et al., 1984), portanto, a fertilizacdo e processo de
ativacdo tem sido vitais para diversos aspectos do desenvolvimento embriondrio (KJORSVIK
et al., 1990).

Em alguns estudos, a taxa de fertilizacdo nem sempre se relaciona com a
sobrevivéncia e o desenvolvimento embriondrio em estdgio tardio em muitas espécies, assim
como em linguado Limanda yokohama (HIROSE et al., 1979), carpas Cyprinus carpio
(STATOVA et al., 1982), linguado Scophthalmus maximus (McEVOY, 1984), bacalhau
Gadus morhua (KIORSVIK et al., 1984), sardinha Clupea harengus pallasi (HAY, 1986) e
salmodideos Coregonus albula (DABROWSKI et al., 1987).

No presente estudo, a taxa de fertilizacdo influenciou na sobrevivéncia e no
desenvolvimento embriondrio, principalmente em relacdo a eclosdo das larvas do que
propriamente na idade do reprodutor. Embora a média geral das duas taxas estudadas tenham
sido baixa, 60% das fémeas dos dois grupos tiveram uma taxa de fertilizacdo e de eclosdo
consideravelmente alta. Fémeas que tiveram ovos com taxa de fertilizacdo e eclosdo baixa,
talvez o problema tenha sido de manejo ou de extrusao precoce ou tardia das fémeas.

Os resultados indicam que fémeas numa faixa etdria entre 2 a 4 anos que produzem
uma média de 1300 ovos (fecundidade por lote) e possuem taxas de fertilizagdo > 70% e
eclosdo > 90%, estdo de acordo com as expectativas quando se trata de producdo de tilapias,
portanto, ndo precisam serem descartadas.

Diante dos resultados obtidos nessa pesquisa, o produtor ndo deve descartar fémeas
acima de 24 meses. Apesar do desconforto em trabalhar com fémeas maiores, em pisciculturas
que se utilizam coletas por nuvem, podem ser mantidos os lotes de fémeas grandes e com
idade acima de dois anos. O manejo € uma importante ferramenta quando se trabalha com
tilapias, portanto, € preciso mais aten¢do quanto as boas praticas de manejo principalmente
quando se trata de fémeas com idades acima de dois anos.

Charnov (1993), diz que o tamanho e a idade de maturacdo dos peixes pode ser um
motivo de mortalidade em larvas pds-eclodidas, porém, no presente estudo os dois fatores
citados acima ndo tiveram influéncia na baixa taxa de eclosdo de algumas fémeas dos grupos
estudados. Bromage e Cumaranatunga (1988) também relataram uma sobrevivéncia maior em
ovos de fémeas de truta arco-iris, comparando a segunda desova (Trés anos de idade) com a

primeira desova (Dois anos de idade), respectivamente de 75 % para 58 % de sobrevivéncia.
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5.5 - Fases do desenvolvimento embrionario em Estereomicroscopio

No presente experimento o tempo de desenvolvimento embriondrio da tildpia ndo
apresentou diferenca entre fémeas do grupo 1 e grupo 2.

- Estagio zigoto:

Depois da fertilizacdo (Figuras 5 e 6A), foi observado um pequeno aumento do espaco
perivitelino, com estabelecimento dos pdlos vegetativo € animal. Compreendendo os dois
grupos com idades diferentes, a média do inicio do desenvolvimento foi percebida com a
célula zigoto ou célula ovo formada a partir de 45 minutos apds a fertilizacao (Figuras 5 e
6B).

- Estdgio de clivagem:

O estdgio de clivagem foi caracterizado pelo inicio da divisdo mitética, e continuou até
a formacdo de espagos irregulares entre c€lulas internas. Em O. niloticus, as clivagens sao
meroblésticas e podem ser descritas como a seguir: a primeira divisdo mitdtica é percebida
entre 1:30 - 3 horas de desenvolvimento (Figuras 5 e 6C), a segunda divisdo mitética entre 2 -
3:30 horas (Figuras 5 e 6D), a terceira divisao (Figuras 5 e 6E) e quarta divisdo a partir de 3
horas (Figuras 5 e 6F, 5 e 6G), tanto nas fémeas do grupo 1, quanto do grupo 2. A fase de
morula (32-128 células) foi observada entre 3:30 - 7 horas (Figuras 5 e 6H e Figuras 7 e 8A).
Ao longo das clivagens, o nimero de blastdbmeros aumentou e o tamanho deles diminuiu.

-Estédgio de blastula:

As células continuam sob divisdes mitdticas neste estdgio, aumentando assim, o
nimero de células. Uma das caracteristicas deste estigio sdo os espacos irregulares entre os
blastobmeros e o inicio da formacdo do periblasto. Até no final deste estdgio, o primeiro
movimento de epibolia pode ser identificado. A blastula forma-se entre 5:30 - 14 horas
(Figuras 7 e 8B, 7 e 8C).

- Estdgio de géstrula:

O estagio de gdstrula foi caracterizado pelo movimento de epibolia e a ocorréncia dos
movimentos morfogenéticos da convergéncia e migragdo das células que direcionam as
primeiras camadas do eixo embriogénico como céfalo-caudal e latero-lateral. O inicio da
géstrula foi entre 10 - 15 horas com 10% de epibolia (Figuras 7 e 8D), gastrula com 20% e
50% de epibolia entre 14 - 30 horas respectivamente de acordo com as figuras 7 e 8E, 7 e 8F;
sendo que a géstrula no final da epibolia ocorreu entre 22 - 36 horas (Figuras 7 e 8G).

- Estagio de segmentacdo e organogénese:

Este estdgio foi caracterizado pela caracterizacdo da formacdo dos organismos

rudimentares e sistemas, das camadas embriogénicas. Percebe-se um esboco da cabeca e a
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pigmentagdo do vitelo (melandforos) entre 24 - 42 horas como mostram as figuras 7 € 8H e
figuras 9 e 10A respectivamente.

- Estagio larval e eclosao

Uma cauda livre, a presenca de mais de 25 pares de somitos e uma larva pronta para
eclodir caracteriza o estdgio larval. Na fase de eclosdo a larva demonstra movimentos de
natacdo. A partir de 36 horas um primérdio da vesicula 6ptica pode ser observado, nas duas
idades, ainda sem a pigmentacdo da retina, ja € percebido também um primérdio da vesicula

Otica sendo formada, a partir de 42 horas, e o cérebro € proeminente (Figuras 9 e 10B).
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Figura 5: Desenho do desenvolvimento embriondrio dos dois grupos estudados de
fémeas velhas de Oreochromis niloticus. A - Fertilizacdo; B - 45 minutos apds a
fertilizac@o; C - primeira divisdo mitética; D - segunda divisdo mitética; E - terceira
divisio mitdtica; F e G - quarta divisdo mitdtica; H - fase de morula.
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Figura 6: Fotografia em estereomicroscépio do desenvolvimento embrionario
dos dois grupos estudados de fémeas velhas de Oreochromis niloticus. A -
Fertilizacdo; B - 45 minutos apds a fertilizacdo (Seta preta — célula ovo); C -
primeira divisdo mitdtica ( * preto - blastdmeros); D - segunda divisdo
mitdtica; E - terceira divisdo mitética ( * preto - blatdmeros); F e G - quarta

divisdo mitdtica; H - fase de moérula. Aumento de 32x.



RESULTADOS E DISCUSSAO 25

Figura 7: Desenho do desenvolvimento embriondrio dos dois grupos estudados de
fémeas velhas de Oreochromis niloticus. A - Fase de moérula; B - inicio da bldstula; C
- blastula; D - inicio da géstrula; E e F - gastrula; G - final da géastrula; H - esbogo da
cabeca.
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Figura 8: Fotografia do desenvolvimento embriondrio dos dois grupos estudados de
fémeas velhas de Oreochromis niloticus. A - Fase de mérula; B - inicio da blastula; C
- blastula; D - inicio da gastrula; E e F - gastrula (traco preto — evidencia as
extremidades céfalo-caudal); G - final da géstrula (traco preto — evidencia a
extremidade caudal); H - esboco da cabeca (seta branca). Aumento 32x.
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Figura 9: Desenho do desenvolvimento embrionario dos dois grupos estudados de
fémeas velhas de Oreochromis niloticus no estdgio de organogénese, larval e
eclos@o. A - Esbo¢o de cabeca e inicio da pigmentag¢do do vitelo; B - cabeca e
cauda proeminente e pigmentacdo do vitelo evidente; C - inicio da pigmentagdo da
retina; D e E - completa formacdo da larva e eclosdo e circulagdo extra
embriondria.
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Figura 10: Fotografia do desenvolvimento embriondrio dos dois grupos
estudados de fémeas velhas de Oreochromis niloticus no estigio de
organogénese, larval e eclosdo. A - Esboco de cabeca (seta branca) e inicio
da pigmentacdo do vitelo (seta preta); B - cabeca e cauda proeminente (seta
branca) e pigmentacdo do vitelo evidente (seta preta); C - inicio da
pigmentagdo da retina (seta preta); D e E - completa formagdo da larva e
eclosdo (seta preta — somitos) e circulacdo extra embriondria (circulo
branco). Aumento 32x.
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Entre 42 - 54 horas vé-se o inicio da circulacio extra-embriondria do vitelo e o inicio

da pigmentacdo da retina (Figuras 9 e 10C). Entre 54 - 78 horas, tanto as fémeas do grupo 1,

quanto as do grupo 2, a circulag@o extra-embriondria € bem evidente e a cauda ja estd separada

do vitelo caracterizando a completa formacao da larva. A eclosdo dos ovos ocorre entre 60 -

84 horas e com 84 horas a eclosdo dos ovos € total, nas duas idades das matrizes (Figuras 9 e
10D, 9 e 10E).

A tabela 3 mostra uma comparag¢ao em relacdo aos tempos das fases embriondrias nas

duas idades, com outros trabalhos jd publicados com desenvolvimento embriondrio de

Oreochromis niloticus. Percebe-se como os tempos do desenvolvimento embriondrio variam

conforme a temperatura e condi¢des experimentais de cada trabalho.

Tabela 3: Observacdes obtidas durante o desenvolvimento embriondrio no presente estudo
com outros trabalhos de Oreochromis niloticus.

Horas depois da Fertilizacao

Presente Presente Galman e Rana, 1990  Morrison, Paes et al.,
estudo estudo Avtalion, 2001 2005
1989
Fases do Fémeas Fémeas
Desenvolvimento Grupo 1 Grupo 2
(30,440,75°C)  (30,4+0,75°C) (24-26°C) (28°C) (27-29°C)  (28,7%1,5°C)
HORAS HORAS HORAS HORAS HORAS HORAS
Célula ovo 0:45-2 0:45-2 0-1 - 1:30 1-2
2 células 1:30 - 2:30 2-3 1-5 2-3 1:30-2 1-2
4 células 2-3 2-3:30 2-3:30 4 2-3 2-3:30
8 células 3-3:30 3-3:30 2-3:30 4 2-3 3-3:30
Moérula 3:30-7 3:30-7 5:30 - 10:30 - 5:30 3:30 - 5:30
Blastula 5:30- 14 5:30- 14 10:30 - 12 10 5:30- 14 4-11
Gastrula 10-15 10-15 24 10 22 7-23
Epibolia 14 -24 14 - 30 24 14 22 10-23
Somitos 42 42 40 30 26 - 30 42
Vesicula optica 36 - 42 48 - 54 52 30 31 30
Vesicula ética 42 - 66 46 - 66 65 - 76 42

Eclosao 60 - 84 60 - 84 72 90 - 120 100 - 125 72 - 90
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Nao houve diferencas significativas em relacdo ao tempo e a fase de desenvolvimento
até a eclosdo nos dois grupos estudados, porém, ovos de O. niloticus da presente pesquisa
eclodiram com menor tempo de desenvolvimento quando relacionado com os trabalhos de
Galman e Avtalion, 1989; Rana, 1990; Morrison, 2001; cujos trabalhos foram realizados no
exterior, no entanto, o tempo de eclosdo foi similar a pesquisa de Paes et al. 2005, que foi
realizada no Brasil. Fatores como a temperatura, o clima, a genética, provavelmente tenham
influenciado no tempo de desenvolvimento e de eclosio.

As caracteristicas morfoldgicas iniciais dos ovdcitos e dos ovos apresentadas neste
experimento foram as mesmas apresentadas por Neumann (2004) e Paes (2005); com formato
ovoide, grande esfera vitelina e pequeno espaco perivitelino, de acordo também com a
descri¢do de ovos em O. niloticus estudado por Morrison et al., 2001.

A morfologia externa dos ovos em estereomicroscopio, caracterizadas pelas fases da
embriogénese de tildpias foi 2 mesma observada em peixes 6sseos como em pacu Piaractus
mesopotamicus; tambaqui Colossoma macropomum e hibrido tambacu (RIBEIRO et al.,
1995).

Logo apds a fecundagdo foi observado um pequeno espago perivitelino nos ovos de
tilapia Oreochromis niloticus, como também foi observado em Rhamdia hilarii (GODINHO
et al., 1978). Entretanto, este espaco nem sempre € reduzido, podendo apresentar-se de forma
ampliada, como acontece em pacu Piaractus mesopotamicus, no tambaqui Colossoma
macropomum € no hibrido tambacu (RIBEIRO et al., 1995).

Nos ovos estudados dos dois grupos com idades diferentes foram identificados dois
polos distintos: o pdélo animal e o pélo vegetativo. Com tal peculiaridade, tais ovos sdo
classificados como telolécitos. Eles sao também considerados como polilécitos, devido a
grande quantidade de vitelo existente nos mesmos. Tanto nos ovos da tildpia do presente
estudo, quanto nos ovos de pacu, o processo de segmentacdo € parcial ou meroblastico,
ocorrendo somente no polo animal (LAGLER et al., 1977). A continuidade deste processo,
que € tipico dos teledsteos, leva de um lado a diminuicdo do tamanho dos blastomeros; de
outro, a formacao de dois tipos celulares (células blastodérmicas e células periblasticas) e de
outro, ao inicio do movimento de epibolia.

Durante a clivagem das células embriondrias de peixes, o nimero de células aumenta,
enquanto o tamanho celular diminui, uma caracteristica também relatada por Castellane et al.
(1994) em Prochilodus lineatus.

Foram observados no presente estudo os movimentos celulares que acompanham a

formacdo do embrido como a epibolia e 0s movimentos convergentes.
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O inicio da géstrula se d4 com o primeiro movimento de epibolia (LEME DOS
SANTOS e AZOUBEL, 1996), estas observagdes estdo de acordo com aquelas observadas em
Oreochromis niloticus no presente experimento. Ganeco (2003) relatou em Brycon
orbignyanus que o fim da epibolia € completado pelo fechamento do blastéporo pela
blastoderme e a formacao do botdo caudal. Tal fechamento ndo foi evidenciado neste trabalho
devido ao maior tamanho do ovo, o embrido ndo consegue estender através de todo o pdlo
vegetativo, por isso, a organogénese rudimentar (segmentacdo de somitos) inicia antes de
terminar o movimento de epibolia, corroborando com a descri¢do do desenvolvimento
embriondrio de O.niloticus estudado por Morrison et al., 2001.

Na presente pesquisa o desenvolvimento embrionario em tildpia nos dois grupos de
idades estudadas, a uma temperatura de 30°C, ocorreu entre 45 a 120 minutos apds a
fertilizac@o e o inicio da eclosdo ocorreu 54 horas apds a fecundagio, com 84 horas a eclosao
foi total e as larvas recém eclodidas apresentaram um comprimento padrdo médio de 4,77
mm. Nakatani et al. (1999) mostraram que em tildpias, o desenvolvimento embriondrio a uma
temperatura de 24 a 26°C, iniciou 90 minutos apds a fertilizacdo e a eclosdo ocorreu em 72
horas apds a fecundacdo, sendo que as larvas recém eclodidas mediam cerca de 5,42mm
comprimento.

Morrison et al. (2001) sugerem que as variacdes ocorridas na taxa de embriogénese e
desenvolvimento embriondrio, tais como assimetria e malformacao, estdao relacionados com a
idade de reproducdo e a temperatura de incubagdo. Kimmel et al. (1995) e Morrison et al.
(2001) verificaram que até dentro da mesma desova fertilizada e incubada em condi¢des
favordveis, ocorre assimetria do desenvolvimento embriondrio. Vallin e Nissling (1998)
complementam dizendo que embrides malformados na fase de bldstula apresentam
desenvolvimento normal, indicando oportunidades similares de sobrevivéncia futura
comparada com embrides controle.

As matrizes do grupo 1 (2 a 3 anos) e as matrizes do grupo 2 (3 e ¥2 a 4 anos) de O.
niloticus, demonstraram uma reduzida assimetria do desenvolvimento e pouca variagdo na
divisdo dos blastdmeros nos dois grupos, isto provavelmente se deve pela temperatura
constante de 30°C. O tempo de desenvolvimento também ndo foi diferente quando se

comparou as duas idades de O. niloticus.
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5.6 - Desenvolvimento embrionario em microscopia eletronica de varredura
(M.E.V.)

As fases de desenvolvimento embriondrio da tildpia do Nilo foram analisadas em
M.E.V. nas duas idades e complementou as caracteristicas observadas em lupa, mostrando nao
haver diferenca entre as fémeas do grupo 1 e grupo 2.

A micropila (orificio em forma de cone), local de penetracdo do espermatozdide s6 foi
evidenciada em M.E.V., tanto nas fémeas do grupo 1 e 2. Esta se caracterizou por apresentar
uma densa rede de microfilamentos (Figura 11A). A penetracdo do espermatozdide através da
micrépila pode ser observada de acordo com a figura 11B. E apdés a penetracdo do
espermatozdide e formacdo do zigoto, numerosos espermatozdides podem ser encontrados nas
proximidades da micropila, aparentemente presos na rede de microfilamentos (Figura 11C).

As clivagens sdo ilustradas pelas figuras 11D, 11E e fase de morula figura 11F.

O estédgio de bléstula foi evidenciado na figura 11G e o estdgio de gistrula de acordo
com as figuras 11H (inicio da gastrula), 111 (géstrula com 25% de epibolia), 12A (gastrula
com 50% de epibolia), 12B final da géstrula (80% de epibolia) também puderam ser
evidenciados.

Na organogénese (Figuras 12C e 12D) notou o inicio da diferenciacdo das regides
cefdlica e caudal; o cérebro proeminente (Figura 12E), e a presencga da vesicula 6tica também
pode ser evidenciada (Figura 12F). No estdgio larval, a cauda ja estd separada do vitelo
caracterizando a completa formagdo da larva (Figura 12G e 12H). A regido da notocorda
também pode ser notada na larva (Figura 13A). Evidenciou que em O. niloticus a larva eclode
com a boca fechada (Figuras 13B e 13C). Os tempos de desenvolvimento foram os mesmos

verificados em estereomicroscopio.
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Figura 11: Eletromicrografia do desenvolvimento embrionario de Oreochromis
niloticus. A - Extrusdo (seta branca — micrépila, seta preta - microfilamento); B
e C — fertilizag@o (seta preta — espermatozéide); D e E - clivagens ( * branco —
blastomeros); F - moérula (seta preta - blastdmero); G - blastula; H - inicio da
gastrula; I - gastrula (25% de epibolia).
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Figura 12: Eletromicrografia do desenvolvimento embriondrio de Oreochromis niloticus. A -
Gastrula (50% de epibolia); B - final da gastrula (80% de epibolia); C e D - diferenciagdo
cefélica (seta branca grossa) e caudal (seta branca fina); E - cérebro proeminente (linha em
circulo); F - vesicula 6tica (seta preta); G e H - cauda separada do vitelo (seta branca com duas
pontas) e completa formagdo da larva.
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Figura 13: Eletromicrografia do desenvolvimento embriondrio de Oreochromis niloticus. A - Larva
eclodida e regido da notocorda (seta branca no detalhe); B e C - boca fechada da larva (seta branca e
circulo no detalhe).
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A micrépila caracterizou-se no ovocito de O. niloticus como uma depressdo na
zona radiata ou abertura no p6lo animal. O vestibulo micropilar apresentou forma de funil
com presenga de vdrios sulcos ou pregas com disposicdo retilinea, permitindo a entrada de
apenas um espermatozdéide, também foi observado em M.E.V. que a larva eclode com a boca
fechada, concordando com o observado por Morrison et al., 2001.

A superficie do ovdcito em torno da abertura micropilar mostrou poros mais proximos
uns dos outros em relag@o as outras dreas da superficie da zona radiata. Segundo Laale (1980),
por esta pequena abertura o espermatozdide penetra no ovdécito. A forma afunilada da
micrépila revela que a abertura interna do canal permite a entrada de um unico
espermatozodide de acordo com estudos realizados por Kobayashi e Yamamoto, 1981; Hart e
Donovan, 1983; Rizzo e Bazzoli, 1993. Sua morfologia varia em diferentes espécies de peixes
(LAALE, 1980), entretanto, na maioria dos teledsteos apresenta forma de funil (HART, 1990).

No presente estudo depois da penetragdo do espermatozdide e formagdo do zigoto,
ainda permaneceram numerosas células espermaticas préximas a micrdpila, aparentemente
presas nos filamentos da rede perimicropilar. Estas mesmas caracteristicas também foram
evidenciadas por Bern e Avtalion, 1990. Também foi evidenciado em M. E. V. que em O.

niloticus a diferenca de idade nao influenciou no tempo de eclosdo.
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6 — CONCLUSAO

A idade das fémeas dos dois grupos estudados ndo influenciou para o produtor nas
caracteristicas em relacdo a qualidade do ovo e nem no tempo de desenvolvimento

embrionario.
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