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FASE EMBRIONARIO E LARVAL DO HIBRIDO Pseudoplatystoma reticulatum x
Leiarius marmoratus E DO PARENTAL Leiarius marmoratus?

Autor: Diego de Oliveira
Orientador: Danilo Pedro Streit Junior
Co-Orientador: Ligia Uribe Gongalves

Resumo

A medida que sdo postuladas novas espécies e algumas S&o
inseridas em modelos ja definidos de producéo de espécies aquaticas, estudos
do desenvolvimento embrionario e larval sdo necessarios para aumentar os
indices de sobrevivéncia em laboratérios de reproducdo. Espécies de peixes
neotropicais para piscicultura sdo largamente estudadas, a fim de caracterizar
o desenvolvimento embrionario e larval, identificar e localizar areas de desova,
conhecer os pontos criticos do desenvolvimento e 0 momento exato do inicio
da alimentagcdo exdgena. Este trabalho teve por objetivo analisar as diferentes
fases do desenvolvimento embrionario e larval do parental Leiarius marmoratus
e do hibrido Pseudoplatystoma reticulatum x Leiarius marmoratus. O hibrido,
originado do cruzamento interespecifico, apresenta insercdo na cadeia
produtiva no Norte e Centro-Oeste do Brasil. Logo, compreender o
desenvolvimento destes processos agrega conhecimento tanto a espécie
quanto ao hibrido em relagédo a sua ontogenia. A partir da coleta de material em
laboratorio de reproducéo de peixes, utilizaram-se embrides para a realizacao
de fotomicrografias do desenvolvimento embrionario e tecido para analise
histolégica. Os resultados revelaram o desenvolvimento ontogénico inicial de
ambas as espécies, semelhante ao que ocorre em teledsteos, com o estadio de
clivagem mostrando assincronia na divisao dos blastémeros, inicio da formacéo
da camada sincicial de vitelo no estadio de mérula, gastrula com formacéo de
anel vitelinico e escudo embrionario, abertura da boca da larva as 36 e 48
horas para espécie e hibrido, respectivamente, e aquisicdo de alimento
exdgeno pelo hibrido as 72 horas apos a eclosdo. Houve maior espaco
perivitelinico e a aquisicdo de alimento exdégeno pela larva do hibrido em
relacdo a larva do parental L. marmoratus. A ndo captura de alimento exégeno
por L. marmoratus pode ser devido ao reduzido tamanho do aparato bucal em
relacdo ao alimento exdégeno oferecido. Com isso, € possivel sugerir a
necessidade de adequacao da alimentacdo no periodo larval da espécie, além
de satisfazer cuidados especificos como monitorar a vazao da incubadora (3
litros por minuto) durante a incubacéo, e reduzir a densidade de estocagem de
embrides, a fim de evitar choques mecanicos entre 0S mesmos, pois
apresentam distancia perivitelinica reduzida, o que determina a fragilidade do
embrido de L. marmoratus.

! Dissertagdo de Mestrado em Zootecnia — Produgdo Animal, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
(67p.). Marcgo de 2013.
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Abstract

As new species are postulated and some are inserted in templates already
defined of aquatic species production, studies of embryonic and larval
development are necessary to increase survival rates in laboratory breeding.
Neotropical fish species for aquaculture are widely studied, to characterize the
embryonic and larval development, identify and locate spawning areas, know
the critical points of development and the exact time of first feeding. This study
aimed to analyze the different stages of embryonic and larval development of
the parental Leiarius marmoratus and the hybrid Pseudoplatystoma reticulatum
X Leiarius marmoratus. The hybrid, originated from the interespecific cross,
presents insertion in the production chain in the North and Midwest of Brazil.
Therefore, to understand the development of these processes adds knowledge
to the species as the hybrid relative to its ontogeny. From the collection of
material in fish reproduction laboratory, embryos were used to make
photomicrographs of embryonic development and tissue for histological
analysis. The results revealed the initial ontogenetic development of both
species, similar to what occurs in teleosts, with the cleavage stadium showing
asynchrony in the division of blastomeres, the early formation of the yolk
syncytial layer in the morula stage, gastrula with vitelline ring formation and
embryonic shell formation, mouth opening of the larva at 36 and 48 hours for
species and hybrid, respectively, and food acquisition by exogenous food by the
hybrid at 72 hours after hatching. There was a greater perivitelline space and
the acquisition of exogenous food by larvae of the hybrid compared to the
larvae of the parental L. marmoratus. Failure to capture exogenous food by L.
marmoratus may be due to the small size of the oral apparatus in relation to the
exogenous food offered. So it is possible to suggest the need for an adequate
supply during the larval period of the species, in addition to meeting specific
care as monitor the flow of the incubator (3 liter per minute) during incubation,
and reducing stocking density of embryos, in order to avoid mechanical shocks
therebetween, cause they present reduced perivitelline distance, which
determines the fragility of the embryo L. marmoratus.

1 Master of Science dissertation in Animal Science, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, (67p.). March,
2013.
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil possui potencial hidrico privilegiado em toda sua extensao
continental, além de grande diversidade de espécies de peixes e iniUmeras com
potencial zootécnico inexplorado (Sidonio, 2012). Apesar de existir
desenvolvimento de tecnologias para espécies neotropicais no Brasil, ainda
sdo necessérias informacbes sobre caracteristicas bioldégicas das espécies
com potencial para piscicultura (Luz et al., 2001; Buzollo, 2011) nas diferentes
fases do desenvolvimento.

O dominio da reproducdo e do desenvolvimento inicial de espécies
de peixes sdo fundamentais para a propagacdo controlada das espécies, e
assim viabilizam a producdo aquicola. Estudos do desenvolvimento
embrionério sdo utilizados para a manutencdo dos recursos pesqueiros,
envolvendo: cultivo de peixes, desenvolvimento ontogénico, modelos
experimentais e avaliacdo da qualidade ambiental (Ninhaus-Silveira et al.,
2006). Apesar disso, faltam estudos especializados da ontogenia inicial, e as
informacdes da biologia de espécies nativas e de seus hibridos sdo escassas.
Esses estudos permitiiam o conhecimento da ontogenia inicial das espécies
que se inserem na piscicultura, resultando em avangos no cultivo, no
melhoramento genético, aplicacdo na cadeia produtiva, criopreservacao de
gametas, embrides e tecidos.

A criagcdo de peixes neotropicais sul-americanos tem se
desenvolvido seguindo modelos de sistemas produtivos ja definidos, como os
de salméo e tilapia, através de formacéo de cadeia de suprimentos, formacao
de estruturas para processamento do pescado e cooperativiSsmo ou
verticalizagdo (Rotta, 2009). Apesar destes avangos, a aquicultura tem seu
potencial de crescimento reduzido, em que um dos entraves para este
crescimento € o pouco conhecimento biolégico das espécies nativas que séo
utilizadas nas pisciculturas (Godinho, 2007).

Estabelecer a cadeia de producdo de uma espécie de peixe no
Brasil, na maioria das vezes, sobrepde-se a necessidade de conhecimento de
aspectos basicos da biologia. Em muitos casos, tecnologias de producdo como
utiizacdo de gametas (sémen) congelado e melhoramento genético, se
colocam a frente de informacfes basicas como estudos de gestdo, ciclo
reprodutivo e ontogenia dos peixes (Guerreiro, 2012). Apesar disso, ainda sao
praticadas técnicas rudimentares de producao, dificultando o aprimoramento de
indices zootécnicos (Rotta, 2009), como ocorrem com 0S cruzamentos
interespecificos de forma desregrada, sem possuir um planejamento para
contencdo de hibridos. Esta busca por hibridos com melhor desenvolvimento
gue seus parentais, que € adotado largamente no pais, pode acarretar uma
Séria consequéncia na conservacao genética de espécies, ja que o resultado
destes cruzamentos é a formacao de hibridos com reproducdo compativel com
suas espeécies parentais (Abreu et al., 2009; Hashimoto et al., 2012; Prado et
al., 2012).
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Espécies estudadas

A ontogenia inicial de Leiarius marmoratus e do hibrido com a fémea
de Pseudoplatystoma reticulatum sera discutida neste trabalho. A ordem
Siluriformes compreende 35 familias, 446 géneros e aproximadamente 2867
espécies. Estes numeros, porém, se modificam com realocacdes de espécies
dentro de diferentes familias, além da expectativa de descoberta de novas
espécies desta ordem (Nelson, 2006).

A familia Pimelodidae se restringe a 30 géneros e 93 espécies
reconhecidas que sdo encontradas em aguas doces da América do Sul e
regides istmicas, possuindo espécies ainda ndo descritas (Reis et al., 2003;
Buirtrago-Suérez & Burr, 2007; Ferraris, 2007).

Leiarius marmoratus

O Leiarius marmoratus (Gill, 1870) pertence a Ordem e a Familia
supracitada, conhecido como jundia amazonico ou peixe onca. E distribuido ao
longo da bacia dos rios Amazonas e Orinoco, abrangendo Venezuela,
Colémbia, Brasil, Bolivia e Peru. E uma espécie migradora que realiza o
processo migratério no periodo em que ocorrem as maiores precipitacdes
pluviométricas (Carolsfeld et al.,, 2003). Tem sido recomendado para
diversificar a aquicultura nas regides onde € endémico (bacias dos rios
Amazonas e Orinoco) e fora dela (Reis et al., 2003; Ramirez-Merlano et al.,
2010). No Brasil, € endémico nos estados que abrangem a Regido Norte do
pais, com exce¢do de Tocantins. Sua carne é muito apreciada, possuindo a
caracteristica dos siluriformes de néo apresentar espinhos intermusculares em
forma de “y” (Mora Sanchez et al, 2009).

Em seu ambiente natural, a espécie apresenta habito alimentar
piscivoro, com comprovacdo de 100% de conteudo estomacal baseado em
peixes (Layman et al., 2005). Contudo, estudos relacionam tendéncias
onivoras, habitando o fundo dos rios e consumindo organismos bentbnicos,
onde a temperatura da agua varia de 24 a 26°C e pH entre 5,8 e 7,2 (Reis et
al., 2003; Layman et al., 2005; Ramirez-Merlano et al., 2010).

A primeira reproducdo induzida em laboratério desta espécie foi
relatada em 1986, por Christopher Kossowski, na Venezuela. A partir deste
fato, foram iniciados ensaios de hibridacdo com outras espécies de
Pimelodidae, em funcéo da aceitagdo do jundia amazdnico ao alimento inerte e
da tendéncia a onivoria, diferentemente dos outros bagres piscivoros (Mora
Sanchez, 2003; Cruz-Casallas et al., 2010). De todo modo, ocorrem
dificuldades na obtencdo dos gametas masculinos, uma vez que os testiculos
possuem numerosas formacdes digitiformes que terminam no ducto
espermatico, dificultando a extrusdo manual do esperma, além de fatores
hormonais para a obtencdo dos gametas, como o0 estresse causado pelas
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condicbes de cativeiro e a perda das condicdes ambientais apropriadas a sua
reproducao natural (Viveiros et al., 2002; Mira et al., 2010a).

Quanto a larvicultura, estratégias produtivas como condicionamento
alimentar com alimentos vivos e dietas balanceadas que garantam o
crescimento das larvas de L. marmoratus na primeira alimentagcdo s&o
essenciais. Os alimentos menores, como nauplios de artémia recém eclodidos
e cladoceros, contribuem para sua alimentacéao inicial (Ramirez-Merlano et al.,
2010). Apés a larva consumir o conteddo do saco vitelinico, inicia-se a
adaptacao ao alimento inerte, oferecendo-se dieta com 45% de proteina bruta,
reduzindo a niveis de 30% na fase de engorda, obtendo resultados satisfatérios
de crescimento, com animais pesando cerca de 800g, em um periodo de 8
meses (Cruz-Casallas et al., 2010).

Pseudoplatystoma reticulatum

Pseudoplatystoma reticulatum (Eigenmann & Eigenmann, 1889) se
diferencia de outras espécies do género Pseudoplatystoma por possuir como
caracteristicas no tegumento (pigmentacdo externa), maculas que ndo formam
linhas verticais. Elas se conectam entre si formando células, e ndo possui
pintas na lateral do corpo, somente na cabeca e cauda, sendo as da cauda
escassas e menores que as da cabeca (Buitrago-Suarez & Burr, 2007).

Na descricdo de Buitrago-Suarez & Burr (2007) sobre novas
espécies de Pseudoplatystoma, a espécie em estudo ndo era reconhecida. A
nomenclatura de P. reticulatum era atribuida a espécie P. fasciatum, e
confundida com P. tigrinus. Porém, na PCA (Andlise dos Componentes
Principais) deste género, foi verificada diferenca significativa entre os grupos
citados. Apesar destas constatacdes a partir do estudo do tegumento, novas
espécies poderdo ser nomeadas ou retiradas por meio de estudos como o de
Torrico et al. (2009). Neste estudo, analisando a variabilidade genética entre
estas espécies, constatou-se a possibilidade de vicariancia® na existéncia das
mesmas, principalmente por serem de bacias hidrogréaficas diferentes.

O P. reticulatum, também conhecido como surubim cachara, é
distribuido em parte da bacia do rio Amazonas e na bacia do rio Parana
(Buitrago-Suarez & Burr, 2007; Torrico et al.,, 2009). O habito alimentar
carnivoro icti6fago do género Pseudoplatystoma Ihe confere importante papel
como predador nos rios em que se encontra. Migram longas distancias para
que possam se reproduzir, possuem desova total e ndo possuem cuidado
parental (Faustino et al., 2007; Abreu et al., 2009). Ultimamente, tem ocorrido
reducdo do numero de individuos devido as mudancas ambientais, tais como
construgdo de barragens, poluicdo agricola e industrial (Bignotto et al., 2009;

! mecanismo evolutivo no qual a distribuicdo de uma espécie ancestral é fragmentada em duas
ou mais areas, devido ao surgimento de uma barreira natural (Instituto Anténio Houaiss, Editora
Objetiva, Copyright 2001-2009).
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Torrico et al., 2009), além da pesca predatéria. A pesca deste género para a
formacao de plantel de reprodutores, realizada tanto por piscicultores quanto
por pescadores que comercializam para os piscicultores, contribui para o setor
produtivo por ser uma importante espécie nativa para a piscicultura comercial,
embora esta formacdo resulta em impacto ambiental pela reducdo de
individuos adultos (Torrico et al., 2009; Abreu et al., 2009).

A reproducdo de P. reticulatum, em laboratorio, ocorre com
facilidade através da inducdo hormonal com extrato bruto de hipdéfise de carpa
(EHC). Entretanto, altas taxas de mortalidade larval podem ocorrer devido ao
frequente canibalismo ja no segundo dia de vida (Faustino et al., 2007), o que
demanda manejo alimentar intensivo para que as larvas capturem organismos
vivos de espécies forrageiras. Além disso, essa espécie necessita ser
submetida a um treinamento alimentar para a adaptacdo ao consumo de dieta
comercial seca e extrudada (Baras & Jobling, 2002), fase que também pode
ocorrer perdas de larvas e alevinos.

O surubim cachara é considerado uma espécie nobre com alto valor
comercial, possui carne saborosa e com baixo teor de gordura, ndo possuindo
espinhos intramusculares (Romagosa et al., 2003; Faustino et al., 2010).
Devido aos fatores que promovem a reducdo de seus individuos nos rios
(sobrepesca, poluicgdo dos mananciais, construcdo de hidrelétricas), a
aceitacdo mercadoldgica e as boas caracteristicas zootécnicas (Crepaldi,
2006), surge no mercado a oportunidade de desenvolvimento de um sistema
de cultivo préprio a espécie. Desse modo, estudos sdo desenvolvidos na
geracdo de um pacote tecnoldgico para produzir surubins em cativeiro com
indices de producdo zootécnica satisfatorios ao produtor (melhores
rendimentos de carcaca, reducdo da converséo alimentar e aumento no ganho
de peso) (Crepaldi et al., 2006; Faustino et al., 2007; Resende et al., 2010).

Reproducao em Cativeiro

As espécies escolhidas para realizar este estudo séo reofilicas, ou
popularmente, de piracema. A piracema é um fenémeno de migracdo de peixes
contra a correnteza do rio, para que ocorra a maturacao das gonadas, atraves
de controle hormonal. Ainda, para ocorrer sua reproducdo no periodo
reprodutivo, ha necessidade de sincronizacdo da maturacdo das gébnadas com
fendmenos climaticos, que no caso de espécies tropicais, significa o inicio da
estacdo das chuvas, aumento dos valores de temperatura da agua e aumento
do fotoperiodo (Romagosa, 2010; Honiji et al., 2012; Boncompagni-Junior et al.,
2013).

Para o sucesso na obtencdo de gametas em cativeiro, a utilizagéo
de hormonios é imprescindivel, pois nestes sistemas o0s efeitos ambientais
(chuva, temperatura, fotoperiodo) ndo possibilitam a liberacdo dos gametas. A
inducdo hormonal permite que ocorra a maturacéao final e desova, atraves da
migracdo e desintegracdo da vesicula germinal, rompimento do envelope
folicular e liberacdo dos ovocitos para a luz dos ovarios, com consequente
eliminacdo dos ovocitos. Para os machos, a fungdo béasica da inducgéo
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hormonal é aumentar o volume de sémen para ocorrer maior fluidez do mesmo
no momento da extrusdo (Zaniboni Filho & Weingartner, 2007).

Quanto ao processo reprodutivo em cativeiro, tradicionalmente
utiliza-se EHC, como relatado no estudo de Marques et al. (2008) na inducéo
hormonal de P. corruscans. O autor utilizou EHC de acordo com o protocolo
desenvolvido por Woynarovich & Horvath (1983). Com duas doses deste
horménio administrados em intervalos de 10 horas, obtiveram os gametas
femininos a fim de prosseguir com a fertilizacdo a seco. Uma Unica dose foi
utilizada para o macho, que a recebeu no momento de inducdo da segunda
dose da fémea. A inducdo hormonal, no entanto, pode ser modificada através
da variacdo do tempo para aplicacdo das doses nas fémeas, diferentes
dosagens hormonais e diferentes hormonios (Leonardo et al., 2004; Crepaldi et
al., 2006; Caneppele et al., 2009), providenciando desta forma a liberacdo dos
ovocitos, de acordo com a resposta das diferentes espécies, ou objetivando a
reducado de custos.

Hibridagéo

A hibridacéo interespecifica € vista como uma técnica para explorar
o vigor hibrido ou a heterose das espécies progenitoras (Bartley et al., 2001). E
uma forma de obter caracteristicas desejaveis na primeira geracdo apos o
acasalamento, sem necessitar de um longo programa de melhoramento
genético (Resende et al.,, 2010). Estas caracteristicas podem significar maior
ganho em peso em um menor periodo de tempo, aumento de tolerancias
ambientais e resisténcia as condi¢cdes de cultivo (Bartley et al., 2001; Prado,
2012).

Embora as técnicas de reproducdo induzida e incubacdo estejam
compreendidas em varias espécies de peixes, 0 que contribui para a produgéo
de hibridos, ainda ha poucos relatos sobre os aspectos basicos da ontogenia
destes hibridos (Faustino et al., 2010). Assim, aumentar o conhecimento sobre
0s aspectos ontogénicos de hibridos € crucial na compreensao e tomada de
decisbes no manejo em laboratérios de pisciculturas durante o processo de
embriogénese e larvicultura.

E importante ressaltar que o escape de hibridos de pisciculturas
para mananciais pode representar uma ameaca a integridade genética das
populacdes locais pelo potencial risco de retrocruzamento e subsequente
introgressao genética, sendo um dos problemas mais sérios enfrentados pelos
paises em todo o mundo. Os laboratérios de reproducéo, porém, ndo possuem
estrutura adequada para evitar os escapes de larvas, alevinos e até mesmo de
individuos adultos para os rios (Abreu et al., 2009 e Bignotto et al., 2009). Este
fato se torna agravante a medida que sdo demonstrados estudos comprovando
a viabilidade reprodutiva destes hibridos (Ashikaga et al., 2010; Paes, 2011;
Hashimoto et al., 2012). O conhecimento da ontogenia de hibridos como parte
da cadeia produtiva permite a identificagdo tanto em pisciculturas como em
mananciais, de escapes provindos dos laboratorios, facilitando no processo de
conservacdo da variabilidade genética nos plantéis e na natureza, através da
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nao utilizacdo destes individuos nos processos reprodutivos para que se
mantenha a variabilidade genética, seja de individuos capturados da natureza,
ou de individuos do plantel. Por outro lado, este conhecimento aplicado as
espécies permite reproduzi-las para reposicdo na natureza através de soltura
de animais nos mananciais, ou utilizacdo dos individuos para reproducédo nas
pisciculturas, evitando sua extragdo do ambiente natural, além de contribuir
para programas de melhoramento genético (Ninhaus-Silveira, 2006; Ponzetto,
2009).

Pseudoplatystoma reticulatum x Leiarius marmoratus

Na América Latina, bagres autdctones sdo propicios a exploragédo
piscicola devido a sua qualidade de carne, demanda e precos de mercado,
inclusive para exportacdo, além da intrinseca resisténcia ao clima (Pereira,
2006; Cruz-Casallas, 2010). Para isso, diversos grupos de pesquisa e
instituicbes privadas tiveram como iniciativa desenvolver tecnologias de
producdo para aumentar a oferta de alevinos destas espécies (Mora &
Kossowski, 2006; Bignotto et al., 2009; Foresti, 2009; Almeida, 2011). No
entanto, o carater piscivoro de algumas espécies (no caso, 0 género
Pseudoplatystoma) conduziu a busca de peixes com habito alimentar onivoro,
como o Leiarius marmoratus, para a obtengéo de hibridos, mantendo o fendtipo
Pseudoplatystoma sp. e incorporando o habito alimentar onivoro (Mora &
Kossowski, 2006).

A conservacdo cromossomal de P. reticulatum no momento da
reproducdo com individuos do mesmo género € alta. Analises genéticas de
individuos encontrados em mananciais sao dificilmente identificadas como
individuos puros ou hibridos, também pela caracterizacdo do tegumento. Além
disso, os individuos gerados de cruzamentos interespecificos sao férteis (Prado
et al., 2012; Ponzetto et al., 2009).

A espécie L. marmoratus, apesar de ser essencialmente piscivora,
possui facilidade em adaptar-se ao cativeiro e ao alimento inerte,
diferenciando-a das espécies do género Pseudoplatystoma, pois se adapta
rapidamente ao condicionamento alimentar (Marciales-Caro et al., 2011). Este
autor preconiza o balanceamento da dieta, sendo essencial para que haja
atendimento da exigéncia nutricional da espécie, evitando assim o canibalismo.

Em fungcdo deste contexto, estas espécies estdo sendo utilizadas
largamente por piscicultores para adquirir estas caracteristicas de qualidade de
carne e habito alimentar, principalmente, conduzindo a ganhos de producéo
satisfatorios (Bignotto et al., 2009; Almeida, 2011).

Embriogénese

O desenvolvimento embrionario em peixes fornece informacdes a
respeito da morfologia na cronologia dos eventos durante o processo de
desenvolvimento inicial, podendo servir de informacao a pesquisas tanto para a
piscicultura comercial quanto para a conservacdo de espécies ameacadas
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(Ganeco, 2003; Perini et al., 2009). Estudos da biologia reprodutiva de
pimelodideos brasileiros sdo escassos (Honji et al.,, 2012), embora haja
estudos de estratégias de inducdo a reproducdo (Leonardo et al., 2004;
Crepaldi et al., 2006; Caneppele et al., 2009; Romagosa, 2010; Nogueira et al.,
2012) e desenvolvimento embrionario das principais espécies utilizadas
comercialmente e hibridos (Marques et al., 2008; Faustino et al., 2010; Honji et
al., 2012; Nogueira et al., 2012). No entanto, ndo foi encontrado na literatura
estudos sobre o desenvolvimento embrionario do cruzamento interespecifico
entre P. reticulatum x L. marmoratus.

Descricdo dos estadios iniciais de desenvolvimento

A ontogenia inicial em peixes € definida do momento da fertilizacéo
até que a espécie atinja forma e habitos semelhantes ao peixe adulto (Kendall
et al., 1984). Os principais estadios que envolvem o desenvolvimento
embrionério sdo: zigoto, clivagem, blastula, géastrula, segmentacdo e
organogénese, larval e eclosdo (Ninhaus-Silveira et al., 2006). Estes estadios
podem ser representados por outras nomenclaturas dependendo da
especificidade do estudo, ou da referéncia utilizada pelo autor, havendo adic&o
ou supressdo de etapas, como os relatos de Faustino et al. (2010) que
acrescenta o estadio de morula antes do estadio de blastula, e a segmentacéo
é dividida em histogénese e organogénese. Quanto ao desenvolvimento larval,
este pode ser representado pelos estadios de larva com saco vitelinico, larva
pre-flexionada, larva flexionada, larva pos-flexionada e larva em transformacéao
(Kendall et al, 1984).

O desenvolvimento embrionario ocorre a partir do contato de
espermatozoide e ovocito, ocorrendo fusao celular dos nacleos destas células
a partir do contato com a &gua. Na maioria dos teledsteos, a fertilizagdo
somente ocorre quando o espermatozoide entra na micrépila (Ganeco, 2003).
A partir da fertiizagdo, na fase de zigoto, iniciam-se movimentos
citoplasmaticos em direcdo ao polo animal para formacdo do blastodisco.
Oposto ao polo animal, o polo vegetal se forma com densos granulos de vitelo
(Honji et al., 2012). Uma camada de citoplasma cortical esta presente neste
estadio, cuja funcdo € de elevar a camada de corion, encontrada na camada
externa do embrido (Faustino et al., 2010).

Os ovos de peixe séo classificados como telolécitos (apresentam o
vitelo acumulado em uma das extremidades), tendo o polo animal uma simetria
discoidal (em forma de disco) e com clivagem meroblastica (por ocorrer
somente no polo animal) (Gilbert, 1997).

O periodo de clivagem se caracteriza pela divisao do blastodisco em
blastdmeros, dividindo sequencialmente, sem necessidade de contagem, pois
cada divisdo gera o dobro de blastbmeros do estadio anterior (Kimmel et al.,
1995).

A moérula forma-se quando o blastodisco se encontra com 64 ou
mais células. Os blastdmeros dispdem-se em camadas, mas ndo ha um plano
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definido de divisdo; dando sequéncia, a blastula apresenta-se espessa, e 0s
nacleos das células marginais migram para formar o periblasto (lwamatsu,
2004), responsavel pela interacdo entre o polo animal e vitelo.

Durante o estadio de gastrula, podem ser descritas importantes
conformacdes. Primeiramente, ocorre a migracdo do polo animal sobre o vitelo,
através de movimentos de epibolia. Formam-se duas camadas, o epiblasto que
se direciona a favor do movimento de epibolia, e o hipoblasto, exercendo
movimento contrario a este movimento e abaixo do epiblasto. Ha formacéo do
anel germinativo (dupla camada de células formando um aro em volta do
embrido) aproximadamente quando a epibolia se encontra cobrindo 50% do
vitelo, e do escudo embrionario (mais espesso, contendo cerca de 6 camadas)
(Morrison et al., 2001). Ao final da gastrula (fim do movimento de epibolia), ha
espessamento de células que levam a formacédo da notocorda, formacéo do
tampao vitelino e espessamento do epiblasto dorsal, acima da notocorda, que
originara a placa neural (Ganeco, 2003).

Na segmentagdo, destacam-se as regifes cefalica e caudal,
formam-se os somitos, a vesicula oOtica e de Kupffer, o embrido se torna maior,
alongando-se no eixo cabeca-cauda (Marques et al., 2008). A organogénese
corresponde a formacdo de orgdos rudimentares, como o sistema digestivo
rudimentar e identificacdo do prosencéfalo, mesencéfalo e rombencéfalo
(Ninhaus-Silveira, 2006; Marques, 2008).

O periodo larval do desenvolvimento embrionario corresponde a
identificacdo da cauda livre, possuindo 25 ou mais pares de somitos, e uma
larva com formato que esteja pronta para eclodir, a notocorda esta visivel da
regido cefalica a cauda, e movimentos semelhantes a espasmos ocorrem
(Ninhaus-Silveira et al., 2006).

A eclosao tem inicio quando ha liberacdo de enzimas pela glandula
da eclosao, que facilita a digestdo do corion. A partir deste mecanismo, e da
movimentacao intensa da cauda da larva ainda dentro do cérion, por atrito ha
rompimento do mesmo e a larva eclode (Morrison et al., 2001; Ninhaus-Silveira
et al., 2006).

No estadio larval, a larva estd com seus 6rgaos quase completos,
bem como a morfogénese, ocorre inflagdo da bexiga natatéria, a larva
gradualmente comeca a nadar com mais agilidade, ocorre a abertura da boca,
ha inicio de movimentos mandibulares, do opérculo, nadadeiras peitorais e
olhos (Kimmel et al., 1995).

Consideracdes sobre o desenvolvimento embrionario e larval

Estudos relatam preocupacdo a interferéncia humana e
consequentes disturbios ambientais provocados nos mananciais, seja atraves
de construgcdo de barragens, poluicdo da &gua, introducdo de novas espécies
ou sobrepesca (Ganeco, 2003; Marques et al., 2008; Perini et al., 2009;
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Faustino et al., 2010; Honji et al., 2012; Nogueira et al., 2012) e desta forma
estudam o desenvolvimento embrionario como forma de protecdo as espécies.

A embriogénese auxilia na identificacdo de ovos e larvas coletados
em ambientes naturais (Perini et al., 2009), e desta forma permite a avaliagéo
precisa dos locais de desova (Reynalte-Tataje et al., 2009) pela identificacdo
realizada, a fim de definir areas de conservacdo, quando espécies sdo
consideradas ameacadas pelas variacbes do ambiente.

Para laboratérios de piscicultura, estudos da ontogenia inicial sédo
essenciais para determinacdo dos eventos relacionados a fertilizacéo, ecloséo,
e abertura de boca, sem os quais seria dificil determinar a eficiéncia do
processo reprodutivo e o momento de fornecimento de alimento as larvas
(Honji et al., 2012). Ainda, o sucesso da producéo de peixes depende do
conhecimento da fase inicial de desenvolvimento, que permite uma producéo
massal para que a espécie seja sistematicamente comercializada (Faustino et
al., 2010).

Para teledsteos, existe um padrdo no desenvolvimento embrionario
que é observado para diversas espécies (Oryzias latipes, Oreochromis
niloticus, Rhamdia quelen, Steindachneridion parahybae). Ovos de Oryzias
latipes sdo transparentes, sendo facil a visualizagcdo dos processos
embrionarios, além de auxiliar estudos de embriogénese por seguirem o
padrdo de desenvolvimento comum em teledsteos: zigoto, clivagem, blastula,
gastrula, segmentacdo e organogénese, larval e eclosdo (lwamatsu, 2004).
Essas etapas foram observadas por Landines et al. (2003) e Marques et al.
(2008), apesar de alguns autores considerarem diversos estagios
intermediarios ou nomenclaturas diferentes em seus estudos (Kimmel et al.,
1995; Morrison et al., 2001; Honji et al., 2012).

E comum que ocorram variagdes no desenvolvimento de peixes. Ha
desenvolvimento assincrono (quando embribes dos estadios iniciais
apresentam-se com diferente numero de blastdbmeros em um mesmo tempo de
coleta) em Prochilodus lineatus para individuos de uma mesma desova,
quando a temperatura se mantém abaixo da faixa de temperatura ideal,
gerando também embrides anémalos durante sua ontogenia. Quando 0 mesmo
experimento ocorreu em temperaturas adequadas, essas alteracbes se
mostraram reduzidas (Ninhaus-Silveira et al., 2006). O periodo de
desenvolvimento aumenta caso a temperatura esteja abaixo da temperatura
adequada para a espécie (Marques et al., 2008), bem como outros parametros
ambientais também podem influenciar no desenvolvimento tanto embrionario
como de formagédo dos gametas (Bonislawska, 2001; Weingartner, 2010). As
variacbes no desenvolvimento embrionario podem ser reduzidas quando se
busca atingir as condi¢cdes ambientais 6timas para cada espécie, porém é dificil
anular todos os fatores que influenciam essas variagées, como qualidade fisica
e fisico-quimica da agua e condi¢des climéticas, sempre ocorrendo diferencas
no desenvolvimento gonadal e embrionario (Ninhaus-Silveira, 2006).
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No Capitulo 2, sera apresentado o Artigo “Desenvolvimento
embrionario e larval de Leiarius marmoratus e do hibrido Pseudoplatystoma
reticulatum x Leiarius marmoratus: comparagdo e momentos criticos”. Neste
trabalho, sera descrita a ontogenia inicial de ambos 0s cruzamentos. Serao
indicados 0s momentos criticos em que € exigida uma maior atencdo na
incubacao, além de comparar caracteristicas como o didametro do embrido e o
comprimento da larva. Este trabalho visa contribuir ao conhecimento da
biologia da espécie e do hibrido, auxiliando em projetos de cunho cientifico e
comercial.
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HIPOTESES

O embrido do hibrido P. reticulatum x L. marmoratus possui um
espaco perivitelinico maior, comparado ao embrido de L. marmoratus?

O embrido do hibrido de P. reticulatum x L. marmoratus gera uma
larva maior, possibilitando aquisicdo do alimento com maior facilidade?
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OBJETIVOS

Geral
Descrever o desenvolvimento embrionario e larval do parental Leiarius
marmoratus e do hibrido Pseudoplatystoma reticulatum x Leiarius marmoratus

Especificos
- Realizar avaliacbes biométricas do espaco perivitelinico, do
tamanho das larvas e quantificar o consumo de alimento exégeno;

- Determinar quais os pontos criticos no desenvolvimento de
embrides e larvas de L. marmoratus e P. reticulatum x L. marmoratus, a fim de
sugerir acdes/metodologias que melhorem o0 manejo nos laboratorios de
reproducao.



CAPITULO 2
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Desenvolvimento embrionario e larval delLeiarius marmoratus (Gill, 1870) e do
hibrido Pseudoplatystoma reticulatum (Eigenmann & Eigenmann, 1889) X_eiarius
marmoratus. comparagdo e momentos criticos

Diego de Oliveira'*, Danilo Pedro Streit Junioriyld Lothhammer?, Juliana Minardi Galo?,
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Resumo

O conhecimento do desenvolvimento embrionario dixepeé essencial para o
entendimento da biologia das espécies, desenvatima cadeia produtiva e estudos
de melhoramento genético e de tecnologias da regéodde peixes. Assim, o objetivo
deste trabalho foi descrever o desenvolvimento iem&rio e larval do parentdl.
marmoratus e do hibridoP. reticulatum x L. marmoratus; verificar as etapas criticas
durante o processo de desenvolvimento embrionaresgécie e do hibrido; comparar a
distancia perivitelinica dos embrides em relacdocanon; e comparar as larvas
resultantes destes cruzamentos. Foram utilizadiss itrdividuos de cada parental,
induzidos hormonalmente e realizada coleta de &ehriOs tempos para cada coleta
foram de 10 em 10 minutos nas 6 primeiras hora80dam 30 minutos até a ecloséao da
larva, e de 12 em 12 horas até a observacdo daroonde alimento exdégeno. Foram
coletados 20 embrides e 20 larvas para cada tengocaleta, e realizadas
fotomicrografias em estereomicroscopio e em midpisc de luz utilizando cortes
histolégicos com coloragdo HE para analises. Osulteglds revelaram o
desenvolvimento ontogénico inicial de ambas asogspésemelhante ao que ocorre em
teledsteos, com o estadio de clivagem mostrandincassia na divisdo dos
blastbmeros, inicio da formacdo da camada sinci@aVitelo no estadio de moérula,
gastrula com formacéo de anel vitelinico e escudbrenario, abertura da boca da

larva as 36 e 48 horas para espécie e hibridogectgpmente. Enk.. marmoratus, o



26

fechamento do blastéporo ocorreu 5,5 horas apéstiizacdo, e a eclosao das larvas
ocorreu apos 12,5 horas, e a temperatura médidef@7,98+0,06°C. No hibrido, o
fechamento do blastoporo ocorreu 6 horas apostifizéegdo, e a eclosdo das larvas
ocorreu apos 13 horas, e a temperatura média 28d6+0,12°C. As larvas do hibrido
(6,36+0,69 mm) foram em média 70% maiores quandopavadas as larvas de
marmoratus (3,66+0,14 mm). As larvas do hibrido iniciaram ansumo de alimento
exdgeno no quarto dia de desenvolvimento (72 hapas a eclosao), caracterizando a
adaptacdo ao cativeiro, sendo observados naupficartdmia no trato digestivo das
mesmas. Por outro lado, a larva He marmoratus apresentou uma reducdo no
crescimento apos a absorcao do contetdo do satmicib, em funcéo de ndo capturar
o alimento exogeno, podendo inferir em um aparatcabpequeno em relacdo ao

tamanho do alimento fornecido.

Palavras-chave: larva, ontogenia inicial, jundia amazonico, sumubicachara,

reproducao.

Embryonic and larval development ofLeiarius marmoratus and of the hybrid
Pseudoplatystoma reticulatum x Leiarius marmoratus. comparison and critical

moments
Abstract

The knowledge of the embryonic development of fsskessential to understanding the
biology of the species, development of supply chaid studies of fish breeding and
fish reproduction technologies. Thus, the objectiwehis study was to describe the
embryonic and larval development of the parehtaharmoratus and of the hybrid®.
reticulatum x L. marmoratus, verifying the critical steps in the process ofbeyonic
development of species and hybrid; comparing thipeline distance of the embryos
in relation to the corium, and comparing the resgltarvae from these crosses. Were
used three individuals of each parental, hormonduced and performed embryo
collection. The times for each sample were 10 tonl@utes in the first 6 hours, 30 to
30 minutes until the larvae eclosion, and 12 inhb2rs until the observation of the
consumption of exogenous food. Were collected 20rgaos and 20 larvae for each
sampling time and photomicrographs were taken \aitetereomicroscope and light

microscope using histological sections with HE réteg for analysis. The results
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revealed the initial ontogenetic development ohbgpecies, similar to what occurs in
teleosts, with the cleavage stadium showing asymghin the division of blastomeres,
the early formation of the yolk syncytial layer the morula stage, gastrula with
vitelline ring formation and embryonic shell fornmat, mouth opening of the larva at
36 and 48 hours for species and hybrid, respegtival L. marmoratus, closing the
blastopore occurred 5.5 hours after fertilizatiang the larvae eclosion occurred after
12.5 hours, and the average temperature was 27.@8€0 In the hybrid, closing the
blastopore occurred 6 hours after fertilizatiore thrvae eclosion occurred after 13
hours, and the average temperature was 28.16+0.T2&larvae of the hybrid (6.36
0.69 mm) were on average 70% higher when compardaetlarvae of.. marmoratus
(3.66 £ 0.14 mm). The larvae of the hybrid begaogexous food intake on the 4th day
of development (72 hours after hatching), charaitey the adaptation to captivity,
being observed brine shrimp nauplii in the digestiract of them. On the other hand,
the larva ofL. marmoratus showed a reduction in growth after absorbing tbk gac
content, due to not trap exogenous food, and cter in a small oral apparatus in

relation to the size of the food provided.
Keywords: early ontogeny, Amazon catfish, surubim cachameding
Introducao

O jundia amazoénicoLgiarius marmoratus (Gill, 1870)) € uma espécie
nativa das bacias dos rios Amazonas e Orinocongeralo grande parte da Ameérica do
Sul. Como caracteristicas zootécnicas positivasadas-se a tendéncia onivora,
facilidade em adaptacdo ao consumo de alimentteinerenor exigéncia nutricional
proteica em relacdo a peixes carnivoros e boadgdeida carne (Ramirez-Merlano et
al., 2010; Mira et al., 2010).

O hibrido resultante do cruzamenk reticulatum x L. marmoratus,
mantém a tendéncia onivora como caracteristicgalesalo parental. marmoratus,
em detrimento do habito carnivoro com elevado snde canibalismo na fase larval do
Pseudoplatystoma reticulatum (Eigenmann & Eigenmann, 1889). Embora
marmoratus seja considerada uma espécie para diversificaggusdicultura em suas
regides endémicas (Ramirez-Merlano et al., 2010padicipacdo no cruzamento

interespecifico cor®. reticulatum, principalmente no Brasil, torna a espécie valpsa
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gerar um hibrido comercial de alto valor no mercglmeida, 2011; Mateo, 2008). De
todo modo, séo escassas as informacgfes sdhreamoratus, principalmente sobre a
biologia, o que dificulta a compreensao de suagamrti@ e por consequéncia obtencao

de resultados zootécnicos satisfatorios.

Na formagéo do hibrido interespecifico, € usad@éneef deP. reticulatum,
pois 0s ovos de espécies do género em questdoeposkametro maior que os tle
marmoratus (Almeida, 2011), e os gametas masculinos sdo abtitomacho dé.
marmoratus, para obter as caracteristicas desta espécie M2098). Ressalta-se a
dificil extrusdo dos gametas masculinod.dearmoratus, que possui testiculos que se
assemelham a outros Siluriformes, com numerosamafgies digitiformes que
terminam no ducto espermatico, dificultando a es@ocumanual do sémen (Viveiros,
2002).

A identificacdo de espécies pode ser feita atrdeésvos de peixes, porém
muitas vezes 0S 0vos sdo caracterizados erroneansamh considerar variagdes nas
relacbes da espécie com seu habitat, como as rdjegeexistentes no periodo
reprodutivo, tamanho individual do animal, desoMaltou protecéo a prole, idade do

animal, dentre outras caracteristicas (Bonislaveske., 2001).

Informacdes sobre a embriologia sdo usadas emalighims de reproducao
de peixes para acompanhar, identificar e avaliglesenvolvimento dos embrifes e
larvas, o que pode ser aliado a mensuracdo dasatisis das taxas de fertilizacdo e
ecloséo, proporcionando controle da producao rmwdédrios de reproducdo de peixes
(Amorim, 2009). N&do h& relatos na literatura ciécdi sobre o desenvolvimento
embrionario do cruzamento entle marmoratus e P. reticulatum, ou sobre a

comparacao entre o desenvolvimentd.desarmoratus e o hibrido gerado.

Este estudo teve por objetivo avaliar as caratisassembrionarias e larvais
do parental. marmoratus e do hibridoP. reticulatum x L. marmoratus, identificar os
momentos criticos no desenvolvimento embrionari@slecie e hibrido e verificar se
existem caracteristicas vantajosas do hibri@oréticulatum x L. marmoratus) em

comparacgéo &. marmoratus.
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Material e métodos

A coleta de amostras foi realizada na Piscigrama Bsperanca, municipio
de Pimenta Bueno, estado de Rondonia, Brasil, eoaths 11°41'50”"S e 61°13'4870.
Foram selecionados animais durante o periodo repvoddas espécies utilizadas,
compreendendo os meses de janeiro e fevereiro,naoda 2011. Os reprodutores
passaram por um periodo de restricdo alimentaiédarieses antes de iniciar a selecédo,
com uma taxa de arracoamento de 0,5% do peso wwdisae racdo com 38% de
proteina bruta. Houve diferenca de 21 dias entr@wsamentos de. marmoratus e P.

reticulatum x L. mar mor atus.

Foram selecionados 2 individuos adultos de cadentsr(2 fémeas e 2
machos delL. marmoratus na primeira coleta de amostras, e duas fémea®.de
reticulatum e dois machos dé&. marmoratus, na segunda coleta). Caracteristicas
reprodutivas secundarias impostas pela maturacf@isalséoram verificadas para a
escolha dos reprodutores, como a papila genitahalbada e abaulamento da regiao
ventral para as fémeas e liberacdo de sémen. Qmaigniutilizados estavam
identificados com “microchips”, com acompanhameaefmrodutivo dos ultimos 4 anos,
porém por serem animais selvagens nao foi posdefelir a idade dos mesmos. Os
animais apresentaram os seguintes pesos médiokosndel. marmoratus, 3,22+0,27
kg; fémeas dé.. marmoratus, 3,34+1,40 kg; fémeas d@ reticulatum, 3,54+2,74 kg.
Foi utilizado extrato bruto de hipofise de carpaH(B para inducdo hormonal,

seguindo-se as recomendac¢des de Woynarovich & Ho(La83).

Apoés liberacdo dos ovocitos através de massageimmabal, realizou-se
fertilizacdo dos mesmos utilizando o sémen de cadeho para fertilizar uma Unica
fémea. Os ovos de cada cruzamento foram pesadbalanta de precisdo e divididos e
estocados em trés incubadoras de 60 litros cadéemsadade de 1 g/L, totalizando 60 g
em cada incubadora e seis incubadoras para caganoeato. As incubadoras foram
mantidas com renovacdo de agua constante de tir@s fior minuto, e temperatura
média de 27,98+0,06°C pdramarmoratus, e 28,16+0,12°C para hibrido até o final das
coletas.

Para avaliacdo do desenvolvimento embrionario, rmssaagens foram

realizadas no momento da liberacdo dos ovocitogemiéizacdo e durante 0 processo
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de desenvolvimento embrionario de 10 em 10 minat®g£ompletar quatro horas; de 30
em 30 minutos até completar 13 horas e por fimstédéo larval de 12 em 12 horas até
o completo consumo do saco vitelinico. Para catidacéoram amostrados 20 embrides
ou larvas para andlise em estereomicroscopio, en#ifridbes ou larvas para analise

histoldgica.

Para estimar as taxas de fertilizacdo e eclosd@amf@mostrados de cada
incubadora dois recipientes e retirados 50 embré®sacaso de cada recipiente,
totalizando 600 embribes. A taxa de fertilizacdo &valiada no momento de
fechamento do blastoporo apdés 5,5 horas paramarmoratus e 6 horas pard.
reticultam x L. marmoratus, para aferir a eficiéncia da fertilizacdo dos g@seA taxa
de ecloséao foi avaliada uma hora antes da ecloséi@mbrides, no momento em que
foi observado movimento larval dentro do coérion, tedminando assim o
desenvolvimento embrionario até o0 momento da esles@ompleto desenvolvimento
da larva. Tanto a taxa de fertilizagcdo quanto aedeséo foram calculadas pelo

qguociente de ovos viaveis e totais.

Trinta e seis horas apds a ecloséo iniciou-se atagéo exdégena para as
larvas delL. marmoratus e do hibrido com n&uplios de artémfatémia spp.) recém-

eclodidos até o periodo final das coletas.

Das amostras coletadas de ovocitos, embrides aslamwmetade foram
fixadas em formol tamponado a 10% e destinada geabacdo do desenvolvimento
embriondrio e larval em estereomicroscopio e aaonotetade, fixadas em solucdo de
Bouin por 6 horas, realizada triplice lavagem caynaddestilada e armazenada em

alcool 70% para avaliacdo histologica das estratena microscopio de luz.

As amostras coletadas que foram fixadas em foramolpbnado a 10%,
foram processadas em laboratério. Foi realizaddiada do corion dos embriées com
pinca histolégica e agulha de relojoeiro para mellisualizacdo do desenvolvimento
embrionario, e estes foram cuidadosamente lavaslosfarmol tamponado a 4% para
retirada de impurezas que pudessem prejudicar aalidacdo das etapas do
desenvolvimento  embrionario. As  fotomicrografias rafo  obtidas com
estereomicroscopio LABOMED CZM6 (15,6 a 48X) conxidio de camera Olympus

serie S.
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Foram identificados para cada cruzamento de pasedga embrides viaveis
(formacéo do polo vegetal e animal evidentes) &rpdas coletas das fases de célula-
ovo, blastula e gastrula, os quais foram utilizgo® mensurar seu diametro e espaco
perivitelinico. Os embrides ficaram estocados emcéo de formol tamponado a 4%.
A formula utilizada para determinar o espaco ptgiiviico foi a seguinte (Bonislawska
et al.(2001), adaptado): EP = (D-Dv)/2, onde ERzaes perivitelinico, D= diametro do

embrido, Dv= diametro do vitelo.

No periodo pés-eclosdo foram avaliados o surgimdataovas estruturas,
momento da abertura da boca e consumo de alimedgero (nauplios de artémia)
bem como o saco vitelinico, a fim de observar &yelicas existentes entre a espécie e
o hibrido. Foram realizadas para cada tempo deéacoéelarvas (ecloséo, 12, 24, 36, 48,
60, 72, 84 e 96 horas apoés a ecloséo) cinco medd@deomprimento da larva, além de
comprimento e largura do saco vitelinico, transémdo este em um elipsoide para
determinar seu volume através da seguinte férmidscrita por Bonislawska et
al.(2001), adaptado: V = 4/B*a*b*c, onde V= volume do vitelo]JI= 3,1416, a=
comprimento, b= largura e c= altura, em que aaltonsiderou-se congruente a largura

devido a sua semelhanca em dimenséo.

Utilizando a técnica rotineira preconizada em labio, quinze amostras
de cada parental em diferentes estadios foramdsath solucdo de Bouin (6 horas).
Em seguida, foram lavadas por trés vezes com aggtdadia e armazenadas em alcool
70°GL. As amostras sofreram desidratacdo em a80pR0, 96 e 99°GL l e Il e a

seguir, lavagens de diafanizacdo em xilol, imeesaigarafina e blocagem em parafina.

Os blocos foram seccionados em 5um, organizaddéraimas e secos em
estufa a 37°C. Apos, passaram por processo decaagtrda parafina em xilol, de
hidratacdo em alcool 99, 96, 80 e 70°GL e aguadlaéstpara entdo receber os corantes
de hematoxilina e eosina (HE). Apos coloracao,nodesidratados em alcool 80, 96,
99°GL | e Il e colocados em xilol para entdo recdizdgsamo canadense e laminula. A
analise histolégica e fotodocumentagcdo ocorrerammeaanoscopio Olympus BX 41
(aumentos 200X e 400X), com auxilio de camera Olrgerie S.

As biometrias das imagens foram obtidas a partiumi@ adaptacdo dos

recursos de medicdo do laboratério, com o auxdioma lamina graduada colocada na
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base da lupa ou microscépio e fotomicrografadadifesentes aumentos em que foram
realizadas a captura das imagens. Esta lamina iposswyprimento total na parte
graduada de 1 milimetro (mm) e as divisdes, de 1Qtitzvando o software livre GNU
Image Manipulation Program 2.8.2 (Kimbal et al.93p foi mensurado a quantidade
de pixels (unidade de imagem) da lamina gradua@danbém das imagens que foram
analisadas. Com os tamanhos das imagens em pikatsanho do embrido,
comprimento da larva, comprimento do vitelo, et@ guantidade de pixels da lamina

graduada, foi possivel determinar as dimensfesnaiade métrica.
Resultados

A liberacdo dos ovocitos ocorreu 7 horas e 15 rogwatpds a segunda dose
hormonal para a fémea dle marmoratus (T = 27,8+0,06°C) e 7 horas e 40 minutos
para a fémea dB. reticulatum (T = 28,8+0,12°C). O diametro médio dos ovocitos n
momento da extrusao foi de 776+0,03um e de 1443#0n0para.. marmoratus e P.

reticulatum, respectivamente (Tab. 1).

O periodo embrionario até a ecloséo fdaranarmoratus foi de 12,5 horas.
O fechamento do blastoporo (momento em que se ifjoana taxa de fertilizac&o)
ocorreu 5,5 horas apés a fertilizacdo (HAF) dosciteé, e a taxa de eclosdo foi
quantificada 11 HAF. Todavia para o hibrido, o paoi embrionario até a ecloséo foi
de 13 horas. O fechamento do blastoporo ocorreAf6 ¢la taxa de eclosdo ocorreu 11
HAF (Tab. 1).
TABELA 1. Médias e desvios-padrdo dos didmetros dwécitos, tempo para o fechamento do

blastéporo, taxa de fertilizagdo, tempo total dsedeolvimento embrionério a ecloséo e taxa de &clos

no desenvolvimento embrionario demarmoratus e do hibriddP. reticulatum x L. marmoratus.

Parentais

PARAMETROS L. marmoratus P. reticulatum x L. marmoratus
Diametro dos ovdcitos (um) 776+0,03 1447+0,05
Tempo para o fechamento do

. 55 6
blastéporo (horas)
Taxa de fertilizacéo (%) 39,6 17,9
Tempo total do desenvolvimento 12,5 13

embriondrio a eclosao (horas)
Taxa de ecloséo (%) 16,7 15,6
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Deve-se destacar que 0s ovos e embrides do hiposkuiam maior espaco

perivitelinico e diametro em todas as fases medasré@lab. 2).

TABELA 2. Comparacao de embrides demarmoratus e P. reticulatum x L. marmoratus quanto ao

diametro e espaco perivitelinico (EP) (média e idegadrao).

Didmetro Total (mm) EP (mm)

Embrido (Célula-ovo)

L. marmoratus 1,177+0,266 0,128+0,105
P. reticulatum x L. marmoratus 1,985+0,112 0,273+0,046
Blastula

L. marmoratus 1,616+0,094 0,261+0,061
P. reticulatum x L. marmoratus 2,550+0,518 0,529+0,266
Gastrula

L. marmoratus 1,857+0,101 0,139+0,154
P. reticulatum x L. marmoratus 2,193+0,122 0,401+0,056

O aumento dos valores no comprimento total da ldovaverificado, a
medida que o volume do saco vitelinico se reddzm (). Apesar da reducéo ao longo
do tempo, ao final do desenvolvimento do hibrideato digestivo apresentou aumento
de volume devido ao alimento consumido. Em conttaj@a noL. marmoratus houve
uma tendéncia de estabilizagdo do crescimento,apetmente devido ao consumo
quase total do contetdo do saco vitelinico. Nomesdeimento larval, novas estruturas
nas larvas foram facilmente identificadas, onde@eu o surgimento de barbilhdes e
pigmentacdo as 12 HAE (horas apds a eclosao)tuabeta boca as 36 HAE pata
marmoratus e as 48 HAE para hibrido a partir de visualivagé estereomicroscopio,
e formacdo do trato gastrintestinal (maior evid@ncia visualizacdo do trato

gastrintestinal em estereomicroscopio para hikaigartir de 60 HAE) (Tab. 3).

Para os embrides, independente da origermarmoratus ou hibrido, o
desenvolvimento embrionario foi semelhante, sed@atificados mais de um estéadio
para um mesmo periodo de coleta, principalmentandeiras primeiras divisbes do
blastodisco até a fase de gastrula, por exemmom encontrados embrides com quatro
e oito células aos 50 minutos de desenvolvimemmoctambém estadios de moérula e
blastula aos 140 minutos de desenvolvimento. Os awsstraram-se esféricos durante
todo desenvolvimento, tipo demersal, com coriondaittranslicido e nédo foi
identificada gota de lipidio durante o desenvolvitoeA coloracdo era amareladalno

marmoratus e no hibrido.
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FIGURA 1. Representagdo das médias e desvios-pddrédomprimento de larvas e seus respectivos
volumes do saco vitelinico, através do consumoii@dovao longo do tempo de marmoratus e P.

reticulatum x L. marmoratus,. =~ ——————— — Comprimento dé&. marmoratus;
— Comprimento d®. reticulatum x L. marmoratus;, ———————— — Volume de vitelo de
L. marmoratus, =———— — Volume de vitelo dé. reticulatum x L. marmoratus.

Houve formac&o de camada adesiva nos embridesnda moratus 3 HAF,
ocorrendo adesao dos ovos uns aos outros e a mhr@deubadora. Para o hibrido, esta
camada formou-se e 0s ovos aderiram a parede dhaidora apos 1 HAF. Neste
momento pode ser visualizada uma fina camada deewsstimento gelatinoso na
superficie dos embrides, mostrando-se semi-ademan@lo a aderéncia de particulas a
camada adesiva na analise em estereomicrosco@apatuas espécies. Nao pode ser

definido o grau e o tipo de adesividade dos ovos.

Entre 4 e 6 horas de incubacao, foram registra@oados nimeros de ovos
inférteis para as duas origens de parentais, oaflédiu nas baixas taxas de fertilizacdo
(39,6 e 16,7% para & marmoratus e hibrido) e eclosdo (17,9 e 15,6% péara

marmoratus e hibrido).

No momento da fertilizagdo, foi possivel observafoamacdo do polo
animal pela migracdo dos pro-nucleos masculinon@nieo e citoplasma deslocado,
basofilo e do polo vegetal formado por granulosvitielo, apresentando-se acidofilos.
Nota-se também a presenca de citoplasma corticalvéolos corticais, com
caracteristicas também basdfilas, onde ocorreu ebrgqudos alvéolos corticais e,
consequentemente, elevacao do corion (Fig. 2A e 2B)
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TABELA 3. Descrigdo do desenvolvimento larval atpata eclosédo dé. marmoratus e do hibridoP.

reticulatum x L. marmoratus.

Tempo Cruzamento
(horas) Leiarius marmoratus P. reticulatum x L. marmoratus
= Cauda solta e movimento natatdrio rapido; notocordéolume de vitelo se destacando em relagdo ao
0 (ecloséo) h ) : ) i
evidente; grande volume de vitelo. tamanho da larva; notocorda evidente.
12 Primeiros barbilhdes rudimentares surgem; pigment&simeiros barbilhdes rudimentares surgem; pigmentos
nos olhos e ao longo do corpo nos olhos e ao longo do corpo

L = . . Barbilh6es aumentam em comprimento e se estendem
Coluna vertebral é visivel em funcédo da transpaénc

24 do embri&o paralelamente ao comprimento da larva, vestigios de
abertura bucal
Abertura da boca; pigmentacdo aumenta no corpoMamior quantidade de pigmentos; barbilhdes se
36 cabega; barbilhdes aumentam em tamanho e surgestendem até o comprimento da abertura anal;
segundo par de barbilhdes, ainda rudimentares segundo par de barbilhdes é notavel
48 Sinais de abertura do sistema digestorio Abeedarboca; redugéo brusca do saco vitelinico
60 Consumo total do contetido do saco vitelinico teBia digestorio evidente e formado
72 Pigmentagéo intensa em todo corpo da larva Saco vitelinico totalmente consumido; pigmentagéo

intensa em todo corpo da larva

Inicio da captura de alimento exdgeno — presenca de
84 Larva com trato gastrointestinal vazio nauplios de arttmia no trato digestorio
(aproximadamente 10 nauplios)

Surgimento da nadadeira peitoral e desenvolvimento
96 - ) ;
de raios da nadadeira caudal

Foram observados sete estadios no desenvolvimeritonshr moratus e do

hibrido, até a eclosao da larva, conforme apredergaeguir:

Célula-ovo ou blastodisco: Da fertilizacdo dos dwdcaté 30 MAF para.
marmoratus e até 20 minutos apos a fertilizacdo (MAF) pafdlwido (Fig. 2A, 2B) e

nas (Fig. 3A, 4A). No polo animal formado (blassmd) iniciou-se a clivagem.

Clivagem: se caracterizou como meroblastica (oonmieta) e discoidal,
além de um vitelo telolécito. Granulos de viteloafo encontrados nos blastémeros
durante a diviséo, indicando absorcao de vitelo pelo animal (Fig. 5A e 6A), além
de ser visualizada uma divisdo entre o polo ananalvegetal, mas sem uma barreira

fisica.

O sulco da primeira clivagem foi observado do aendt blastodisco até a
periferia, com aprofundamento até o limite do witeEntre 30 e 40 MAF, dois
blastdbmeros formados de tamanhos iguais encontraeatigeiramente alongados
longitudinalmente (Fig. 3B e 4B). Na segunda clerag a partir de 40 MAF para o
hibrido e 50 MAF pard.. marmoratus, houve a formacdo de quatro blastémeros

isométricos, ocorrendo a divisdo dos dois blastomala fase anterior, em sentido
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perpendicular a primeira clivagem. A divisdo eno ditastdmeros ocorreu pela divisdo
paralela a primeira divisdo do blastodisco, a pdei50 MAF, formando oito células.
Dezesseis células foram encontradas aos 60 MAFtégciavagem), a partir da divisao
paralela a segunda clivagem, momento em que aks§lu apresentavam formatos
irregulares. Aos 70 MAF foram encontradas 32 célul@omento em que se observava

um arranjo desalinhado dos blastémeros.

Mérula: com 80 MAF foi possivel observar o poloraal inicialmente com
64 e em seguida com 128 células, notando-se deaalento dos blastdmeros. Varias
camadas foram observadas nesta fase, em um agamjelhante a metade de uma
amora. A diferenciagdo de nucleos pbde ser viaddizistologicamente. A camada
sincicial de vitelo teve inicio nesta fase, ondeobserva a formacédo de um anel ao
redor do blastodisco, ficando evidente paramarmoratus, muito embora algumas
células do embrido do hibrido eram mais basofilas gs células do blastodisco,
indicando o inicio desta camada também para oduilfFig. 3D, 4D, 5B, 6B).

Blastula: a determinacdo dos limites das célulagriemarias no polo
animal ndo era notada (Fig. 3E e 4E). A camadacsahale vitelo se formou. Foram
observados blastémeros limitrofes ao vitelo naséivientre polo animal e vegetal, e
estes foram responséveis pela formacdo da camadiaiai de vitelo (ou periblasto).
Este estadio teve inicio aos 140 MAF plaranarmoratus e 150 MAF para o hibrido.

Gastrula: O movimento de epibolia iniciou apos 1BMRAF no L.
marmoratus e 220 MAF para hibrido, estendendo-se até 330 MAB90 MAF
respectivamente, quando o vitelo encontrava-selnietde coberto por células
embrionarias, formando o saco vitelinico (Fig. 3BFe respectivamente). Durante o
estadio de gastrula, foi observada a presencardadzasincicial de vitelo entre o polo
vegetal e o blastodisco; o surgimento do anel geativio (Fig. 5C e 6C); o surgimento
do escudo embrionario quando houve espessamentietdeminada regido do anel
germinativo (regido que originara a regiao dorgakdrpo da larva); e a formacéo de
dois folhetos germinativos, o epiblasto e o hipsinla que € conduzido por um
movimento contrario ao movimento de epibolia (meymo® de migracdo), como
indicado nas Fig. 5D e 6D (setas). Ainda, houveradas celulares semelhantes as

células do epiblasto e hipoblasto, possivelmentacimados ao terceiro folheto
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embrionario, denominado mesendoderma (Fig. 5E e/A&Egélulas deste folheto que se
localizaram abaixo e centralmente ao escudo getivindoram indicadas como
mesoderma axial (Fig. 5F e 6F). Nesta regido, quandovimento de epibolia esta
com 90% de cobertura do vitelo, ocorreu um acurdel@élulas que representariam a
formag&o de um segundo eixo do embrido, conhe@dwmotocorda. Ao término da
gastrulacdo, observou-se o inicio do espessamanmtepiblasto dorsal, acima da
notocorda formada. Esta regido, denominada de pilacaal, € um primordio do
sistema nervoso (Fig. 5E, 5F, 6E, 6F).

Segmentacao: no espessamento do epiblasto dossalob-se a formacgao
de um sulco que posteriormente fundiu a margenrrextgara formagéo do tubo neural
(Fig. 5F e 6F). Ao lado da notocorda, originou-senesoderma para-axial, que na
porcdo anterior originou a musculatura dos orgaestad regido, e na posterior
representou a placa de segmentacéo que deu orggesomitos (Fig. 5 Fe G, 6 F e G).
Na segmentacdo, ocorreu o surgimento das dobrasfaliba e subcaudal quando
houve reducéo do vitelo e prolongamento da cawefaiddo assim a forma corporal da
futura larva, além do aparecimento das vesiculasade de Kupffer e dos somitos (Fig.
3G e 4G, 5G e 6G). A identificacao das diferentesicdes do embrido para espécie e
hibrido durante a organogénese ocorreu na segeqig€ncia: cabeca, cauda, somitos,
vesicula oOptica, vesicula de Kupffer, além do adongnto da larva com o aumento das
regides cefalica e caudal. Este estadio estenddo-$echamento do blastéporo até a
eclosdo, aos 750 MAF para o jundia e 780 MAF péredo.

Ecloséo: a eclosdo das larvas iniciou aos 750 Mafa Ip. marmoratus e
em 780 MAF para o hibrido, estendendo-se aproximadte por uma hora até o
completo desprendimento do corion. Pela evaginagaacada da porcdo posterior do
prosencéfalo foi possivel observar claramente sepia da vesicula optica (Fig. 5G e
6G). Neste momento a cauda do embrido estava ddgelay iniciando os movimentos
da cauda, resultando na eclosdo do mesmo (Fig.8#.eNa regido posterior, proxima
ao saco vitelinico, observou-se um corddo maciceéalglas, indicando um sistema

digestoério inicial (Fig. 5H e 6H).

As larvas deL. marmoratus atingiram menor comprimento e volume do

saco vitelinico comparadas as Bereticulatum x L. marmoratus no momento da
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eclosado (Fig. 3H e 4H) e durante o desenvolvimeztdmo pode ser visualizado as 24
HAE (Fig. 1, 7A e 7B). As larvas de hibrido comel84 HAE, sdo maiores em relacao
a L. marmoratus, de acordo com o grafico contido na Fig. 1 e ngs FC a 7F. A
abertura da boca pode ser visualizada as 36 HA&Lpamarmoratus e 48 HAE para
hibrido, permitindo a captura de alimento exog&inda, larvas dé.. marmoratus ndo
consumiram o alimento exdgeno fornecido duranteesenvolvimento (Fig. 7E)
comparando-as ao desenvolvimento do hibrido, comdeqse observar no trato

digestivo recém-formado (Fig. 7F).

FIGURA 2. Ovos dé.. marmoratus (A) e hibrido (B). Flechas indicam os movimentos gronicleo
e citoplasma; PA — polo animal; PV — polo vege@(l — citoplasma cortical; ae — alvéolo cortica
gv — granulo de vitelo. Microscopia de luz com HE.
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FIGURA 3. Desenvolvimento embrionario dé. marmoratus, da célulaevo a eclosé
(estereomicroscépio). A) Célula-ovo com a formadaoblastodico na parte superior do embrido
Fase de divisdo do blastodisco com duas célulag8la3rodisco com dezesseis células. D) Estad
moérula. E) Estaddio de blastula. F) Estadio de ghestcom 90% do movimento de epibolia.
Morfogénese do embrido com 8 horas de desenvolvanki) Larva recém-eclodida.
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FIGURA 4. Desenvolvimento embrionario P. reticulatum x L. marmoratus, da céluli-ovo & eclosé
(estereomicroscoépio). A) Célutaro com a formacéo do blastodisco na parte supddaembrido. E
Fase de divisdo do blastodisco com duas célulaBlasjodisco com oito células. D) Estadio de md
E) Estadio de blastula. F)aGtrulacdo com 90% do movimento de epibolia. G)fM@Enese do embri
com 8 horas de desenvolvimento. H) Larva re-eclodida

Discussao

O periodo para liberacdo dos gametas femininos spécee e hibrido
experimentadas neste trabalho foi semelhante arimalos Siluriformes neotropicais
migradores, em que o desenvolvimento ontogenédammpleta em 200 a 300 horas-
grau, como observado erRseudoplatystoma fasciatum (Leonardo et al., 2004),
Seindachneridion parahybae (Caneppele et al., 2009jungaro jahu (Nogueira et al.,
2012) eRhinelepis aspera (Perini et al., 2009).

Foi visualizado que os ovocitos dle marmoratus e P. reticulatum eram
esféricos, com coloracdo amarela e vitelogénicesjethantes a outras espécies de
Siluriformes, comdrhinelepsis aspera (Perini et al., 2009) Bimelodus maculatus (Luz
et al., 2001). Ovocitos de. marmoratus no momento da extrusdo eram menores
comparados aos d® reticulatum, sendo aproximadamente 50% inferior em relacéo ao
didmetro. O diametro médio dos ovdcitos ldemarmoratus apos extrusdo foi 32%
superior em relagdo ao descrito por Almeida (2@t a mesma espécie. Da mesma
forma, os ovdcitos dP. reticulatum apresentaram diametros superiores em 36 a 94%
em relacdo aos dados encontrados na literaturat(fralet al., 2010; Almeida, 2011)
com fémeas dB. corruscans. As varia¢cdes no didmetro dos ovadcitos estdoiceladas
com as diferenciagdes de tamanho e idade das estazmenta¢do durante o processo
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de desenvolvimento gonadal, além das variag6esondsitos existentes no proprio

individuo (Bonislawska et al., 2001).

50um
—
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FIGURA 5. Desenvolvimento embrionario e larvalldemarmoratus analisadas sob microscopia de
em HE. A -blastodisco mostrando granulos de vitelo no polmah(PA) (flechas) e o polo vegetal (P
B — Estadio de morula com visualizagBes dos nuatedslastodisco (flechas); CGastrula, indicando
anel vitelinico (av) e a camada sincicial de vit@sv); D —Fechamento do blastéporo (b), com car
sincicial de vitelo, epiblasto (e), hipoblasto éjndicacdo dos movimentos de epibolia e migragae;
destaque para o fechamento do blastéporo, com §@mndo tampéo vitelino indicando placa neural
notocorda (n) e mesendoderma (me); Memento da segmentacdo, indicando cabeca (c), ¢adjle
saco vitelinico (sv), com destaque para notocanfiatifjbo neural (tn) e mesoderma para-axial (m); G
segmentacao com 660 MAF destacasda vesicula de Kupffer (vk), a vesicula Optiag &/0s somitc
(s); H — corte da larva com 13 horas apés a ecl¢siiE), com destaque para sistemigestivc
rudimentar (r), vesicula éptica (vo) e saco viiebn(sv); | —larva com 84 HAE, destacando o cé
Optico (co), o coracgéo (c), a abertura da boca (b).

Os ovocitos dé°. reticulatum apresentaram didmetros superiores aok. de
marmoratus. Ovocitos maiores geram larvas maiores por paasuimaior quantidade
de nutrientes, sendo em geral mais aptas paraca Busaptura de alimento e na fuga de
predadores (Coleman & Galvani, 1998; Brooks etl&97).
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A partir da fertilizagdo e concomitante a uma |éxeratacdo dos ovos,
houve a quebra dos alvéolos corticais com a elevagécorion e a formacao do
blastodisco no polo animal, e oposto a este, o pelygetal, com a coalescéncia de
granulos de vitelo como observado em outras espéwepicais de agua doce, como
Brycon orbignyanus (Ganeco et al., 2008)Rhinelepis aspera (Perini et al., 2009).

s s
FIGURA 6. Desenvolvimento embrionério de. reticulatum x L. marmoratus, analisadas st
microscopia de luz em HE. Adivisdes do blastodisco indicando granulos dewite polo animal (P/
(flechas) e o polo vegetal (PV); BEstadio de mérula com visualizagdes dos nucleoblastodisc
(flechas); C — Gastrula, indicando o anel vitebni@v) e a camada sincicial de vitelo (csv);-D
Fechamento do blastéporo (b), com camada sindeialitelo, epiblasto (e), hipoblasto (h) e india
dos movimentos de epibolia e migracao; E — destpgtee o fechamento do blastéporo, commfacao d
tampdao vitelino indicando placa neural (pn), notdeo(n) e mesendoderma (me); Fmemento d
segmentacao, indicando cabeca (c), cauda (cd)cevéatinico (sv), com destaque para notocorde
tubo neural (tn) e mesoderma para-axial (m); Gegmentacdo com 11 horas de desenvolvir
destacando a vesicula de Kupffer (vk), a vesicpte# (vo) e os somitos (s); Hcerte da larva com :
horas apds eclosdo, com destaque para sistemaivdigasdimentar (r), vesicula 6ptica (vo) e s
vitelinico (sv); | —larva com 84 horas apés a ecloséo, destacandadce éitico (co), o coragdo (c)
abertura da boca (b).
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FIGURA 7. Desenvolvimento de larvas de marmoratus (A, C e E) eP. reticulatum x L.
marmoratus (B, D e F) (estereomicroscopio). A, B) larvas dpéese e hibrido as 24 HAE; C,
larvas de espécie e hibrido as 48 HAE; E, F) ladeagspécie e hibrido as 84 HAE com apa
consumo de alimento exdgeno para a larvB.deticulatum x L. marmoratus.

A maior propor¢cdo de vitelo com relacdo ao polamahina célula-ovo
classifica-a como polilécito, e a formacdo do loldstco no polo animal indica que o
ovo é telolécito. O padrédo de clivagem e a posa@onesma classifica os ovos como
meroblasticos discoidais (Hoar & Randall, 1988; diams, 2003; Ninhaus-Silveira et
al., 2006; Ganeco et al., 2008; Faustino et all,02®Imeida, 2011). Os ovos de
marmoratus e do hibrido seguiram os padrées de divisao meadius, que fica restrita
ao polo animal, como é normalmente observado erepaeledsteos (Leonardo et al.,
2004; Ninhaus-Silveira et al., 2006; Perini et 2009).
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A embriogénese foi observada em um periodo semtelham relatado por
Almeida (2011), em que este autor observou o dedeamento do hibridoP.
corruscans x L. marmoratus em 13 horas, e o de marmoratus em 14 horas. Fatores
como temperatura, idade dos reprodutores e corslg@dbientais podem influenciar o
momento da eclosdo, como foi observado em trabakantogenia nas primeiras fases
de vida do peixe, ao comparar diferentes tempemtda agua no desenvolvimento
embrionario e larval de uma mesma espécie (NinBdusta et al., 2006; Faustino et
al., 2007; Marques et al., 2008; Buzollo et al120

A eclosdo da larva de. marmoratus as 12,5 HAF e do hibrido, 13 HAF séo
semelhantes ao encontrado para outras espéciesizamantos intergenéricos de
Siluriformes P. corruscans, P. corruscans x P. fasciatum, P. corruscans X..
marmoratus, P. maculatus (Marques et al., 2008; Faustino et al., 2010; Allae2011;
Buzollo et al., 2011), apenas diferindoPlecorruscans (Landines et al., 2003) em que
observou-se o tempo de ecloséo das larvas em &8 &d6°C, €. maculatus (Buzollo

et al., 2011), em que a 25°C as larvas eclodiram I® horas apos a fertilizacéo.

Estruturas gelatinosas na superficie do cérionniordentificadas durante o
desenvolvimento embrionario pela visualizacdo deiquaas aderidas aos embrides,
aderéncia na parede da incubadora e aderénciavds®ntre si, para espécie e hibrido.
Ocorreu aderéncia dos ovos do hibrido a partir HEAE, enquanto que em ovos de
marmoratus a aderéncia ocorreu aos 180 MAF. A estrutura igelsa € definida como
um arranjo superficial adesivo presente na camabli © cdrion, podendo variar entre
as espécies a regiao em que se encontra no oasad®E 0 polo animal ou sobre toda a
superficie do coérion. As estruturas gelatinosasdémo funcao aderir ao substrato, de
forma aderente ou semi-aderente, em plantas, rafseeiras, rochas, para que ocorra
o desenvolvimento embrionario quando ndo ha cuigedental protegendo o embrido
da correnteza (Rizzo et al., 2002); servem parisitéac cuidado parental (Melo et al.,
2011). Desta forma, a camada gelatinosa protegeboi&o contra choques mecanicos,
porém no presente trabalho, em que ocorreu semivaadiEde formando uma massa de
ovos, houve prejuizo aos mesmos pela falta de oag@®. Essa substancia adesiva
também foi observada nos ovosRiendepsis aspera (Perini et al., 2009), assim como,



44

nos ovos dé. corruscans x P. fasciatum e P. corruscans x L. marmoratus que também

aderiram a parede da incubadora ou entre si (Raustial., 2007; Almeida, 2011).

O espaco perivitelinico do embrido do hibrido f0¥®Gsuperior em relagcéo
a L. marmoratus. Contudo, ovos dé&. marmoratus e P. reticulatum x L. marmoratus
apresentam espacgo perivitelinico congruente aonéracto para outras espécies de
siluriformes, como em ovos de. aspera (Perini et al., 2009) e nos ovos de
marmoratus e do hibriddP. corruscans x L. marmoratus, por Almeida (2011). Alguns
Characiformes migradores possuem maior propor¢cao espaco perivitelinico
comparado ao volume de vitelo, quando comparado ilarif@mes, por seu
desenvolvimento ocorrer em ambientes I6ticos, coomre nas espéciédochilodus
lineatus (Ninhaus-Silveira et al., 2006}jaractus mesopotamicus (Fornari et al., 2010)

e B. orbignyanus (Reynalte-Tataje et al., 2004).

Kossakowski (2012) revisou 34 espécies de peixest@u que o tamanho
da larva recém-eclodida ndo possui relagédo ditaatamanho do ovo. Desta forma,
0s ovos com reduzido espaco perivitelinico encdoganeste trabalho indicam maior
proporcdo de vitelo em seus volumes totais, e pmsequéncia na larva recém-
eclodida, o que gerara larvas aptas a enfrentanlieate em que se desenvolverdo
(Ganeco, 2003).

As taxas de fertilizacdo e eclosdo encontradasnfaransideradas baixas
(39,6% e 16,7 para. marmoratus e 17,9 e 15,6 pail reticulatum x L. marmoratus), e
podem ter sido influenciadas por fatores como: ond&céo dos gametas, qualidade da
adgua de incubacédo, volume de agua para hidratagiicowbs, agregacdo dos ovos
devido a formacdo de camada adesiva dificultandgigenacdo dos ovocitos, dentre
outros. Aléem desses fatores, o volume de aguanpdeasto para ativacdo dos gametas
e o0 tempo que a 4gua de ativacdo permanece naergeigm que a fertilizacdo esta
ocorrendo podem influenciar a taxa de fertilizagio ovos de peixes (Weingartner,
2010). As inducbes hormonais nas fémeak.dearmoratus foram realizadas no final
do periodo reprodutivo, originando desovas tard@sjudicando os ovocitos por
estarem em fase de regressdo, e consequentemfamteagéo das larvas foi afetada.
Fémeas d®. fasciatum no final do periodo reprodutivo tém reducéo de gfasviaveis
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a reproducdo ao final do periodo reprodutivo pdessstarem em fase de regresséo

(Romagosa, 2010), o que poderia explicar as b#axas de fertilizacdo e eclosao.

A primeira clivagem para espécie e hibrido dividillastodisco em dois
blastdmeros, iniciando a divisdo no topo do bldastm] ao centro, se estendendo até a
divisdo com o vitelo, como visualizado eB1 orbignyanus (Ganeco, 2003). Os
blastdmeros eram de igual tamanho, corroborandolaomet al. (2001), Botero et al.
(2004), Ninhaus-Silveira et al. (2006), Pereiralef2006), observado em maculatus,

P. brachypomus x C. macropomum, P. lineatus e R. quelen, respectivamente. Nas
divisdes subsequentes, os blastbmeros aumentarammiemro e diminuiram em
tamanho. A partir da quarta divisdo, os blastomapoesentaram variagcdées em tamanho
e formato, o que também foi notado em outros estdédadesenvolvimento embrionario
(Luz et al., 2001; Ninhaus-Silveira et al., 200@ustino et al., 2007; Marques et al.,
2008; e Perini et al., 2009).

Neste trabalho, o arranjo observado na formacéab6deélulas foi o de 4
linhas com 4 blastdmeros por linha, seguindo comc8Rilas, 4 linhas com 8
blastdmeros por linha, assim como o verificado ®marahybae (Honji, 2012) eP.
corruscans (Marques et al., 2008). Por outro lado, algumapéass comoB.
orbignyanus possuem 4 blastdmeros centrais e 12 periféricos paestadio de 16
células, sendo que com 32 blastdmeros, este amprgsenta-se com 8 células em duas

camadas centrais e 24 células marginais (Gane68).20

No inicio da divisdo dos blastdmeros, notou-se qudesenvolvimento
embriondrio apresentava-se assincrono. Dois olest@slios puderam ser visualizados
em cada momento de coleta, em que havia embride2cd e 8 células aos 40 MAF,
16 e 32 aos 70 MAF, morula e blastula aos 120 MA#astula e gastrula aos 160
MAF, tanto para hibrido quanto para espécie. Gdnlineatus, o desenvolvimento
embriondrio foi assincrono a temperatura de 24%@uanto o desenvolvimento
apresentou—se homogéneo a 28°C (Ninhaus-Silveal, &006). Diferentes estadios de
desenvolvimento embrionario foram observados paranesmo periodo enP.
corruscans, indicando a ocorréncia de assincronia para oespécies de Siluriformes

(Marques et al., 2008).
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A formacdo da camada sincicial de vitelo na fasendgula pode ser
observada, enquanto que em espécies doragpera observa-se esta formacéo na fase
de blastula (Perini et al., 2009). A camada siatide vitelo surge da divisdo
incompleta dos blastbmeros (Perini et al., 2008)fendamental para que os nutrientes
contidos no vitelo sejam transferidos por meio aestmada para alimentar o processo
de embriogénese, atingindo assim a blastodermah@NsSilveira et al., 2007). E
importante salientar que apesar da camada sindeiaitelo constituir um 6rgéo, essa
nao faz parte da formacédo do corpo do embrido,aspsarvindo de “ponte” para a

passagem de nutrientes (Kimmel et al., 1995; Garifii8).

No estadio de blastula, a camada sincicial deovitl@imou-se na base do
blastodisco; iniciou-se leve migracdo dos blastéseperiféricos sobre o vitelo,
sugerindo o inicio do movimento de epibolia (Kimraehl., 1995 e Ninhaus-Silveira et
al., 2006), movimento este que continua na fasgé&dtrula. Espacos irregulares na
blastoderma foram observados através de histologiap relatado erB. orbignyanus
(Ganeco, 2003), porém nessa espécie se encont@vaenas células do blastodisco,
enguanto que no presente estudo ocorreram abaiXadadtoderma, como ocorre a
maioria dos teledsteos. ApoOs estes eventos, ficker®e o movimento de epibolia, em
gue ha o envolvimento da blastoderma em torno tioyidesenvolvimento do anel
germinativo e do escudo embrionario. Estes evgmoem ser verificados em outros
estudos de desenvolvimento embrionario ¢&imelodus maculatus (Buzollo, 2011), e

comL. marmoratus, P. corruscans e seus hibridos (Almeida, 2011).

As fases do movimento de epibolia se caracterizgmala porcentagem de
cobertura do vitelo. Com aproximadamente 50% deertota, iniciou-se um
movimento contrario ao movimento de avanco sobratado, formando assim duas
camadas, o0 epiblasto e o hipoblasto, para espédiébrado. Este movimento foi
observado também em algumas espécies de peixesrewa@té o fechamento do
blastoporo. Cada camada de células tera sua furecdmrmacao dos érgaos da futura
larva (Kimmel et al., 1995; Ninhaus-Silveira et @006; Marques et al., 2008; Perini et
al., 2009; Faustino et al., 2010).

O sistema nervoso central formou-se a partir dadecine, coincidindo com

a formacdo deste sistema nos demais teledsteoan@ini995). No fechamento do
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tampao vitelino, formou-se uma espessa camadangdodser visualizada por meio de
cortes histolégicos a placa neural (Ganeco, 20D8}idos mesodermais formaram-se
ao final do estadio de gastrula para formacéo dy&o§ da parte anterior da larva e dos
somitos, paralela e lateralmente a notocorda, damadorma como foi observado por
Marques et al. (2008), Faustino et al. (2010), BHazet al. (2011), Faustino et al.
(2011).

O processo de eclosédo ocorre devido a um conjuattatdres, iniciando
pela glandula da eclosdo, que secreta enzima®ifeses) que desencadeiam processos
para digestdo do corion, sendo interdependentatdee$ ambientais, cujos principais
sdo a temperatura e o oxigénio dissolvido (Kossakpw®012). Apds o desprendimento
da cauda que estava presa ao saco vitelinico, tattso € agregado ao processo de
eclosdo, a energia cinética gerada pela larva ¢seagt al., 2006). ApOs a ecloséo,
houve aumento em comprimento das larvas e redug@@chetro do saco vitelinico de
ambos cruzamentos, uma vez que, o vitelo € consupald larva para o crescimento, 0
mesmo foi verificado em estudos cdmcorruscans (Landines et al., 2003) 2 jahu
(Nogueira et al., 2012).

O surgimento dos barbilhdes foram identificadosl24HAE, e a abertura
bucal as 36 e 48 HAE, pata marmoratus e hibrido. Landines et al. (2003) observou
que a abertura bucal ocorreu as 24 HAE e os pasidarbilhdes surgiram as 36 HAE
paraP. corruscans. Por outro lado, enZ. jahu, a abertura bucal foi observada as 15
HAE, e os barbilhdes ja estavam presentes as 6 [Mdgueira et al., 2012). O
aparecimento dos barbilhdes estdo relacionadoscalme alimentos (Guimaraes-Cruz,
2009; LeClair & Topczewski, 2010) pois sado oOrgaesssivos, principalmente em
espécies que habitam o fundo de rios, onde o ateb@wssui pouca ou nenhuma

luminosidade.

O hibrido iniciou a alimentacdo exdgena com a captle nauplios de
artémia entre 72 e 84 HAE. Como nao foi observacipéura de alimento exdgeno por
L. marmoratus, este consumiu praticamente toda a reserva vidalie o crescimento
mostrou-se reduzido apos o contetdo do saco vdelasgotar-se. PaR fasciatum, a
atresia nos gametas femininos afetou as taxastle#eao, eclosdo, e a sobrevivéncia

de larvas, gerando larvas menores e inaptas aowdgenento (Leonardo, 2006).
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Ainda, o tamanho dos nauplios de artémia poderggugicadol. marmoratus, que nao
conseguiu captura-los devido ao tamanho reduzidsudeboca. O fornecimento de
alimentacdo exdégena como pequenos rotiferos pade gento chave para o sucesso
desta espécie, uma vez que o fornecimento da dkgéEm inicial adequada é
fundamental nos primeiros dias de vida da larvat@Sa Tsuzuki, 2010).

Referéncias

ALMEIDA, I. R. O. Andlise do desenvolvimento embrionario de espécimes
provenientes dos cruzamentos interespecificos entRseudoplatystoma corruscans e
Leiarius marmoratus. 2011. 129 f. Dissertacdo (Mestrado em Zoologi&)stituto de
Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadualitaul

BONISLAWSKA, M. et al. Fish egg size variability:idbogical significance.
Electronic Journal of Polish Agricultural Universities: Fisheriesv. 4, n. 2, 2001.

BOTERO, M. et al. Descripcion del desarrollo embano de zigotos hibridos
obtenidos por el cruce de machos de Cachama Bl@fiesactus brachypomus) y

hembras de Cachama Negr@olpssoma macropomum). Revista Colombiana de
Ciencias Pecuariasv. 17, supl., 2004.

BROOKS, S.; TYLER, C. R.; SUMPTER, J. P. Egg qualit fish: what makes a good
egg?Reviews in Fish Biology and Fisheriesr. 7, p. 387-416, 1997.

BUZOLLO, H. et al. Structural analysis of tRemelodus maculatus (Lacépéede, 1803)
embryogenesis (Siluriformes: Pimelodidakleotropical Ichthyology, v. 9, n. 3, p.
601-616, 2011.

CANEPPELE, D. et al. Induced spawning of the enedamd) Neotropical species
Seindachneridion parahybae. Neotropical Ichthyology, v. 7, n. 4, p. 759-762, 2009.

COLEMAN, R. M. and GALVANI, A. P. Egg size deternai;m offspring size in
neotropical cichlid fishes (Teleostei: Cichlida€opeia v. 1998, n. 1, p. 209-213,
1998.

CORTES, G. F.;: TSUZUKI, M. Y. Efeito do tamanho mifero na sobrevivéncia e no
crescimento de neon goRiacatinus figaro durante as fases iniciais de larvicultura.
Boletim do Instituto de Pescav. 36, n. 3, p. 205-212, 2010.



49

FAUSTINO, F. et al. Fertilizagcdo e desenvolvimemmbrionario: morfometria e
analise estereomicroscopica dos ovos dos hibrides sdirubins (pintado,
Pseudoplatystoma corruscans x cachara, Pseudoplatystoma fasciatum). Acta
Scientarium Biological Sciencesv. 29, n. 1, p. 49-55, 2007.

FAUSTINO, F. et al. Structural and ultrastructuchlaracterization of the embryonic
development of Pseudoplatystoma spp. Hybrids. International Journal of
Developmental Biology v. 54, p. 723-730, 2010.

FAUSTINO, F.; NAKAGHI, L. S. O.; NEUMANN, EBrycon gouldingi (Teleostel,
Characidae): aspects of the embryonic development inew fish species with
aquaculture potentiakygote, v. 19, n. 4, p. 351-363, 2011.

FORNARI, D. C. et al. Freezing injuries in the eytds of Piaractus mesopotamicus.
Zygote, v. 19, p. 345-350, 2010.

FRAYSSE, B.; MONS, R.; GARRIC, J. Development okebrafish 4-day embryo-
larval bioassay to assess toxicity of chemic@sotoxicology and Environmental
Safety, v. 63, p. 253-267, 2006.

GANECO, L. N. Andlise dos ovos de piracanjuba, Brycon orbignyanus
(Valenciennes, 1849), durante a fertilizacdo e desslvimento embrionario, sob
condicbes de reproducdo induzida.2003. 78 f. Dissertacdo (Mestrado em
Aquicultura). Centro de Aquicultura, Universidadgdtiual Paulista.

GANECO, L. N.; FRANCESCHINI—VICENTINI; 1. B.; NAKAGI, L. S. O.
Structural analysis of fertilization in the figrycon orbignyanus. Zygote, n. 17, p. 93-
99, 2008.

HOAR, W. S. and RANDALL, D. Jrish Physiology: The Physiology of Developing
Fish (Part A: Eggs and Larvae) Academic Press (London), v. 11, 546p, 1988.

KIMBALL, S.; MATTIS, P. GNU Image Manipulation Program, v. 2.8.2. Free
Software Foundation, 2012.

KIMMEL, C. B. et al. Stages of embryonic developmeaf the zebrafish.
Developmental Dynamicsv. 203, p. 253-310, 1995.

KOSSAKOWSKI, M. K. Fish hatching strategies: a swi Reviews in Fish Biology
and Fisheries v. 22, p. 225-240, 2012.



50

LANDINES, M. A. et al. Desenvolvimento embrionado pintado Pseudoplatystoma
corruscans Agassiz, 1829)Boletim Técnico do CEPTA v.16, p. 1-13, 2003.

LECLAIR, E. E.; TOPCZEWSKI, J. Development and negeation of the zebrafish
maxillary barbel: a novel study system for vertébrassue growth and repaiPlos
Oneg, v. 5, n.1, 2010.

LEONARDO, A. F. G. et al. Induced spawning of haghraised Brazilian catfish,
cacharaPseudoplatystoma fasciatum (Linnaeus, 1766)Aquaculture, n. 240, p. 451-
461, 2004.

LEONARDO, A. F. G. et al. Occurrence and significarof ovarian and follicular
regression in cachar&®seudoplatystoma fasciatum (Linnaeus, 1766):. a histology
approach Arquivos Brasileiros de Medicina Veterinaria, v. 58, n. 5, p. 831 — 840,
2006.

LUZ, R. K. et al. Desenvolvimento embrionario eagibs larvais do mandi-amarelo
Pimelodus maculatus. Boletim do Instituto de Pescav. 27, n. 1, p. 49 - 55, 2001.

MARQUES, C. et al. Observation of the embryonicelepment inPseudoplatystoma
corruscans (Siluriformes: Pimelodidae) under light and scgnmicroscopyZygote, v.
16, p. 333-342, 2008.

MATEO, F. J.; Delgado, N. & Lépez, H. CaracterizaciMorfométrica del Hibrido
Yaque PintadoRseudoplatystoma fasciatum x Leiarius marmoratus) y sus Progenitores
(Siluriformes: Pimelodidae)Revista de la Facultad de Ciencias Veterinarias
Maracay, v. 49, n. 1, p. 47-60, 2008.

MELO, R. M. C. et al. Comparative Morphology of t@®nadal Structure Related to
Reproductive Strategies in Six Species of Neotalpi€atfishes (Teleostei:
Siluriformes).Journal of Morphology, v. 272, p. 525-535, 2011.

MIRA, L. T. M.; MEDINA-ROBLES, V. M.; CRUZ-CASALLAS P. E. Testicular
Morphology of Yaque Leiarius marmoratus (Pisces: Siluridae) in Maturity
Reproductive Stagdnternational Journal of Morphology, v. 28, n. 2, p. 421-426,
2010.

NINHAUS-SILVEIRA, A.; FORESTI, F.; AZEVEDO, A. Stretural and ultrastructural
analysis of embryonic development &fochilodus lineatus (Valenciennes, 1836)
(Characiforme; Prochilodontidagygote, v. 14, p. 217-229, 2006.



51

NINHAUS-SILVEIRA, A. et al. Structural and ultrastitural characteristics of the yolk
syncytial layer in Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836) (Teleostei;
Prochilodontinae)Zygote, v. 15, p. 267-71, 2007.

NOGUEIRA, L. B. et al. Induced spawning and earlytomeny in hatchery-reared
catfishZungaro jahu (Siluriformes:PimelodidaeNeotropical Ichthyology, v. 10, n. 1,
p. 89-98, 2012.

PEREIRA, C. R. et al. Embryonic and larval develepinof jundia Rhamdia quelen,
Quoy & Gaimard, 1824, Pisces, Teleostei), a souathfenerican catfishBrazilian
Journal of Biology, v. 66, n. 4, p. 1057-1063, 2006.

PERINI, V. R. et al. Biology of eggs, embryos aad/ae ofRhinelepis aspera (Spix &
Agassiz, 1829) (Pisces: Siluriforme&ygote, v. 18, p. 159-171, 2009.

RAMIREZ-MERLANO, J. A. et al. Utilizacién de orgasmos vivos como primera
alimentacion de larvas de yaquei@rius marmoratus) bajo condiciones de laboratorio.
Orinoquia, v. 14, n. 1, p. 45-58, 2010.

REYNALTE-TATAJE, D.; ZANIBONI-FILHO, E.; ESQUIVEL,J. R. Embryonic and
larvae development of piracanjuliasycon orbignyanus Valenciennes, 1849 (Pisces,
Characidae)Acta Scientarium: Biological Sciencesv. 26, n. 1, p. 67-71, 2004.

RIZZO, E. et al. Adhesiveness and surface pattefreggs in neotropical freshwater
teleostsJournal of Fish Biology, v. 61, p. 615-632, 2002.

ROMAGOSA, E. Reproductive status in females of tligrazilian catfish,
Pseudoplatystoma fasciatum reared in cagmanal of Applied Ichthyology, v. 26, n.
5, p. 806-811, 2010.

VIVEIROS, A. T. M. et al. Hand-stripping of sememda semen quality after
maturational hormone treatments, in African catfidbrias gariepinus. Aquaculture,
n. 213, p. 373-386, 2002.

WEINGARTNER, M. Aperfeicoamento das técnicas de fertilizacdo de osifos de
dourado, Salminus brasiliensis Cuvier, 1816 (Characiformes: Characidae),
utilizando sémen fresco e congelado durante o pras de reproducao induzida.
2010. 81 f. Tese (Doutorado em Aquicultura) — Gentte Ciéncias Agrarias,
Universidade Federal de Santa Catarina.



CAPITULO 3



53

CONSIDERACOES FINAIS

O diametro do ovdcito de P. reticulatum apresentou-se 50% superior
em relacdo a L. marmoratus, podendo constatar maior contetudo de vitelo para
os embribes do hibrido gerado. O vitelo sera utilizado durante o
desenvolvimento larval, principalmente, quando o principal alimento ainda é o
endogeno (saco vitelinico), podendo inferir em maior reserva energética do
hibrido e melhor desenvolvimento com relacdo a L. marmoratus. Com relacao
ao espaco perivitelinico, este também se apresentou 50% superior no hibrido
em relacdo a espécie, podendo sugerir maior resisténcia mecanica do hibrido
com relagdo a L. marmoratus.

Este € um dos primeiros estudos comparativos sobre o
desenvolvimento embrionario de L. marmoratus e do hibrido P. reticulatum x L.
marmoratus, um peixe comercial altamente aceito no mercado.

Estudos de microscopia eletrbnica de varredura sao altamente
recomendados para trabalhos atuais em embriologia, 0 que ndo descarta que
futuramente seja utilizada esta técnica para descricdo da ultraestrutura do
desenvolvimento embrionario destes cruzamentos.

A partir da definicAo do alimento adequado para o tamanho do
aparato bucal de L. marmoratus, gerando uma quantidade de larvas suficiente
para sua comercializacdo, o condicionamento alimentar a ser definido deve ser
planejado, com alimentacao inicial de alimentos vivos (claddceros, rotiferos)
passando por proteina animal como coracdo ou figado de bovino, e gradual
passagem a racao propriamente dita.

Foi possivel definir os momentos em que € exigida maior atengédo do
produtor no manejo durante a incubacao dos embrides, para que seja realizada
a conferéncia do desenvolvimento em seus devidos tempos, seja para estimar
a taxa de fertilizacdo ou de ecloséo, realizar a limpeza das incubadoras apés a
eclosdo, bem como o momento de abertura bucal para inicio do fornecimento
de alimento exogeno.

Este trabalho visa contribuir com a cadeia produtiva e com trabalhos
que forem desenvolvidos a partir destes cruzamentos ou de outros hibridos,
identificando problemas no momento da incubacdo de ovos tanto para a
espécie quanto para o hibrido. A adequacdo do manejo no cultivo de
organismos em cativeiro é importante para a eficiéncia da producdo, gerando
economia para o produtor e é visada neste trabalho, bem como a contribuicéo
para a biologia da espécie L. marmoratus. Projetos direcionados a néo
proliferacdo de hibridos, também serdo auxiliados pelos dados deste trabalho,
por ilustrar material para identificacdo de organismos originados do cruzamento
entre parentais (L. marmoratus e P. reticulatum).
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ANEXOS

Anexo 1

INSTRUCOES AOS AUTORES

Arquivo Brasileiro de Medicina Veterindiria e Zootecnia
(Brazilian Jouwrnal of Vererinary and Animal Sciences)

Folitica Editorial

0 periadico Arguive Brasileire de Medicine Veterindria e Zootecnia (Brazilien Journal
of Veterinary and Animal Science), ISSN 0102-0935 (impresso) ¢ 16784162 {on-line), &
editado pela FEPMVZ Edisora, CNPJ: 16,629 388/0001-24, ¢ destina-se a publicagio de
artigos cientificos sobre temas de medicina veterinana, zootecnia, tecnologia ¢ inspegio
de produtas de ongem animal, aquacultura ¢ arcas afins.

(s artigcs encaminhados para publicagie sio ssbmetidos & aprovagio do Corpo
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publicagds tomam-se propriedade do Arquive Brsileiro de Medicina Veterindria e
Zootecnia (ABMVZ) citedo como drg. Bras. Med. Ver Zoofec. Os autores sio
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Reproducio de artigos publicados
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(autores, revisores e cditores) serd feila exclusivaments de forma eletronica pelo
Sistema, senco o autor resporsavel pelo artige informado, automaticamente, por
e-mal, sobre qualguer mudanga de statws do artigo.

* A submissiio o se completa quando anexado o tzxto do artigo em Word ¢ em pdf no
campo apropriado.
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O mumero de Referéncias néo deve excedera 12,

* Comunicacho
E o relato socinto de resultados parcizis de wm trabalho experimental, dignos de
publicagio, embora insuficientes ou Inconsistentes para constiluirem um artigo
cientifico,
0 texto, com titulo em portugués e em inglés, Autores e Filiagio deve ser compacto,
sem distingio das segdes do texto especificadas para “Artigo cientifico”, embora
seguindo aquela ordem. Quando a Comunicacio for redigids em portugues deve
conter um “Abstract™ e quando redigida em inglés deve conter um “Resumo®™.
O nimero de paginas nio deve exceder a &, mcluindo tabelas e figuras.
() numero de Referéncias nio deve exceder a 12.



Preparaciio dos textos para publicacio
Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na forma impessoal. Para

ortografia em inglés recomenda-se o Webster's Third New Imternational Dictionary. Para

ortografia em portugués adota-se o Vocabulario Ortogrdfico da Lingua Portuguesa, da

Acadermia Brasilewra de Letras.

Formatacio do texto

O texto NAO deve conter subitens em qualquer das secies do artigo e deve ser
apresentado em Microsoft Word, em formato A4, com margem 3cm (supenor,
infenior, direita e esquerda), em fonte Times New Roman tamanho 12 e em
espacamento entrelinhas 1.5, em todas as pagmas e segdes do artigo (do titulo as
referéncias), com linhas numeradas.

Niao usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por exemplo, devem wir,
obrigatoniamente, entre paréntesis no corpo do texto na seguinte ordem: nome do
produto, substincia, empresa ¢ pais.

Secies de um artigo

Titulo. Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo e nio
ultrapassar 150 digitos.

Autores ¢ Filiagdo. Os nomes dos autores sdo colocados abaixo do titulo, com
identificagio da mstituigdo a que pertencem. O aulor para comrespondéncia e seu
e=mail devem ser indicados com astenisco.

Nota:

l. o texto do artigo em Word deve conter o nome dos autores ¢ filiagio.

2. o texto do artigo em pdf NAO deve conter o nome dos autores e filiacio.
Resumo e Abstract. Deve ser 0 mesmo apresentado no cadastro contendo ate 2000

digitos mmcluindo os espagos, em um so paragrafo. Nao repetir o titulo ¢ nao

acrescentar revisio de literatura. Incluir os principais resultados numéricos,

citando-os sem explica-los, quando for o caso. Cada frase deve conter uma

informacio. Atencio especial as conclusdes.

Palavras-chave e Keywords. No maximo cinco.

Introducio. Explanacio concisa, na qual sdo estabelecidos brevemente o problema,

sua pertinéncia e relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter poucas

referéncias, suficientes para balizi-la.

Material e Métodos. Citar o desenho experimental, o material envolvido, a

descrigdo dos métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja publicados.

Nos trabalhos que envolvam animais efou organismos geneticamente modificados

deverd constar, obngatonamente, o numero do protocolo de aprovagio do Comité de

Bioetica efou de Biosseguranga, quando for o caso.

Resultados. Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.

v' Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas ¢ colunas. Usar
linhas horizontais na separacio dos cabecalhos e no final da tabela. O titulo da
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tabela recebe micialmente a palavra Tabela, segnda pelo nimero de ordem em
algansmo arabico e ponto (ex.: Tabela 1.). No texto a tabela deve ser referida
como Tab seguida de ponto € do nimero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando se
referir a vanas tabelas (ex_; Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em espacamento
simples ¢ fonte de tamanho menor que 12 (o menor tamanho aceito € 8), A
legenda da Tabela deve conter apenas o indispensavel para o seu entendimento.
As tabelas devem ser, obngatonamente, nsendas no cormpo do texto
preferencialmente apos a sua primerra citagio.

v Figura. Compreende qualquer ilustragio que apresente linhas e pontos: desenho,
fotografia, grafico, fluxograma, esquema, etc. A legenda recebe inicialmente a
palavra Figura, seguida do nimero de ordem em algansmo arabico e ponto (ex.:
Figura 1.) e é referida no texto como Fig seguida de ponto e do nimero de ordem
(ex.: Fig.1), mesmo se referir a mais de uma figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de
inseridas no corpo do texto, fotografias e desenhos devem também ser enviadas
no formato jpg com alta qualidade, em um arquivo zipado, anexado no campo
propric de submissio na tela de registro do artigo. As figuras devem ser,
obrigatoriamente, inseridas no corpo do texto preferencialmente apds a sua
primeira citagdo.

Nota:

¥ Toda tabela efou figura gque ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da
legenda, mmformacdo sobre a fonte (autor, autonizagdo de uso, data) e a
correspondente referéncia deve figurar nas Referéncias.

Discussio. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs: As secbes

Resultados e Discussio poderdo ser apresentadas em conjunto a juizo do autor, sem

prejudicar qualquer das partes e sem subitens).

Conclusies. As conclustes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa executada e

serem apresentadas de forma objetiva, SEM revisio de literatura, discussio,

repeticio de resultados e especulacies.

Agradecimentos. Nao obngatono. Devem ser concisamente expressados.

Referéncias. As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, dando-se

preferéncia a artigos publicados em revistas nacionais ¢ internacionais, indexadas.

Livros e teses devem ser referenciados o minimo possivel, portanto, somente quando

indispensaveis. Sdo adotadas as normas gerais ABNT, adaptadas para o ABMVZ

conforme exemplos:

Como referenciar:

1. Citagdes no texto
* A indicagio da fonte entre parénteses sucede 4 citagiio para evitar interrupgio
na sequéncia do texto, conforme exemplos:
¥ autoria tnica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anudrio..., 1987/88) ou
Anuario... (1987/88)
¥ dois autores: (Lopes € Moreno, 1974) ou Lopes ¢ Moreno (1974)
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v mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979)

v mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al.
(1979 ou (Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em
ordem cronologica ascendente e alfabética de autores para artigos do
MEeSmo anao.

=  Citagdo de citagdo. Todo esforco deve ser empreendido para se consultar o
documento original. Em situacbes excepcionals pode-se reproduzir a
mformacao ja citada por outros autores. No texto, citar o sobrenome do autor
do documento nio consultado com o ano de publicagio, seguido da expressio
citado por ¢ o sobrenome do autor e ano do documento consultado. Nas
Referéncias, deve-se incluir apenas a fonte consultada.

» Comunicagdo pessoal. Nio fazem parte das Referéncias. Na citagio
coloca-se o sobrenome do autor, a data da comunicagao, nome da Instituigao
a qual o autor ¢ vinculado.

2. Periddicos (até 4 autores. citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores ef al. )
ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v 48, p.351, 1987-88.

FERGUSON, J.A; REEVES, W.C.; HARDY, I.L. Studies on immunity to
alphaviruses in foals. Am. J Vet Res., v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J. A TAGLE, R.; WASERMAN, A et al. Anestesia general
del canino. Not. Med. Vei.,n.1, p.13-20, 1984,

3. Publicaciio avulsa (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores
et al );
DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.AM.; MORENO, G. Aspectos bactenologicos de ostras, manscos e
mexilhdes. In: CONGRESS0O  BRASILEIRO DE  MEDICINA
VETERINARIA, 14., 1974, Sio Paulo. Anais... Sio Paulo: [s.n.] 1974. p.97.

( Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostndios. In: DUNNE, H.W. (Ed).
Enfermedades del cerdo. Mexico: UTEHA, 1967, p.400-415.

NUTRIENT requrements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of
Sciences, 1968, 69p.

SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaca e de
carne em bovinos de corte. 1999, 44f. Dissertagiio (Mestrado em Medicina
Veterinana) — Escola de Veterinana, Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Honzonte.



4. Documentos eletronicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3
autores e al. )
QUALITY food from amimals for a global market. Washington: Association of
American Veterinary Medical College, 1995, Disponivel em: <http:/fwww.
orgfcritcal 6.htm>. Acessado em: 27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized.
Miami  Herald, 1994, Disponivel em: <htip:fwww.summit fivedw/
MiamiHerld-Summit-Related Articles/>. Acessado em: 5 dez. 1994,

Nota:

Artigos que nao estejam rigorosamente dentro das normas acima ndo serdo aceitos
para avaliagio,

O Sistema reconhece, automaticamente, como “Desisténcia do Autor™ artigos em
diligéncia efou “Aguardando liberagio do autor”™, que ndio tenha sido respondido no
prazo dado pelo Sistema.

Taxas de submissio e de publicaciio:

Taxa de submissdo. A taxa de submissio de R830,00 devera ser paga por meio de
boleto bancirio emitido pelo sistema eletronico de submissao de artigos. Ao solicitar
o boleto bancario, o autor informara os dados para emissao da nota fiscal. Somente
artigos com taxa paga de submissio serio avaliados.

Caso a taxa nao scja guitada em até 30 dias sera considerado como desisténcia do
autor.

Taxa de publicaciio. A taxa de publicacio de R380,00. por pagina impressa em
preto e R5250,00 por pigina impressa em cores serd cobrada do autor indicado para
comrespondéncia, por ocasido da prova final do artigo. A taxa de publicacio devera
ser paga por meio de boleto bancano emitido pelo sistema eletronico de submissio
de arfigos, Ao solicitar o boleto bancario, o autor informara os dados para emissdo da
nota fiscal.

Recursos e diligéncias:

Mo caso de o autor encaminhar respostia a diligéncias selicitadas pelo ABMVZ, ou
documento de recurso, o mesmo devera constar como afs) primeirals) paginais) do
texto do artigo somente na versio em Word.

No caso de artigo nio aceito, se o autor julgar pertinente encaminhar recurso, o
mesmo deve ser feito pelo e-mail abmvz artigoiaabmvz.org.br.
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Anexo 2
Normas do Comité de Etica no Uso de Animais — UFRGS

CEUA-UFRGS

GUIA DE SEVERIDADE DOS PROCEDIMENTOS CIENTIFICOS

Traducéo resumida do documento do relatério final de julho de 2009 da comissao européia
para revisdo da Directive 86/609/EEC

Expert working group on severity classification of scientific procedures performed on animals
FINAL REPORT (Brussels, July 2009)

ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/report_ewg.pdf

CLASSIFICACAO DE SEVERIDADE DE PROCEDIMENTOS

Uma categoria de severidade deve ser designada para cada procedimento. Esta classificacéo
auxiliara na analise do dano-beneficio do projeto.

A severidade de um procedimento € determinada pelo grau de dor, sofrimento, incbmodo ou
prejuizo duradouro esperado a ser experienciado pelo animal durante o procedimento. O
procedimento consiste de uma combinacdo de uma ou mais a¢fes técnicas aplicados a um
animal que possam causar dor, sofrimento ou prejuizo duradouro. A atribuicdo de uma
categoria de severidade leva em conta uma intervencdo ou manipulacdo de um animal no
contexto de um procedimento definido. A categoria de severidade deve ser determinada com
base nos efeitos mais severos provaveis de serem experienciados por um animal depois de
aplicados todos os refinamentos de técnicas apropriadas.

Definicdes

Esta proposta tem 4 categorias de severidade; sem recuperacao; leve, moderada e severa.
Estas devem ser definidas como segue:

Sem recuperacédo: Procedimentos que sdo conduzidos sob anestesia geral, da qual o animal
ndo recupera consciéncia.

Leve: Procedimentos em que é provavel que os animais experienciem dor, sofrimento ou
desconforto leves que durem pouco tempo. S&o procedimentos que ndo acarretardo prejuizos
no bem-estar ou nas condi¢cfes gerais dos animais.
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Moderado: Procedimentos em que seja provavel que os animais experienciem dor, sofrimento
ou desconforto moderados, ou dor, sofrimento ou desconforto leves mas prolongados.
Procedimentos que provavelmente causardo prejuizos moderados no bem-estar ou condi¢des
gerais dos animais.

Severo: Procedimentos que acarretem dor, sofrimento ou desconforto severo, ou dor,
sofrimento ou desconforto moderado mas duradouro. Procedimentos que provavelmente
causarao prejuizos severos no bem-estar ou condi¢cfes gerais dos animais.

Limiar inferior

O limiar inferior é excedido se o animal experiéncia um nivel de dor, sofrimento ou desconforto
maior do que aquele causado pela introducao de uma agulha. Além disso, a administracdo de
anestesia para procedimentos cientificos (excluindo eutandsia) vai implicar em um
procedimento acima do limiar mais baixo.

Outros tipos de limiares mais baixos sdo necessarios para determinagdo da equivaléncia de
procedimentos de pesquisa especificos.

Alguns exemplos sdo dados abaixo que podem ser considerados abaixo do limiar para
regulamentacdo. E importante levar em conta que a aplicacdo de varias técnicas “abaixo do
limiar” conjuntamente no mesmo animal pode requerer que o procedimento seja classificado
como moderado ou mais alto.

Limiar superior

O limiar superior é excedido se o animal € exposto a dor, sofrimento ou desconforto severos
que provavelmente de forma duradoura ou permanente e que ndo podem ser melhorados.
Morte como Ultima consequéncia deve ser evitada pelo uso de estratégias de monitoramento
apropriadas e pelo sacrificio do animal com procedimentos humanizados sempre que possivel.
O balanco entre o nimero total de animais utilizados e a severidade do procedimento em um
Unico animal devem ser levados em consideragdo se 0 aumento no nimero de animais implicar
numa reducdo na severidade dos procedimentos aos quais 0S animais Sd0 expostos
individualmente.

Poderao haver necessidades excepcional e cientificamente justificaveis que possam ser
alcancadas apenas quando se excede o limiar superior.

Critérios e elementos para uma categorizagéo

A designacgdo de um procedimento a uma categoria em particular ndo apenas depende do tipo
de procedimento mas de uma série de outros fatores. Quando um procedimento for designado
a uma destas quatro categorias, estes outros fatores precisam ser levados em consideracéo
caso a caso. Os fatores incluem: Tipo de manipulag&o, manejo.

Natureza da dor, sofrimento, desconforto ou duracdo do prejuizo causado por todos os
elementos de um procedimento, e sua intensidade, duragdo, frequéncia, e multiplicidade de
técnicas aplicadas.

Sofrimento acumulado em um procedimento
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Impedimentos da expressdo de comportamentos naturais que incluem restricdes no
alojamento, abrigo e cuidados-padrao.

Os fatores acima estdo relacionados ao procedimento em questdo. Entretanto, para a
classificacdo os seguintes fatores também precisam ser levados em conta pois eles podem
influenciar significativamente a classificacdo:

. Tipo das espécies e genétipo

. Maturidade, idade e género do animal

. Experiéncia de treino do animal no procedimento

. Se o animal for reutilizado, a severidade real dos procedimentos anteriores

. Os métodos usados para reduzir ou eliminar dor, sofrimento ou desconforto, incluindo

refinamento de alojamento, abrigo e cuidados
. Sacrificios humanizados.

Por exemplo, um procedimento considerado como severo devido ao tipo de procedimento
aplicado poderia ser designado a uma categoria mais baixa pela aplicacdo de sacrificios
humanizados.

O monitoramento cuidadoso de animais durante procedimentos, o uso de
acompanhamento/avaliac@es clinicas e indicadores objetivos podem ser de grande valor para
minimizar o impacto no animal e portanto podem ter um impacto na classificacdo de
severidade. Estas avaliag6es terao valor também no acompanhamento de severidade real.

E importante perceber que uma avaliagéo objetiva de dor, sofrimento e desconforto em animais
freqientemente ndo € possivel. Portanto, muitos aspectos da avaliagdo irdo requerer o
exercicio do julgamento profissional.

E necessario apontar que os exemplos dados abaixo sdo meramente indicativos. A
categorizacao final de severidade pode ser feita apenas como uma conseqiiéncia de uma
avaliacdo caso-a-caso de todos os fatores provaveis de causar um impacto na severidade de
um procedimento em uma dada situagcdo. A pressuposicdo é que todos os procedimentos
serdo conduzidos por pessoas competentes de acordo com a melhor pratica.

Leve

. Estudo farmacocinético em que uma Unica dose é administrada e um namero limitado
de amostras de sangue € coletado (totalizando menos que 10% do volume circulante) e ndo é
esperado que a substancia produza qualquer efeito adverso detectavel;

. Exames de imagem (ex. Ressonancia Magnética) com sedacdo ou anestesia
apropriadas;

. Procedimentos superficiais, por exemplo, biépsias da orelha ou da cauda, implantes
subcuténeos néo cirdrgicos ou mini-pumps e transponders;

. Aplicacdo de aparato e telemetria que possam causar apenas ima interferéncia ou
prejuizo menor a atividade e ao comportamento normais;

. Administracdo de subst@ncias pela via subcutanea, intramuscular ou intraperitoneal,

por gavagem ou via intravenosa utilizando vasos sanguineos superficiais, em que as
substancias ndo tenham um impacto maior do que leve no animal e em que os volumes
estejam dentro dos limites apropriados para o tamanho e a espécie do animal;

. Inducdo de tumores ou tumores esponténeos, que nao causem efeitos adversos
clinicos detectaveis (ex. Nédulos nao invasivos, pequenos, subcuténeos);
. Reproducdo de animais geneticamente modificados com fenétipo resultante esperado

com efeitos leves;
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. Alimentacdo com dietas modificadas, que ndo atendam a todas as necessidades
nutricionais dos animais e que se espera que cause anormalidades leves dentro do periodo do
estudo;

. Confinamento em gaiolas metabdlicas por um periodo curto (<24h);

. Estudos que envolvam privacédo social, alojamento solitario de ratos ou camundongos
adultos de linhagens sociavies;

. Modelos que exponham animais a estimulos nocivos queestejam associados

brevemente com dor, sofrimento ou desconforto leve, e nos quais o animal possa se esquivar
COm sucesso.

Moderado
. Aplicacao frequente de substancias de teste que produzam efeitos clinicos moderados,

e retirada de amostras de sangue (>10% do volume circulante) em um animal consciente
durante alguns dias sem reposicéo do volume;

. Estudos de dose-resposta aguda, toxicidade cronica/testes de carcinogénese, com
desfecho néo letal;
. Cirurgia sob anestesia geral e analgesia apropriada, associada com dor, sofrimento ou

prejuizo da condicdo geral no periodo pos-cirdrgico. Exemplos incluem: toracotomia,
craniotomia, laparotomia, orquidectomia, linfadenectomia, tiroidectomia, cirurgia ortopédica
com estabilizacdo efetiva e curativos, transplante de érgdo com tratamento para rejeicao,
implante cirargico de cateter ou aparatos biomédicos (transmissores de telemetria, minipumps,

etc);

. Modelos de inducdo de tumores, ou tumores espontaneos, em que espera-se que
causem dor ou desconforto moderados ou interferéncia moderada do comportamento normal;

. Irradiacdo ou quimioterapia com uma dose subletal, ou com uma dose que seria letal,

mas com reconstituicdo do sistema imune. Efeitos adversos esperados leves e por periodo
curto (<5 dias);

. Acasalamento de animais geneticamente modificados que resultem num fenétipo
esperado com efeitos moderados;

. Criagdo de animais geneticamente modificados através de procedimentos cirdrgicos;

. Uso de gaiolas metabolicas que envolvam contengcao moderada de movimentos por um
periodo prolongado (até 5 dias);

. Estudos com dietas modificadas que ndo atendam a todas as necessidades

nutricionais dos animais e que seja esperado que causem anormalidade clinica moderada no
periodo do estudo;

. Privacdo de comida por 48h em ratos adultos;

. Evocacéo de reagBes de escape ou esquiva has quais o animal ndo consegue escapar
ou evitar o estimulo, e em que se espera que um desconforto moderado seja produzido.

Severo

7

. Testes de toxicidade nos quais a morte € inevitavel, ou fatalidades séo severas e
esperadas e estados patofisioldgicos sao induzidos. Por exemplo, uma dose Unica e aguda de
teste de toxicidade;

. Testes de aparatos cuja falha possa causar dor ou desconforto severo ou morte do
animal (e.g. aparelho cardiaco assistido);

. Teste de poténcia de vacina caracterizada pelo prejuizo permanente da condi¢do do
animal;

. Doenca progressiva que leve a morte, associada com dor, desconforto ou sofrimento
moderado e prolongado;

. Quimioterapia ou irradiacdo com dose letal sem reconstituicdo do sistema imune, ou
reconstituicdo com producao de doenca implantada versus nativa (graft versus host disease);

. Modelos com inducao de tumores, ou com tumores espontaneos, que espera-se que

causem doenca progressiva letal associada com dor, desconforto ou sofrimento moderado
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duradouro. Por exemplo, tumores que causem caguexia, tumores 0sseos invasivos, tumores
que resultem em meteastase, e tumores que se permite ulceracao;

. IntervengBes cirdrgicas e outras intervengdes em animais sob anestesia geral que
espera-se que resultem em dor, sofrimento ou desconforto pés-operatério moderado e
persistente ou prejuizo severo da condi¢ao geral do animal;

. Producéo de fraturas instaveis, tragueotomia sem analgesia adequada, ou trauma para
produzir faléncia multipla de 6rgéos;

. Transplante de 6rgdos no qual a rejeicdo provavelmente levara a desconforto severo
ou prejuizo das condi¢cBes gerais do animal (ex.: xenotransplantes);

. Acasalamento de animais com transtornos genéticos em que se espere que o animal
tenha prejuizos das condicdes gerais severas e persistentes, como por exemplo, doenca de
Huntington, distrofia muscular, modelos de neurite crnica;

. Uso de gaiolas metabdlicas envolvendo restricdo severa de movimentos por um
periodo prolongado;

. Choque elétrico inescapavel (ex. Para produzir desamparo aprendido);

. Isolamento por periodos prolongados em espécies sociais, como por exemplo caes e
primatas ndo-humanos;

. Estresse de imobilizacdo para induzir Ulceras gastricas ou problemas cardiacos em
ratos;

. Nado forcado ou testes de exercicio em que a exaustédo é o desfecho esperado.

Exemplos de procedimentos abaixo do limiar inferior

. Avaliacdo da composicéo corporal por métodos nao-invasivos e por contengcao minima;
. Monitoramento por eletrocardiograma por técnicas ndo-invasivas com contencgao
minima ou animais habituados;

. Aplicacao de aparelho de telemetria externo que se espera que ndo cause prejuizo a
animais socialmente adaptados ou néo interfiram na atividade e comportamento normais;

. Reproducdo de animais geneticamente modificados que se espera que nhdo
apresentem fendtipos adversos detectaveis;

. Alimentar com uma dieta que atenda as necessidades nutricionais dos animais;

. Adicionar marcadores inertes na comida para acompanhar a passagem do digesta;

. Privacdo de comida por menos de 24h em ratos adultos;

. Observacédo de comportamento normal ndo invasivo sem perturbar o animal;

. Teste do campo aberto.
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Anexo 3

Aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica no Uso de Animais — UFRGS

Mensagem 1:
Prezado Pesquisador DANILO PEDRO STREIT JUNIOR,

Informamos que o projeto de pesquisa “Estudo da fas e embrionaria do
hibrido Pseudopl atystonma reticulatumx Leiarius narnoratus e de seus
parentais”, encaminhado para analise em 27/05/2012, necessita das
retificacdes apresentadas a seguir para obtencdo de aprovacao na

Comissao de Etica no Uso de Animais.

Projeto: 23309 - Estudo da fase embrionaria do  hibr ido
Pseudopl atystonma reticul atumx Leiarius narnorat us e de seus parentais

Parecer Reunido 07/08/2012

De uma forma geral, o projeto estda bem fundamentado , 0S resultados
poderdo representar efetiva contribuicdo para o con hecimento. No
entanto, solicitamos incluir:

- 0 grau de severidade no projeto;

- documento do proprietario e/ou responsavel pela P iscigranja Boa
Esperanca, municipio de Pimenta Bueno, estado de Ro ndodnia,
formalizando o aceite que a pesquisa sera realizada em suas
instalacoes.

Assim, recomendamos que o projeto seja encaminhado em diligéncia para

resposta as questfes acima.

CEUA/UFRGS
ApOs a atualizagdo do projeto de pesquisa, encaminh e novamente para
andlise através da opcdo PESQUISA - PESQUISADOR - P rojeto, botao

AVALIACOES, disponivel no Portal de Servicos.

Atenciosamen;e,
Comissao de Etica no Uso de Animais

Mensagem 2:
Prezado Pesquisador DANILO PEDRO STREIT JUNIOR,

Informamos que o projeto de pesquisa “Estudo da fas e embrionaria do
hibrido Pseudopl atystoma reticulatumx Leiarius marnoratus e de seus
parentais”, encaminhado para analise em 27/05/2012, foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais com o seguinte parecer:

Projeto: 23309 - Estudo da fase embrionaria do hibr ido
Pseudopl atystoma reticul atumx Leiarius marnoratus e de seus parentais

As solicitac6es do CEUA foram atendidas (grau de se veridade e carta de
aceite da realizacdo da pesquisa pelo proprietario da fazenda) e

recomendo a aprovacao do projeto de pesquisa.
CEUA/UFRGS
Atenciosamente,

Comissdo de Etica no Uso de Animais



71

Anexo 4

Carta de aceite para realizacao de pesquisa no projeto intitulado “Estudo da fase embrionaria

do hibrido Pseudoplatystoma reticulatum x Leiarius marmoratus e de seus parentais”

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE AGRONOMIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ZOOTECNIA

ACEITE PARA EXECUCAD DE TRABALHOS CIENTIFICOS

Eu, MARCELO YOKOYAMA, representado na figura de proprietario da AMAZON
PEIXES, inscrito no CNPJ 04875322/0001-35, situada 3 rodovia RO-010, ¥m 5, no
municipio de Pimenta Bueno, estade de Randénia, onde estd sediada a PISCIGRANIA
BOA ESPERANCA, concorde com a realizagdo de trabaihos cientificos no projeto
intitulado; “Estudo da fase embriondria do hibrido Pseudoplatystomo reticulatum x
Leigrivs mormorgtus e de seus parentais” nesta empresa, através do uso de
reprodutores @ na utilizagao de gametas e embrides,

De acordo & abaixo assinado,

Fimenta Bueno -RO,23 agosto de 2012,

¥ L X _;--""'J-.- - e

[ e =
—~TARCELO YOKOYAMA
Sécio F_Qr_gnteﬂ'ﬁ-m azon Peixes.
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APENDICES

Apéndice 1
Ajustes fotograficos para captura de imagens:
ISO da maquina: Foi utilizado variagcao de 200 a 400.

Tempo de abertura da objetiva: Dependendo do aumento utilizado, o tempo de abertura foi
sendo ajustado.

Para fotografias em estereomicroscépio, a faixa de variacao foi de 1/50 até 1/250 segundos,
dependendo da intensidade da luz e do aumento utilizado.

Para fotografias realizadas em microscopio de luz, as faixas de abertura focal foram de 1/125 a
1/320 segundos.



Apéndice 2

- Calculos de doses hormonais

Espécie/Sexo Fémeas de P. Machos de L. Fémeas de L. Machos de L.
reticulatum marmoratus marmoratus marmoratus

5,48 2,93 3,58 2,43

Peso (kg) 2,8 3,08 4,23 3,01
7,08 3,36 4,05 3,8

Média 5,12 3,123333 3,953333 3,08

Desvio Padrao 2,162591 0,218251 0,335609 0,687677
Peso total (kg) 15,36 9,37 11,86 9,24
Hormonio Total 84,48 28,11 65,23 27,72

No momento da aplicagdo, a quantidade de hormonio foi dividida proporcionalmente ao peso

de cada individuo.
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Apéndice 3

Registro Fotogréfico. Imagens dos momentos reprodutivos: selecdo de

reprodutores (A), indugcédo hormonal (B), liberacdo dos gametas/extruséao (C, D,
E, F), ovos recém fertilizados (G) e incubacao (H).
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Diego de Oliveira, filho de Jorddo José de Oliveira e Delsi Carnaval de
Oliveira, é brasileiro, nascido em Lajeado, Rio Grande do Sul, aos oito dias do
més de julho de 1982.

De 1989 a 2000 estudou no Colégio Evangélico Alberto Torres, da Rede
Sinodal de Educacdo, em sua cidade natal, onde veio a concluir esta etapa

com dedicacéo a diversas atividades extracurriculares.

Em 2001, ingressou no curso de Engenharia Quimica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, realizando estagio no Instituto de Pesquisas
Hidraulicas onde surgiu o interesse pelas Ciéncias Agrarias. O curso, porém,

nao foi concluido.

Em marco de 2006, ingressou no curso de Agronomia desta
universidade, onde desde o0 inicio demonstrou interesse pela area de
Piscicultura, participando de projetos como aluno de Iniciacdo Cientifica e
desempenhando estagios extracurriculares em diversos estados do Brasil.
Concluiu a graduacdo em dezembro de 2010, com destaque para o projeto

desenvolvido junto a disciplina "Planejamento Agronémico Integrado”.

Em abril de 2011 iniciou o curso de mestrado no Programa de Poés-
Graduacdo em Zootecnia da Faculdade de Agronomia da UFRGS, como
bolsista CNPq.



